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RESUMENI

Se desarrollaron procedimientos selec-
tivos para obtener mutantes en 1os cuales estu-
viera aumentada o disminuída 1a eficiencia con

que el tRNA supresor Sup F- (t BNA Tyr) corri-
ge mutaciones de terminaci6n en fagos y bacte-
rias.

Un grupo de estos mutantesz no afecta-
dos en e1 tRNA supresorr es capaz de modificar
la expresi6n fenotípica de sup F-, algunos de

sus mutantes y 1a de otros t RNA supresores. Se

discute ia posibilidad de que este tipo de rnu-

tantes tenga mutaciones en 1a vía de síntesis
de protel nas.

Entre 1os derivados afectados en e1 t
BNA supresor¡ uñ grupo de mutantes revi erte con

alta frecuencia aI fenotipo sup F-. Esta fre-
cuencia es superior en 40 a 3,000 veces a 1a de

aparici6n espontánea deI fenotipo sup-F-. Uno

de estos der ivados revi erte a un fenot i po s im i-
1ar a sup F- , pero distinto. La mitad de 1os

revertantes tienen además 1a capacidad no selec
cionada de restringir algunas llneas de1 fago

Phi 80. Esta restricción no parece relacionada
con mecanismcs de rrmodificaci6n y restricci6nI
ni con resistencia de nlembrana, Estos resuita-
dos no pueden ser expl i cados en base a los me-

canismos conocidos de mutación y revers ión.



ABSTRACT

Se1 ect i ve procedures were developed
to obtain mutants with disminished or increased
suppression efficiency of suppressor tRNA sup F-

(t RNA Ty, l) or his derivatives toward ilnonsensert

mutat ions ofl bacter ia and phage.

A group of the obtained mutants¡ not

affected on suppressor itself, were able to modify
phenotypic expression of sup F- ¡ derivatives ofl
Ittt

it and other suppressors tRNAls. The possibil ity
that these mutants have defects on protein synthe-
sis pathway is discussed,

Among derivatives afected on supPresor
t RNAt a group of mutants revert to suP F-¿-¡
phenotyp" with high frecuencies (ranging from 40

to 3.000 times the spontaneous rate of aParition

of th i s phenotyp.). 0ne of the above der ivat ives
revert to a similar phenotypur but distinct to
sup F-. In a half of this revertarrts aPpear the
non' selected ability to restrict some lines of
phage Phi 80, This restriction is apparently not

related with rrhost-controlled variationrr nor

membrane res i stence. The above resul ts cannot 'ce

explained in the basis of knov,r rnechanisms of
mutation and reversion.
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cAP tTU_,c I

t N_L_1 q p_U__9._8_LQ.-N

rrDe 1r incerti tude prof onCe des desse ins natt une

átonnante 1 i bert6 de manoeuvrert

J ean Anou i th
trBecket, Acto lll."

1.- Aspectos senerales de1 estud i o de 1as vfas metab6t i-
93§'-
E1 estudio de las vfas metab6licas puede realizarse
empleando dos met6dicas alternativas: 1a bioqufmica
y 1a gen6tica molecular. Ambas met6dicas, aI ser
fundamentalmente distintas en su enfogue: proporcio
nan, en general, aspectos complementarios de 1a feg
l idaci natural. Por esta raz6n: .ún en eI caso de

vlas metab6licas bien caracterizadas bioqufmicamen-

tu, es siempre deseable una formutaci6n de 1a vía
en I os térmi nos fenomenol6g i cos prop i os de 1a gen6-

tica molecular. Ei prop6sito principal de esta te-
sis fue caracterizar de este modo 1a vla de sfntesis
de protelnas. Los principales aspectos te6r icos de

este problema serán analizados en este primer capf-
tulo'

La caracter i zac i 6n gen6t i ca de una
, t t 2.,vía metabólica requiere, en primer término, aislar

mutantes aflectados en 1os procesos que 1a ini.egi-anr

Estos'deben ser seleccionados entre millones de orgg.

nismos normales respecto a estas funciones? por 1o

cual esta tarea requiere e1 diseño de técnicas de

selecci6n especiales. fn algunos casos es posible
dirigir la selecci6n hacia 1a obtenci6n de r¡utacio
nes en reacciones especlf i cas de La vía rnetab6l ica.
En otros casos, 1a selecci6n puede ser cjirigida a

1a obtenci 6n de organ i smos afectaCos en todas 1as

1
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reacciones de 1a vfa metab6lica.

Algunos ejemplos de 1a modal idad de
selecci6n especffica en ia síntesis de protelnas
son el aislamiento de mutantes resistentes a 1a ag
ción de antibi6ticos y productos químicos que afec
tan funciones rin icas de esta vfa, como la transcrig
ci6n (afectada por rifampicina) y 1a funci6n riboÉ
mal (afectada por estreptomicina: espectinomicina,
ácido fusidico, etc.) E1 princip io selectivo gene-
ral está representado en 1a síntesis protefcal pri-!.
cipalmente por 1a búsqueda de mutantes termosensi-
bles que no provoquen requer imientos nutricionales.

Las mutaciones termosensibies de es-
te tipo pueden ser causadas por defectos en funcio-
nes vitales como replicaci6n de DNA 2 sfntesis de

pared celular¡ sfntesis de protefnas, etc. En conse
cuencia, las mutaci ones en 1a vfa de nuestro i nte-
rÉs no son las 'jnicas obtenibles por este mEtodo.EI
aspecto gen6tico de la vla de la síntesis de protej
nas ha sido revisado en 1a ref. I.

E1 esp fr i tu general de esta tes i s es
el diseño de procedimientos selectivos adecua.dos a

la btÍsqueda de mutantos en 1os que est6 afectada 1a

interacci6n de los componentes de 1a vÍa de slnte-
sis proteica con un sustrato común a todos e11os.
Los mátodos selectivos asl concebidos combinaron
1as ventajas principales de 1os m6todos selectivos
especfficos (direcci6n de 1a presi6n selectiva ha-
cia 1as reacciones de 1a vÍa de interás) y de 1cs

m6todos selecti'ros generales. (ta presi6n selectiva
se ejerce indistintarnente en todas 1as reacciones
de 1a vla.

En 1as secci ones s igu i entes se d i scg
tirá más detalladamente e1 d iseño de m6todos selec
tivos de 1a naturaleza indicada.
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2.- La slntesi s de protefnas considerada como una

v fa metab6l i ca.-

.,Ia srntesrs
como en 1a

DNA

La transferencia de

proteica se esquemat

figura 1.- (2)

Transcripci6n
<:BNA

informaci6n en

iza generalmente

Fig. 1.-

Para nuestros prop6si tos, 1a traduc
ci6n1 o uso de 1a informaci6n contenida en e1 m

BNA para sintetizar protelnas, será anal izada cg

mo una vía metab6I ica cuyo eficiente funcionamien
to depende de 1a especifici dad de 1a interacci6n
de sus elementos componentes con un ácido nuclei-
COr

Et proceso de

componerse en tres etapas
a) iniciaci6n de 1a cadena

b) elongaci6ne y

c) termi naci 6n' de 6sta.
Para nuestro aná1 i si s son

timas etapas. Estas pueden

dica en 1a f igura 2.-

traducci6n puede des-
principales:

po1 ipeptfdica,

t .2
I raou cc r on

Protefna

1as dos ü1-
como se i n-

relevantes
d i spDnerse

Dr
tBN A

E

aa t RNA [Dl aa t BNAI \ o i' --f> p ro te I na

Figura Na 2.-

En 1a f igura 2) D rePresenta el" co!
plejo binario Tu ' GTP y Dt e1 complejo binario
Tu GTP. E representa e1 comPlejo IRibosoma: nrRi'JA:

peptidil t RNA] E1 Paso de E a fr simboliza 1a

:D
\>
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elongaci6n de1 peptidil tRNA en un aminoácido, prg
ceso que se repite cfclicamente, hasta que e1 com-
plejo de tipo rrfrt encuentra en e1 m RNA una seña1
de terminaci6n y de la traducci6n2 ya sea ásta na-
tural o anormal. En este momento, actúan las flun-
ciones de terminaci6n (simbol izadas con Ia letra F

en 1a figura 2) 1 i berando eI páptido del peptidi 1

t BNA .

En la figura 2 es posible considerar
1a biosfntesis proteica como una secuencia de reac
ci ones que ut i 1 i za ami noaci I tRNA como pr incipal
sustrato, y cuyos productos netos son proteína y

IBNA deacilado. La maquinaria biosint6tica no cum-

p 1e una labor esencialmente d i ferente de la de las
enzimas y cofactores de una vía metabdlica corrien-
te.

Aunque eI aminoácido es 1a única parte
de1 aminoacil t RNA que se incorpora en 1as protej
nas, 1a informaci6n que permite que 6ste se ubique
frente a su triplete caracterlstico resiCe en 1a

porci6n t BNA de 1a mo1ácu1a. La tinica reacci6n de

1a bi osfntesi s de protefnas en que 1a naturaleza
de 1a cadena lateral aminoacfdi ca ti ene importan-
cia es 1a de formaci6n del aminoacil-t-RNA mismo.

Esta reacci6n, que asegura 1a especificidacj del
proceso total; produce un sustrato, eI ami noaci 1-

t RNA, en e1 cual 1a naturaleza de 1a cadena 1ate-
ral de1 aminoácido no panticipa en 1a especifici-
dad de los pasos siguientes, como se desprende de

1a ef ici encia con que so incorporan en pt'otelna
aminoácidos unidos a un t RNjA no hom61ogo. (3 t415,
6 ¡7) '

El problema de obtener mutantes afec-
tados en 1os elementos D y E de 1a vfa, o en even

tuales elementos r€gulatorios, se reduce a deii-
n i r cond ici ones de crecimi ento en que se necesi te



tr

mayor o menor cantidad deI producio final de la
vfa, o sea, protefna. En estas condiciones se
podrlan seleccionar variantes que hayanl respec-
tivamente, mejorado o disminuldo 1a eficiencia
con que algunos de los elementos de Ia vla in-
teract,ia con t RNA. La clave de Ia soluci 6n de

este problema 1a dan 1os tt"upresoresrr de muta-
ciones de terminaci6n.

3.- Supresorqs de muta,ciones de terminaci6n v

concepto de rrsituaci6n supresionalrr.-

En gen6tica se l1ama corrientemen-
tettsupfesoratta una mutaci6n que restaura to-
ta1 o parcialmente Ia actividad de un gen ya i-
nactivado por una mutaci6n previá, y que apare-
ce en un s i ti o d i st i nto de 6sta. Los supresores
de mutaciones de terminaci6n, o más simplemente
ttsupresorestr, son un caso particular de este ti-
po general de mutaci ones. A cont inuación expl i-
car6 1os rasgos generales de su mecanismo de ac-
ci6n.

EI c6d igo gen6tico contiene tres tri-
p1etes llamados rtsin sentidotr¡ los cuales no co-
difican aminoácidos alguno. Estos son UAG, UAA

y UGA, denominados corrientemente trámbartr, rtocretr

y tt6palo'r respectivamente, Cuando un triplete
codiflicado¡' se transforrna, por mutaci6n, en uno

sin sentido, e1 mensajero deI gen mutado se tra-
duce s61o hasta e1 triplete sin sentido, pues 1a

maqu inaria b iosint6tica encargada de 1a traduc-
ci6n carece normalmente de t BI\iA complementario
a dichos tripletes. La consecuencia es 1a forma-
ci6n de un páptido rnas corto que eI normalmeni.e

sintetizado por eI goD: y por e11o, generalmen-
te no funcional. Por esta causa, ias rnutaciones
a tr ip ietes trs i n sent i do" se l larnan tamb i én rrmu-

taciones de terminaci 6nr'.
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La reversi6n fenotfpica* de estas muta-
ciones puede deberse a una segunda mutaci6n en eI
gen or i gi nalmente mutado, o ben un gen d i st i nto.
Las mutaciones de este úttimo tipo se llaman rlss-

presorastr y t i enen generalmente, co.mo mecan i smo

de acci6n2 1a transformaci6n de1 anticod6n de un

t RNA en otro que es complementario aI triplete
ttsin senti do'r. La exi stencia de este t BNA mod i-
ficado permite 1a sfntesis de un p6ptido de Ion-
gitud normal y 1a restauraci6n total o parcial de

1a actividad deI producto g6nico,

El grado de Ia restauraci6n de esta ac-
tividad, parece depender de los siguientes facto-

a) E1 tipo de aminoácido que cargue eI t BNA su-
presor. La actividad especffica de 1a protefna
corregi da por eI t BNA supresor debe deponder de

1a adecuaci6n de1 aminoácido introducido a 1os

requérimientos estructurales y funcionales de 1a

p rote fna.

b) Actividad y especificidad de Aminoacil-t RNA

ligasa. E1 antico6n cambiado deI t RNA suPresor
puede modificar 1a especificidad de 1a acci6n de

las l igasas sobi'e 6ste. (4, ver nota). Por otra
parter las mutaciones que modifiquen 1a esPecifi-
cidad y actividad de Ia ligasa hom6loga al IRNA

supresor pueden alterar 1a disponibilidad de 1a

forma aminoacilada de éste Para La sfntesis Pro-
teica,

toda p rop i edad del or-
es observable en con-
definidas. E1 Concep-

penotipotr se refiere
áeI lotus g6n ico res-
En general, un rnismo

eterminado Éo. más de

Se llamartfenotipotr a
gan i smo en estud i o que
dici ones operacionales
to comp l emen tar i o de rr

a 1as caracterfsticas
ponsable deI fenotipo.
fenotipo puede estar d

un genotipo distinto.

*l
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c) Ei nivel celular de t RNA supF€sot e La mayorfa
de 1os suprEsores conoci dos son mutantes de espe-
cies de t RNA que se presentan normalmente en ba-
ja cantidad (relativamente a 1a actividad total
aceptora deI aminoácido correspondient"). Por er
11o, el nivel de t BNA supresor parece ser en a]
gunos casos un factor limitante en e1 nivel de

protelna corregi da producida por s1 gen mutante
(6) /

d) Influencia deI ribosoma en 1a actividad in-
trfnseca de1 anticod6n del t RNA supresor. Po-
siblemente existen mecanismos por medio de los
cuales 1a maqu inaria biosintetizante de protef-
nas puede sdi scriminar entre IRNA cuya única di-
ferencia es una base de1 anticod6n. Por ejemplo,
e1 cambio del anticoddn de UAG ("upresor de "ám-
barrr) aI ant i cod6n de UAA ( supresor de tto"¡"tt)
d i smi nuye drást i camente 1a act i v i dad de supre-
si6n del t BNA (Br9) esta t6sis). Por otra par-
tu: eI hallazgo de que e1 t RNA supresor de UGA

está mutado en un sit.io fuera de 1a regi6n del
anticoddn (tOrit) es una buena evidencia de que

1a dei,erminaci6n de parte de 1a especificidad
de1 apareo entre coddn y anticoddn depende de

factores ajencs a 1as reglas de 1l/atson y Crick.
Estos factores son probablemente ri bosomales (tZ¡

e) Contexto de i mensaj e genÉt i co. Parece ex i s-
tir un efecto delfrentornotrde1 triple¿.e cie

terminaci6n en 1a ef iciencia con que t Rt,lAs

deterrilinados corrigen estas mutaciones (t:).

f) Factores celulares relaci onados con 1a su-
presi6n. Se han descrito eflectos en 1a eficien-
cia con que act'jan algunos supresores, produci-
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-dos por mutaciones en elementos deI ribosoma
(t+, L5r 16l 17) o en otros no especificados
(t8¡ esta tási s), Los elementos celulares que

tienen potencialmente 1a capacidad de modi fi-
car Ia actividad de 1os t BNA supresores inclu
yen: además de los ri bosomales¡ e1 factor Tu

y los factores de termi naci 6n. Pos i blemente en

eI mecan i smo de supresi 6n por t RNA exi ste una

competencia, a n i vel deI triplete de termina-
ci6n, entre e1 t RNA supresor y e1 mecanismo

normal de terminaci6n,

Por 1as anteriores consideraciones¡
e1 crecimiento de una c6luIa en condiciones que

se requiera supresi6n de una mutaci6n de termi-
naci6n dependerál eh cada caso particular con-
siderado, de 1a naturaleza de Ias dos mutacio-
nes en juegor la mutaci6n supresible y 1a suprS
sota.¡ Asf, una mutaci6n de terminaci6n que es

bien suprimida aI estar en presencia de un su-
presor adecuado, puede ser ma1 suprimida (o no

suprimida del todo) a1 ser colocada lrente,a un

supresor no adecuado (6 1 L9 ¡ esta t6sis), fste
tittimo a su vez) puede mostrarse como un supre-
sor eficiente frente a una nueva mutaci6n de

terminaci6n, Por otra parte, 1a interacci6n d.s
cri ta puede ser modulada por factores celulares
que i nci dan en 1a supres i 6n, La i nteracc i 6n

del trío de factores trmutaci6n supresi ble-supre-
sor-factor-celulartr determinan? en eI organ ismo

considerado, una situaci6n rjnica para cada elec
ci6n de éste. fn 1o sucesivo me referiré a esta
situaci6n como trsituaci6n supresionalrr. 0pera-
cionalmente es posible distinguir tres situacio
nes supresionales. Una rrbuena situaci6n supre-
sionaltr caracter izada por un buen crecinriento
de1 o!-ganismo en conciiciones que requieran su-
presi6n; una trmala si tuaci6n supresionalrr, ca-



o

-racterizada por ausencia de crecimiento en es-
tas condiciones, y flinalmente una o varias si-
tuaciones intermedias. La discriminaci6n entre
diferentes situaciones supresionales puede ser
ampliada, como se v"rá en 1a secci6n 5.

4.- Utiliz.aci.6n--de1,concepto de ttsituaci6n supresio-
naltt.en 1a búsqueda d.e.mutantes afect,ados en 1a

sÍntesi s de P rote fnas.-

Como hemos visto en Ia secci 6n 21 eI
problema de encontrar mutantes en 1a vfa de sfn-
tesis de protelnas queda'reducido a definir con-
diciones de crecimiento celular en gue se necesi
te más o menos cantidad de alguna proteÍna, Esto
se puede lograr escogiendo una protefna cuyo gen

est6 afectado por una mutaci6n de terminaci6n hy

regulando su supresi 6n escogi endo supresores ade

cuados. En otras palabras, man ipulando adecuada-
mente los f actores Itt BNA supresorrr, y ttmutaci 6n

supresiblerr que determinan 1a situaci6n supresio
na1, debe ser posible determinar una mala (o bue-
na) si tuaci6n supresional en e1 organismo consi-
derado. De ahí debe ser posible derivar situacio
nes supresi onales mejorada. (o maias) a trav6s
de nuevas mutaci ones en Ios factores rrt RiiA su-
presoFtt, ttmutaci6n supresi bletr u 1os "factores
celularesrr (no considerados en 1a determinaci6n
de 1a situaci6n supresional original), Por su-
puesto, te6ricamente es posible escoger cualquier
combinaci6n posible de1 trío en 1a manipulaci6n
que conducirá a 1a determinaci6n de 1a si'i.uaci6n
supresi onal que servi rá de part i da a1 proced i-
miento selectivo.

S i n embargo ¡ eI enfoque anter i or obI i-
ga a inclu ir dentro de Ios blancos mutacicnales
posibles deI sistema de selecci6n a 1os elernentos
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Gen IRNA

de 1a vfa de síntesis deI t RNIA supresor usando
para definir 1a situaci6n supresional asf, eI
blanco total del procedimiento de selecci6n ex-
puesto es 1a vía que va desde la transcripci6n
deI tRNA hasta su utilizaci6n (Fig. 3), incluyeg
do eI gen que produce eI t BNA.

ABCD
---4 IBNA ---+ IRNA ----> aa t RNA 

-P
Precursor r\r

D E +JBNA F

Fig. 3.-

En Ia Fig. 5) A, B y C representan,
respectivamente los pasos de transcripci6nl madg

raci6n y aminoacilaci6n deI t RNA. Los elementos
D, Dt: rrEtr y F ya se def inieron en 1a secci6n 2.

En esta tesis se exploraron 1as dos a!
ternativas posibles en e1 procedimiento de selec
ci6n ya expuesto. La selecci6n por mejoramiento
de situaci6n supresional, que será discutida en

eI Capítulo I l, se efectu6 Uuscando revertantes
protatrofos en una cepa con una mutaci6n auxo-
r 2a.trófica suprimible, y un maI supresor de dicha
mutaci6n. La selecci6n por decrernento de situa-
ci6n supresional, que se di scutirá en e1 Cap ítg
1o I I t, consisti6 en buscar variantes celulares
que restringieran eI desarrollo de un lago con

mutaciones supresiblesz a partir de una céluIa
con un buen supresor de las mutaciones de dicho
faoo.

¿Qu6 tipos de mutaciones podenos espe
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-rar aislar usando estos procedimientos de selec
ci6n? Principalmente mutantes en a) elementos rg
gulatorios y estructurales de1 gen de tRNA (eta-
pa n); B) en las funciones determinantes de 1a

especificidad de reconocimiento de tRNA de los g
lementos BrCrDrE y F. c) en las funciones dete¡
minantos de 1as características cin6ticas de in-

. teracci6n con tRNA de 1os eleméntos BrCrDrE y F'

5.- General i dades del si stema experim-e¡tqI 
-U-sB-do,-

A) tBNA Supresor.- Como tRNA supresor se us6 e1

ale1o sup. F del gen s!-pl, Ilamado corrien-
temente Su* I ll, Su+ 3 o sup. 3. Este corres
ponde a 1a especie isoaceptora menor deI tRNA

tyr¡ el tBNA tyr I con una mutaci6n en eI an-
ticod6n que Io hace complementario a1 triple-
te UAG (ZO¡. Las razones que justifican esta
elocci6n residen en eI amplio estudio gen6tj
co y bioqufmico de que ha sido objeto esta
regi6n genética cuyos principales resultados
describirá a continuaci6n,

La regi6n qup F, contiene dos copias
funcionales y aparentemente id6nticas deI gen

que codifica 1a estructura madura de1 tRNA

tyr l. (6220). Este gen se transcribe en for-
ma de un RNA precursor (21) probablemente co-
m'jn a los dos gene s (ZZ). El alelo de sup f-
usado a 1o largo de1 trabajo (23), tiene 1a

mutaci 6n que dá e1 carácter supresor en eI
anticoddn del primero de los genes repeti dos

de1 tBNA tyr I ? contando en e1 sent i cjo de 1a

transcripci6n (ZZrZ+1, La unidad transcripcig
naI definida por eI precursos cornún a Los dos

genes de t RNA posee probablemente por 1o me-

nos tres puntos de iniciaci6n de transcripci6n
(z¡).
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- i' rEn eil sistema sg!.-.f se han aislado
numerosas mutaciones que afectan 1a ac-
tividad de este tBNA. Mencionar6 especia!
mente las mutaciones A 1.5 y L-3.!. (Ze ,
f ig. 4:l t-a nomenclatura para 1as mutacio-
nés de t BNA indica Ia base que está cam-

biada en eI mutante, y 1a posici6n donde

ha ocurrido eI cambio2 contando desde eL

extremo 5t de 1a secuencia de1 t RNA madu

ro) o Estas afectan respectivamente, las e

tapas subsecuentes a 1a uni6n con e1 ribo
soma, y 1a Km. por 1a Tirosil- tBNA liga-
ser Además, se han estudiado sistemática-
mente las mutaciones relacionadas con 1a

especificidad y e1 sitio de reconocimiento
de las i am i noac i 1-tRNA I i gasas ( 4 t5 ¡6 ¡
7 125t27), todas ubicadas en el brazo acep-

tor deI tRNA (fig. 4). También se han ais-
lado mutantes en eI anticod6n de1 tRNA tyr:
que 1o hacen supresor deI codon UAA (28¡
esta t6si s) . Las mutaci ones anter iormente
descr i tas han s i do ai iladas ap 1 i cando con-

ceptos selectivos básicamente idánticos a

los planteados en las socciones anteriores.
Sin embargo, las técnicas analfticas usadas

estaban diseñadas en general, de modo de Cg

tectar solamente los mutantes en eI tRNA.

r -l .b¡- lecnlcS.so-
.1 ffit." de supresi6n:

Como ya se señal6 a1 final de la sec-

ci6n 31 en cada combinaci6n de los tres eIe-
mentos que determinan 1a situaci6n suPresio-
nal (supresor, mutaci6n, suPresible y lacto-
res celulares) s61o es posible distinguir tres
grados de 1a situaci6n supresional: buena; ma-

Ia e intermedia. E1 rango de discriminaci6n
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puede ser ampl iado inspeccionando el efecto
de cada pareja ttfactores celulares-supresorrl
en d i st i ntas mutaci ones supres i bles. E1 es-
pectro de si tuaci ones supresionales resul-
tante caracterizará en forma única cada pa-
reja ttfactores celulares-supresorrt si las mu

taciones supresibles son adecuadas¡ y se prue
ba un n,jmero grande de eI las. Una f orma fáci 1

de hacer esto es examinar eI crecimiento de

distintos mutantes de terminaci6n en fagos sg

bre 1a cepa probada. Esta t6cnica, conocida
usualmente como ttuupectro de supr€si6ntr, per-
mite distinguir inequlvocamente entre los dis
tintos tRNA supresores, muchos de los mutan-
tes de un mi smo supresor y nuevos supresores
(6: 19r 29 y 30 , esta t6sis), Las tablas I
y 2 presentan respectivamente los espectros
de supresi6n de mutantes UAG de1 fago lambda
por algunos de los supresores conocidos de

UAG y UAA, y las caracterlsticas principales
de 6stos. La Tabla 1 nos muestra que e1 pa-
tr6n de crecimiento de fagos es rjnico para
cada cepa supresora considerada. Este patr6n
único puede ser correlacionado con latrefi-
ciencia de supresi 6nrt de1 supresor. Este pa-
rámetro se def i ne operaci onalmente como eI
cuociente entre 1a producci6n (dependiente
de supresor) de cadenas polipéptidicas en

un gen con una mutaci6n de terminaci6n, y

taI producci 6n med i cia en eI gen no mutante-

Asll los mutantes de lambda 2032 7 y

8 permi ten ordenar a 1os supresores en Cos

grupos, al crecer en 1os supresores de UAG

sup D, s,up E, sup F y Su+ 6 (de ef iciencias
de supresi6n entre 20 y 5O%) t y no crecer sn

los supresores cle UAA y UAG pup §: sup G
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sup .8. (d" ef i ci encias de supresi 6n entre 1

y 5%). Los mutantes de lambda 207 ) 2L3 y
5 crecen en todos 1os supresores de 1as Ta-
blas 1 y 2, (excepto 5 en sup G) hecho que

permite considerar a estos mutantes como un

buen cri teFio operacional de 1a presencia de

supresores en una cepa. Ei crecimiento de los
mutantes 3, 227, 57¡ 221) 43 y 216 puede ser
correlacionado con eI aminoácido introducido
por el supresor. Aslr los mutantes 57 y 227

parecen crecer casi únicamente en supresores
que introducen tirosina. (La excepci6n es an

227 ) que puede ser corregido tambi6n por Su+ 61

que introduce leucina. E1 caso de sup V se

di scuti rá más adelante). Los mutantes 43, 216)
22L y 3 parecen ser corregidos principalmenie
por supresores que introducen glutamina, es

deci rl si¡.pj: sug V y sup .8. (Las excepci ones

son gg[, el cual no corrige a 43 probable-
mente por 1a baja efi ci encia de supresi 6n que

parece i nherente a

sup D, que corrige
1os sup resores de {rAA, y
bien a 3),

E1 tipo de correlaciones indicado ha

demostrado ser de gran valor predi ctivo en e1

establecimiento de1 aminoácido introducido por
1os mutantes de sup F de ttcarga equivo"adat (6,
24). Sin embargo, estas correlaciones deben es

tablecerso con cautela, debido a1 insuficiente
conocimiento de 1os factores que determinan
1a situaci6n supresional. Por ejemplol es di-
fíci 1 correlaci onar 1a capaci dad de sup V de

corregir a 227 y 57 con 1a propiedad de és'ie
de cargar glutamina. Sin embatgor debo hacer
notar que gp_[ es un supresor fundamentalmen-
te distinto a los otros presentados en las ta-
blas I y 2.
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En primer lugar ¡ pFovi ene de Ia mutaci6n en e1 an-
ticod6n de una especie isoaceptora mayor de tRt!A,
1o cual 1o hace fisiol6gicamente di ferente a los
otros supresores de las tablas i y 2 (35)2 que sg

guramente provienen de especies isoacegtor¡Él meno-

res de tRNA. En segundo l ugar, e1 aleilo no mutan-
Ite de :up Vj es un tRNA que car.ga triptofano (+ 

1

ver frnote added in proo¡'r)i y \ 1a mutaci6n que 1a

da el carácter supresor influye tambi6n en su es-
pecifióidád de carga¡ haci6ndolo cargar glutamina.
Así 3 pos i blemente su capaci dad de corregi r a los
mutantes 227 y 57 de tambda, podría atribuírse a

1a capacidad del tRNA sup V': de cargar 2 err6nea-
mente, tambi6n algo de tirosina.

b) Contraselección v selecci6n de supresores.
La mayor parte de la evidencia bio-

quími ca y gen6t ica exi stente acerca de 1a regi6n
sup F proviene del estudio de derivados deI fago

Phi B0 que llevan esta regi6n gen6tica en su crg
mosoma (20t 31)) . A 1o largo de esta tesis se hi-
zo uso de uno de estos fagos transductores (at ¡ eL

cual posee, además de 1a regi6n suP F, todos los
genes necesar ios para su crecimi ento vegetat i vo y

establecimi ento de 1 i sogen ial Por 1o cual es Par-
t icularmente adecuado para e1 trabajo gen6t ico. E§

te fago tiene eI inconveniente de llevar 1a regi6n-
suL F entre dos zonas hom6logas de1 cromosoma iá-
gico¡ hecho que puede dar lugar a fen6menos que

compl ican 1a interpretaci6n de resul.tadcs. Por e-
jemplo2 La selección pcr mejoramiento de si'.uaci6n
supres ional en I is6genos Para estos flagos puecle

dar origen a derivados en que Ia regi6n suP F se

dupl ica o tripl ica (".rp1 ificaci6n")r Por recon-

bi naci6n entre 1as regiones hom6logas que codean

1a regi6n bacter iana del fago. (6r Y ver recombi-
nante A en fligura 5).
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lgualmente, 1a selección por disminución de

s i tuac i ón supres i onal puede dar or i gen a fagos
que han perdido 1a región sup F (debiao al e-
vento recíproco de recombi naci6n seña1ado con

B en 1a f igura 5 y 1a producci6n de Ia estruc-
tura C en 1a f igura 6). Este tipo de comporta-
mi ento es caracterlst ico de Las dupl icaciones,
y de hecho¡ parece afectar tambi6n en forma a-
ná1oga e1 comportamiento de 1a regi6n sup F en

e1 cromosoma bacter i ano, flrente a1 t i po de se-
lecci6n indicado. Como ya se ha visto:1a re-
gión sup F normal ti ene dos copias del gen es-
tructural del t BNATyT l. (20r31). Los fenó-
menos recíprocos de excisi6n y amplificaci6n
recomb i naci onal son cerca de 100 veces más fre-
cuentes en 1 i sógenos para e1 f ago transduc'icr
que en la bacter i a deb i do probabl emente aI ma-

yor tamaño de 1a región de homoiog'ia exisi-ente
en e1 fago, Las propiedades anteriormente des-
cr i tas de'oerán ser ten i das en cuenta permanen-
temente en 1a construcción1 análisis e interprg
taci6n de 1os sistemas selectivos.
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CAPITULO I I

RESULTADOS

SELECC ION POB t\JlE.JORA[/1 I ENTO DE S ITUAC ION SUPRES IONAL

i.- Construcci6n de cepas en baia situaclon supre-
-sionaI.-

La estrateg ia adoptada en este proble
ma fue:

a) escoger una combi nación de mutaciones
que determinaran una buena situaci6n supresional y

t b) r.nodif icar e1 tRNA supresor de UAG usado

a trav6s de su 'transf ormaci ón en un supresor de UAA

de modo de obtener 1a mala situaci6'n suPresional
que servi ría de punto de partida al procedimiento
de selecci6n. Esta estrategia garantiza que e1 si§
tema usado tiene la posibilidad de mejorar su si-
tuación supresional.

Con este finz se mutageniz6 con N, l'lt

metil nitroso guanidina aI fago Phi B0 p sup.F;UAG 2

(St¡ y sus derivados sup F - UBO ¡ sup F- G 82 y
sup F - AI ¡ U8i (6). Con 1os cult ivos mutagenizados

se i nlectó a SC 180 ( ta cual posee una mutaci 6n

iac UAA, e s deci r una rnu'r-ación de termi naci6n UAA

en 1a enzima B-grlactosidasa): & rlrultipliciciad de

infección menor que 0.1 fagos por bacteria (con el
f i n de ev i tar 1as compl i caci ones que surgi rían de

1a formación de I isógenos múltiples). Se seleccio-
naron derivados lac* entre 1as cá1u1as inflectadas,
y en estos, despu6s de purif icados2 se indujo el fa
go 1 i sog6n i co. Los 1 i sados resul tantes se usaron

para reinflectar a baja rnultiplicidad a SC i80) nue-

vamente seleccionando los 1 isógenos 8".*o En esios,
despu6s de puri f i cados I se determ i n6 el espectro de

supresión. En forrna anáIoga se inflectó a SC 175 (=o-
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-leccionando por 1a corrección de su mutación
tvr U.AA )y a SC 200 (seleccionando por 1a su-
presión de su mutación arg E 21 UAG)o En SC 20

se ensay6 ta capacidad de 1os supresores l1eva
dos en e1 lago para corregi r su mutación len UAG.

En SC 1BO se ensay6 1a corrección de arq E21 UAG.

La Tabla 3 re=fr" los resultados obtenidos.

Los datos presentados en 1a Tabl a 2t
muestran que 1a vers i6n supresora de UAA de sup F

es indistinguible de sup C, también un supresor
de UAA que carga t i ros i na. El supresor de UAA de

r i vado de sup F - G-,.92 ( eI que carga gl utam i na
rfin vivorr2 6) só1o puede distinguirse de sup B

(qr. tambián carga glutamina) en base a 1a co-
rrecci6n de 1a mutación bacteriana len UAG, En

los cuatro casos estudiados2 e1 supresor de UAA

obtenido se caracteriza por ser incapaz de corrg
qir 1as mutaciones 7 y B de lambda, hecho que )

como se vi6 en 1a secci6n 6a de1 Capítu1o l, está
correlacionado con una baja efliciencia de supre-
s ión. Además¡ el patrón de crecimi ento de 1os o-
tros mutan'tes de f ago está tamb i 6n al terado de

forma cons i stente con 1a i dea de que los supreso-
res de UAA derivados son menos eflicientes que sus

equivalenies de UAG, La drástica ciismínuci6n de

la eficiencia de supresión aI transformar el. anti-
codón de UAG en e1 anticodón de UAA parese ser una

caracter í st i ca general de este proceso (B l9).

Los sup resc res de UAA der i vaCos de

sup F y sus mutan'ie s seguramente surgen Por can: io

de 1a base C 35 (qr" da e1 carácter de suPresor cje

UAG aI tRI'{ATyr l) a U. Es'.e cambio clebe te6ricanen
te dar un supresor de UAA y UAG* 1 y ha sido de-

* En esta secci6n¡ y en 1as =iguientesr llanare-
ncs t'supresor dc Li AG" a aT'-lél que suPl-,i 

';' 
e s¡la-

men'i" .i ccdón UAG, y "=riPl-"scl' Cz UA4": :q:il
cue suprii-¡e 1os codones UAA y UAG.
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-mostrado d i rectamente en un caso totalmente anáIogo
aI aquí presentado (28).

Por consiguiente2 se atribuirá a dicho
genot i po 1a act i vi dad de supresor de UAA presentada
por los mutantes anteriormente discutidos. En los
tres mutantes que se estud i aron en ese sent i do, 1 a

actividad supresora de UAA puede ser atribuída a un

único evento mutacional¡ en consideraci6n a los cr.i
terios siguientes: a) La frecuencia de aparici6n
espontánea (sin mutagenizar) de fagos con supreso-
res fenotÍpicamentel id6nticos a sup F - U35¡ sup F

-U 80, U35 y sup F - G 82¡ U 35 es cercana a 10-8

&upresores de UAA por flago supresor de UAG.

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

pueden revertir con elevada frecuencia a supresores
de UAG indistinguibles deI originalr lo que puede

demostrarse usando proced imi entos select i vos adecua

dos¡ como se verá en las secciones siguientes.

2. Seiecci6n por meioramiento de situación supre-
-s ional en los fagos transductores de supresor
de UAA.-

Las tres primeras f iias de 1a TabIa 4

muestran que los lagos transductores de supresores
de UAA se mult ipI ican mal en c61u1as sin supresor.
Este hecho sugi ere que 1a mutaci6n UAG 2 de1 fago ¡

y eI supresor de UAA determi nan conjuntamente una

mala situaci6n supresional.

E1 anál isis de 1a tabla 3 muestra que

las mutaciones 1eu UAG y sup Fr U80r U35 delinen
tambián una mala situaci6n suPresional¡ si se uti-
I iza 1a pr imera de ástas como punto de part i da para

seleccionar derivados con una situación suPresional
mejorada, una i nteresante si tuaci6n en que 1a pre-
sión selectiva se ejerce só1o sobre e1 gen de tRilA
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supresor. TaI procedimiento selectivo podría permi-
ti r e1 aislamiento de mutantes del promotor de1 gen:
o supresores fuertes der ivados de1 alelo no mutante
de sup, F presente en 1a región bacteriana de estos
fagos. La presente secci6n muestra 1os esfuerzos rea
lizados para obtener este tipo de mutantes por me-
d io de proced imi entos select ivos que empl ean como

base las prop i edades supres ionales de Ia mutaci6n
UAG 2 de1 fago por 1os supresores de UAA, ya sea ex
cI us i vamente o comb i nadas co n 1as prop i edades de

l en UAG.

A.- Util ización de 1a situaci6n supresional de 1a

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

ocre capaces de formar placa en eI hu6sped no suprg
sor SC 180 (nueve flormadores de placa provenientes
de1 mismo 1 isado) r.cuperan 1a capacidad de transdu-
ci r un supresor fuerte. Este es i nd i st i ngu i bler por
espectro de supresión2 deI sup F originalmente pre-
sente en e1 lago. Sin embargo, algunos de estos ia-
gos flo rmado res de p1 aca no pud i eron ser separados de

1os transductantes de un supresor de UAA, por 1os

procedimientos de purificación detallados en Itm6to-

dosfr, Se estudi6 1a posibilidad de que eI nuevo su-
presor s,up F se hubiera derivado en eI gen no mutan-
te de t BNA tyr I presente en 1a regi6n transducida
por e1 fago (6¡ 22). Para e11o, se elimin6 eL supre-
sor de UAA seleccionando derivados que hubieran pe!
d i do." p1 carácter Lac +, a part i r de uno de esios

".. -..,
tranductantes obtenido en SC 180, escogiendo las cg

lonias blancas (Lac-) qre aparecen en placas de El,lB

lactosB.r Estas surgen con una frecuencia de tO-2t
que parece ser caracter íst icas de este tipo Ce situa
ción selectiva, La frecuente p6rdida de1 supresor en

1os derivados de Phi 80 p sup Fr UAG 2 se ha atribúí
do (6, 31) a 1a eI iminaci6n2 por recombinaci6n¡ cje

1a región bacter iana 1 Ievada Por estos fagos¡ debida
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posiblemente¡ a la pos ici6n de esta regi6n entre
zonas de homología de1 cromosoma flágico. Por elIo,
si el supresor de UAA tanto como e1 sup, F deriva-
do se encontrarán en 1a misma regi6n bacteriana
de un m i smo fago ¡ ambos deb i eran desaparecer con-
certadamente en los derivados Lac- obtenidos de

1a forma descrita. Este no fue e1 caso, pues 616

de las colonias Lac- probadas mantienen un supre-
sor, de acuerdo con el fenot i po Arg + que presen-
taron. La dificultad mencionada de separaci6n de

los derivados formadores de placa y 1os supreso-
res de UAA no han sido expl icadas.

B.- Uso de 1a mala situaci6n supresional de sup F-

U80 ? U35 co n U4L -2 y 1e r¡i UAG,

Debido a 1as observaciones anterio-
res, se modific6 la t6cnica de selecci6n de modo

que 1a buena separaci6n de Ios flagos formadores
de placa fluera innecesar ia. Para e1 1o se us6 co-
mo punto de partida e1 mutante Phi B0 p sup F- UBO1

u35 UAG 2. En este fago es te6ricamente posible
disti ngui r2 por espectro de supresi6n¡ los diferen-
tes genot i pos capaces de dar e1 carácter lo rmado r

de pIaca, como se verá a continuaci6n. Para ei imi-
nar del análisis a 1os formadores de placa debidos
a 1a revers i6n de UAG 2 (qru deben maniener el
carácter sup F - U 80, U 35)." aprovech6 Ia Pro-
piedad de 1e{¡ UAG de no ser corregido Por suo F -
u 80, u 35,

Se exami naron por i nducci6n en p1'aca

( ver "m6todosfr) 99 i i s6genos de SC 180 Para lagos
formadores de placa der ivados de un mismo I isado

de Phi 80 p sup F - UBOr U35. La aPlicaci6n de es-

te procedimiento permiti6 aislar 44 lisógenos de 1a

cepa SC 175 (1eu UAG) caPaces de crecer en medio

mlnimo en ausencia de Ieucina' De estos, 16 son de
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rápido crecimiento en estas condiciones, y por es-
pectro de supresi6n son indistinguibles del sup F-UBO¡

or iginal. Estos corresponden seguramente a rever-
tantes de1 anticod6n UAA (Ze¡ a1 anticodón UAG. Los

28 lisógenos restantes crecen lentamente en medi

sin leucina¡ y tienen un espectro de supresi6n si-
mi Iar a1 de sup F-,U80, U35, eXcepto por e1 creci-
miento del mutante UAG 7, Este fenotipo: d.nomina-
do W en la TABLA 4t no ha sido ulteriormente estu
diado y se tatribuye, tentativamente a 1a lormaci6n
de un lis6geno múitiple de Phi B0 p sup F U80, U35

o a dupl icaci6n de 1a región bacteriana del fago
I isog6nizante. Este úttimo fqr6meno ocurre frecuen
temente (6) en este tipo de selecci6n. Los argumen

tos para esta supos ici6n son los siguientes:

a) Los I i sados obteni dos por i nducci6n de 1 is6genos
dei fenotipo W no suprimen 1a mutaci6n 1eu UAG

de SC 175 al ser i nfectada esta cepa a muI t i p1 i ci-
dades bajas (meno res que 10 fagos po r bacter i a).

b) EI supresor transducido a bajas multipl icidades
de i nfecci6n a SC 180 y SC 176 es i nd i st i ngu ibl e

de sup F - U8O, U35 por espectro de supresión. El

carácter de formador de placa de los fagos induci-
dos de 1os l is6genos deL fenotipo l,¡i ; (úttima fiia
de Tabla 4) se debe: probablemente, a 1a revers i6n
de 1a mutaci6n UAG 2. Ninguno de 1os 44 iisdgenos
Leu',+ obtenidos tiene el espectro de suPresión
(sup F + sup F U80, U35); ver Tabla 10) esPerado

para 1a presencia de un fago 1 isogenizante de 1a

estructura Phi B0 p sup F, sup F-UBO: U35i UAG ?

teór i camente der i vable por mutaci6n de1 ant icod6n

de 1a especie silvestre de t RNA Tyr I Presente en

Ios fagos originales (6, 22).

La mala situaci6n supresional delini-
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-da por las parejas de mutaciones I UAG 2 + sup F -
U 35 y d"r i vados] en los fagos descr i tos t iene po-

ca utilidad técnica por las razones siguientes:

a) Las dilicultades de purificaci6n de ios mutan-
tes derivados de estos fagos¡ ya seña1ada.

b) Los arteflactos der ivados de 1a I i sogenizaci6n
múttiple y/o dupl icaci6n del gen supresor t ya

señalados o

c) La i nestabi 1 i daci de 1a regi6n supresora de es-
tos fagos2 en condiciones de crecimi ento que

dan buena supresi6n de UAG 2. Esta inestabilidad
impide 1a obtenci6n de 1 isados vegetativos con un

buen tÍtulo de transductantes. Sin embargo2 1os

fagos supresores de UAA mismos proporcionan¡ corlt-

binados con sus versiones supresoras de UAG, una

herramienta flormidable en 1a clasificaci6n siste-
mát i ca de mu tac i o nes de term i nac i 6 n.

c-
L}

UAG 2)

Como se ha visto en 1a sección ante-
r ior 2 eI supresor sup F -UBO' U35 no es caPaz de

suorimir 1a mutaci6n 1eu am de SC 175.
l-

La selecci6n por mejoramiento de si-
tuación supresional de esta pareja de mutaciones

se realiz6 sobre 1a cepa SC 2OA, I iso96nica Para
Phi B0 p s.rp F - UBO, U35i UAQ 2) elecci6n de es-

ta cepa: gue posee 1a misma mutaci6n leq'UAG que

SC 175) se debe al carácter Hfr H de SC 200) e1

cual flaciiita 1a labor eventual de ubicar en e1

rnapa genático: por r¡edio de cluc€s2 Ios rnutantes

obienidos.

Ia cépa SC 200 (Phi B0 p suP F - UBO. U35;
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La selección de derivados de SC 200

capaces dePhi 80 p sup F - U80' U35: UAG 2)

crecer en medio mínimo en ausencia de leucina
se apl i có tanto a cu 1 t i vos mutagen i zados como

no mutagenizados. Como control de 1a eficien-
cia de mutagenización se examin6 eI factor de

aumento de derivados resistentes a rifampici-
na ( ZO ng/ml) en el cui t i vo mutagen i zado con

respecto a uno no mutagen i zado, Este factor
corrientemente fue superior a 103.

Los fevertantes Leu + que aparecen
dentro de 60 hrs. a 379 se puriflican dos ve-
ces consecut ivas hasta colonias aisladas, en

medio selectivoe y una vez en med.io rico. En

esta etapa: se determi na e1 espectro de suPre

si6n. Los der ivados Leu + obteni dos pueden cla
sificarse en cinco clases bien definidas. (Ta-

bIa Na 5).

Los der i vados de 1a Clase I son i nca

paces de crecer en medio rico¡ ya sea s61ido
o 1íquido. Ya gue los cultivos usados en 1a

sel ecc i ón se real i zan en med io r i co ¡ estos de

r i vados deben generarse durante e1 proced i rn i en

to sel ect i vo. Esta clase no ha s i do estud iada

ulteriormente.

Los derivados de las clases ll, I I l,
y I V se caracterizan Por tener espectros de

supresi6n distintos aI de1 sup F- U80oU35 ori-
I

gi nal. La TabIa 6 muestra estos espectros, con

juntamente con 1os perteneci entes a suPresores

conocidos. Estos se presentan para lavorecer
la comparación2 y se escogi eron Por ser los
más similares a Ios esPectros característicos
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de las clases I I I I I l, y lV entre los supre-
sores examinados a lo largo de esta t6sis.

Fi nalmente¡ los derivados de 1a cIa
se V se caracter izan por tener un espectro
de supresión idéntico a1 del sup F-U80. U35

original. Por ellor se presume que el origen
de esta clase es 1a revers ión de 1a mutación
I eu UAG.

3.- Caracterizaci6n de las clases ll, lll v

I V de protótrofos para l euci na.-

Se investi96 si eI flenot.ipo de 1as

clases I l, I I I y lV es producto de una muta-

ción adicional de1 sup F- U80. U35-. Con este
f in examinaron por inducci6n en placas (ver
métodos) 28 derivados obtenidos por etil eta-
no su1 flanato 2 perteneci entes a estas cl ases.
Todos estos son capaces de transducir a SC

180 un supresor de 1a mutación lac UAA. El

espectro de supresión de los I isógenos así
obtenidos es indisti ngui b1e de1 de sup F-

U80. U35. I\i i nguno de estos es capaz de trans-
ducir a SC 200 un supresor de 1a mutaci6n
lei¡- UAG. Por las razones anter i ores ¡ 1a mu-

tación responsabled de ia corrección de let¡
UAG en las clases, ll, I I l, y I V reside
fuera de suo F - U80' U35,

Se investigó la posibilidad de qu3

eI fenotipo Ieu + de estas clases se debie-
ra a 1a derivación de un tRNA supresor en

algun punto dei coomosoma. Para eIlo se exa*

m i nó 1 a capac i dad de 1 i sados deI fago Pl kc ¡
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crecidos en derivados de estas clases¡ de

transducir e1 carácter 1e,.r.i + a la cepa
SC 238 (Phi 80 p sup F - UB0, U35. UAG ?),
se estudiaron por este criterio ocho de-

r i vados de Ia clase I I ( tres grupos de i n-
dependientes)¡ y uno de las clases lll y lV
( todos obteni dos por et i 1 etano sulfonato).
En ni nguno de los casos e1 carácter Le1r.+

es transducible a Ia cepa indicada (qu" tie
ne 1a mutación leuUñGt, de SC 200) aunque en

los lisados de P1 kc usados se pudo demos-

trar 1a presencia de tranductantes para o-
tros marcadores. (wtás de 106 transductantes
Lac+ por m1 de lisado) medidos en CSH 57 B).
En consecuencia2 e1 carácter Leu + de estos
derivados no puede ser explicado por 1a prg
sencia de una mutaci6n dominante. Un supre-
sor corriente sería transducible con buena

ef iciencia en estas condiciones. La aplica-
ción de técnicas de transducción que permi-
tan la segregaci6n deI carácter Leu* no han

tenido 6xito en mis maños1 debido a Ia fre-
cuencia relativamente alta (fO-S, de rever-
tantes Leu+ espontáneos.

En búsqueda de 1a confirnraci6n deI

resuitado anterior, se examiná por otro cri
ter io: l. presencia de un supresor adicio-
nai en tres derivados obtenidos por etil eta
no sulfonato: pertenecientes a 1as clases
I l, I I I y lV. Para e11oi se vió Ia frecuen-
cia de aparici6n de derivados no suprescres
de estas clases, entre 1os resistentes a1 fa

eo lambda UAG 213 cl. La presencia simultá-
nea de más de un supresor de UAG 213 sería
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detectada por una baja frecuencia de apari-
ci ón de bacter i as no supreso ras entre los
res i stentes a un fago con d i cha mutaci 6n.
Los res i stentes no supresores se d i st i nguen

de los resistentes por otros mecanismos por
conservar 1os primeros su sensibil idad a un

revertante ( UAG 213)+ de1 fago usado en la
selecci6n. Por eI criterio anterior, eI 50%

de los res i stentes proveni entes de las cIa
ses ll y lll son no supresores hecho conf i,r
mado por su fenotipo A:rg-
En camb i o 2 50 der i vados lambda UAG 213: re-
sistentes obtenidos de 1a clase IV mostra-
ron ser tambi6n resistentes al derivado
- .J
( UAG 2I3) ' de este fago. Estos resul tados
muestran que en las cepas de las clases I I

y I I I anal izadas2 e1 úni co supresor de UAG

2I3 es sup F - UBO' U36; y que eI rePre-
sentante de la clase I V tiene más de un su-
presor de UAG 2i3, El supresor adicionaL
de este representante demostró ser no trang
ducible por fago Pt kc. (Ver experimento
precedente) . Este hecho será d i scut i do aI
flinal del capítulo.

Los resi stentes no suPresores de

1as clases ll y lll seguramente surgen por

excisión recombinaiiva de 1a regi6n bacte-
riana deI fago 1 isog6nico, (ver Capítulo I

sección 6 b) r pu6s siguen siendo inmunes a

Phi 80¡ y aparecen a alta frecuencia2 como

se espera de ta1 mecan i smo . EI profago t i e
oe, presumiblemente2 1a estructura Phi 80,

UAG 2.

Se examinó la posibiiidad de que
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en las cepas derivadas de las clases I I y I I I

existi era una mutaci6n capaz de modilicar 1a

expresión de sup F U 80, U 35, Con este propé
sito, se reintrodujo e1 supresor sup F- UgO

ocre en esto s ¡ i nfectando con el fago Ph i B0

p sup F - U80r_ U35: UAG 2 y seleccionando
por el fenotipo Arg+. (L. cepa SC 200 es ars
UAG). EI supresor entra a 1a bacteria proba-
blemente por recombi naci6n de1 cromosoma del
fago i nfectante con el del profago res i dente.
Ei mecanismo de i ntegración normal de1 fago
queda excluído como expl icaci6n de este pro-
ceso, pues esta repr imi do en Ias c6lulas i n-

munes a Ph i 80. Los espectros de supres i6n

resuitantes se presentan en la TabIa 7.

La característica más sobresal ien'te
de1 derivado de 1a clase Il, es su capacidad
de supr imi r algunas mutaciones Uñc I del fa-
go lambda, en ausencia de tRNA supresores cg

nocidos. La no supresión de . itt-U§& 213 e¡c
cluye a todos 1os supresores mostrados en

las tablas L y 2) y a todos 1os mutantes de

sup F examinados por este criterio (6r esta

tes i s). EI espect ro caracter íst i co de 1a cla
se I I se restituye al volver a introduci r

sup F U80 " U35 en este der i vado.

E1 der i vado Proveni ente de Ia clase
I I l, se comporta como no supresor frente a

todas 1as mutaciones de terminaci6n estudia-
das, en ausencia dei suPresor sup F- U80rU35.

Sin embargo, Ia reintroducción de este en e1

der i vado rest i tuye e1 espectro de supres ión

propio de 1a clase lll.
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La propiedad de modificar 1a expre-
si6n de sup F - U 80, U 35¡ rnostrada por las
bacter ias perteneci entes a 1as clases I I y

I I I corresponden a lars esperadas de 1os mutan
tes en 1a vía de síntesis de protefnas2 postu
lados en la i ntroducción. La mutación respon-
sable de estos fenoti pos se denomi nó sex (§
supressor E xpressión)¡ usándose 1as Ietras A

y B para distinguirT respectivamenteT las c1a
ses lly lll.

4.- Caracterización de__s_g_x A L_seL B,-

Con e1 fin de examinar si el efecto
de sex A y sex B se hace extensivo a otros
supresores, se intentó 1a construcción de de-
r i vados sup D2 sup E2 sup C1 su,p G y sup B de

] as cepas seX 1 usando t ransducc i 6n po r PI kc

como m6todo. Además: se intentó 1a introduc-
ción de sup F G 82, U 35 usando eI derivado
de Ph i B0 adecuado. En todos los casos se

seleccionó por 1a corrección de 1a mutación
ar g am.

No fu6 posible obtener der:ivados

sup D Y sqp C de sex A2 ni der ivados sup E

y sup B de sex B7 aún cuando en cada uno de

estos cascs se examinaron cerca de 50 trans-
ductantes Arg+r, usando la recuperaci6n de

la sensibilidad a Iambda tlhG213' cl co:'xo

cr i ter io de enirada del supresor. En pre',' i-
sión de que 1a rnodificaci6n dei supresor in-
troducido debida a sexj impidiera e1 cr3-
cimiento de este lagor eñ cada caso se esia-
bIeci6 e1 especf,i-ro de supresión de por 1c
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menos cuatro transductantes escogi dos al aza(.
Todos presentaron siempre e1 espectro carac-
terístico del sex original (Tabla 7)t corres
pondiendo a receptores de1 alelo arg + de la
cepa donante deI fago transductor generaliza-
do. En cada caso e1 1 i sado de P1 kS ut i I i za-
do demostró tener una cant i dad de fagos trans
ductores (sobre 106 transductantes de supre-
sor por m1.¡ rnedidos en 1a cepa SC 200 por se

lección Arg.+) Este dato sugiere que los der i
vados sup D¡ y sup C- de xex A y 1os derivados
sup E y sup B de seL B no son viables en las
condiciones exper imentales usadas.

Las modificaciones de Ios espectros
de supres i ón provocadas po r sex A y sex 836

en los supresores estudiados de ilustran en

ias tablas B y 9. Las modificaciones introdu-
cidas en 1os supresores de UAG, qup E y sup F

oor parte de sex A scn mínimas (Tabta B), En
-._-:cambio, son especialmente motables 1as modifi

caciones de Ios espectros de 1os supresores
de UAA, sup G y sup B y sup F - UBO' U35. La

característica más sobresaliente en Ios cam-

bi os sufr i dos en 1a expres ión de estos supre

sores reside en La supresión tolal o Parcial
de 1a mutación @. Siendo este

mutante sensible a 1os cambios de efliciencia
de supresión1 y prácticamente insensibles a

1a naturaleza de1 arninoácido cargaCo pol' e1

tRlil A sup'resor¡ e1 resultado anteriormente se.

ñal ado sug i er e qu e -gs¡--A aumenta 1a efl i c i en-

cia de 1os suprescres indicados.

Las mcd i f icaci ones i ntr-oduci das por
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sex B en los espectros de los supresores
sup E y _at¿p__q son imperceptibles. En cam-
bio son notables las modificaciones de los
espectros de sup F (aparece Ia capaci dad
de suprimir UAG 3; UAG 2I6 y UAG ZZI r sup
C ( desaparece 1a capac i dad de supr im i r
UAG 277 ¡ aparece 1a de suprimir UAG 22I) y
sup F - G 82. U 35 (aumenta notablemente la
supresión de UAG 3: aparece Ia ca,p.19id ad

--1
I

Cabe preguntarse s i 1as. caracter ís
t i cas expuestas por los mutantes sex A y
sex B pueden tener como explicaci6n 1a derj-
vación de un nuevo tRNA supresor en estas
cepas ¡ cuyo espectro superpuesto a1 de los
supresores introducidos en 1as cepa sex,
de cuenta de1 fenot i po observado.

Tres I íneas de evi denci a sugi eren
Ios mecanismos de las mutaciones sex A y sex B

son fundamentalmente distintos dei de los su-

presores de mutaciones de terminación.

En primer lugar, sex A y se,x B no cg

rrigen mutaciones que son bien suprimidad por

los supresores de mutaciones de terrni naci6n,

"lo*o a¡g-UAG o UAG 213 (TabIa 7). En tármi-
nos cualitativos, 1a principal actividad de

sex A parece consisti r en aumentar 1a eficien
cia de supresión de algunos supresores (T*-
blas 8 v 9). v la de sex B en modificar ade¡ás

1a especificidad de supresi6n.

de



En segundo térm i no ¡ 1 os espect ros
de los derivados sex A- sup G, sex A- sup B

y sex A- sup F- G 82, U_35 ( esp"c i almente a
nivel de 1a supresi6n de UAG 7 y UAG 8) no

pueden ser expl icados por Ia superposici6n
de 1os espectros de supresi6n de los mutan-
tes individuales. Esta observación es obvia-
mente apl icable a1 caso de sex B. En cambio,
dentro de los 1 ími tes de resolución de Ia t6c
nica de espectro de supresi6nl todos 1os de-
rivados doblemente supresores estudiados tie-
nen un espectro de supresión expl i cable por 1a

superposici6n de 1os espectros de Ios supre-
sores i nd i vi dual eso Además de los casos pre-
sentados en 1a TabIa 10¡en los cuales 1a pro-
piedad aditiva es inmediatamente observable,
se determ i nó e1 espectro de un der i vado SC

180 sup D (Phi BOp sup F - UBO, U35). En este2

como se espera de 1a propiedad adi tivaz e1 es-
pectro de supresión de sup D se mantiene inal-
terado2 cubriendo eI de sup F- UBOn U35 (ia
presencia de este úttimo es detectabie por eI

carácter Lac + de la ."pa).

En tercer tárminor 1" recesividad deI

carácter sex sugiere que estas mutaciones tienen
un mecan i smo de acci ón d i flerente que e1 de 1os

supresores de mutaciones de terminación corrien
tesT Ios cuales son siernpre dominantes. La re-
cesivi'dad del carác-ier s-e¿ se inf iere de su

intransducibilidad en condiciones en que los

t Rl'iA supresores son fáci lmente 1r-ransduci bIes.

¿A qué nivei de 1a vía de síntesis de

proteí nas están afectados los mutantes sex? Las
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características pleiotr6picas de las mutacio-
nes ss¡ parecen excluir elementos cuya acci6n
se ejerce sobre tRNA específicos¡ como amino-

acil- t RNA I igasas y algunas enzimas modifi-
cantes o de maduraci6n. La aparente recesivi-
dad de1 fenot ipo sex eI imi naría eI eonsi derar
elementos capaces de interactuar con diferen-
tes T RNA? como 1a enzima tBNA- nucleotidi I
transferas&¡ y otras enzimas rnodificantes ineg

a^,pecificas. En cambior las propiedades de Ios
sex son compat i bl es con las prop i edades (.o-
nocidas o esperadas) A" mutantes en e1 ribo-
soma; en e1 factor de elongaci6n Tu (pasos D

y E, fig. 3) y en los factores de.termi naci6n.

Las mutac i ones que comportan un cam-

bio en 1a especificidad de1 ribosoma son ca-

racterlst i camente reces i vas en condi ci ones en

que se requiere 1a nueva especiflicidad. (Por
ejemplo: 1a resistencia a estreptomicina). Con

cebiblemente, e1 fenotipo sex, podría ser ex-
plicado por un mejorarniento de 1a aiinidad y/o
caracierísticas cataiíticas de a1gún elemento

ribosornal para uno o varios aminoacii tRNA. De

acuerdo con esto: 1 as prop i edades de sex A de

corregi r mutaciones de terrni nación en 1a qu-

sencia aparente de iBNA supresor recuerda pro
piedades análogas cie 1a mu'laci6n ribosornaL ram

(t5: t5t y 17). Por otra parte, e1 mejoramien-
to especílico de 1a af inidad del factor de elcn
gaci6n TLr por algunos tRliiA partictrl"ares expii-
caría3 por 1o inenos e¡-r parte, las prop ieclades

de los n-;utantes sex" Sin ernbargo 1a ef ici encia
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supresional de un mecanismo como e1 descrito
debería depender de la subt i tuci 6n total deI
factor Tu no rmal por 1a especi e mutante. Por
e11o1 cabe esperar que una mutaci6n de este
tipo tuviera 1as propiedades de recesividad
exibidas por los mutantes g¡. Se pueden ha-
cer cons i deraciones aná1ogas acerca de 1os

factores de termi naci6n.

Por supuesto 1 las especulaciones an-
teriores solo tienen valor como Ithip6tesis de

trabajofto La caract erizaci6n segura de la na-
turaTeza de las mutaciones sex debe esperar
los resultados de1 anáI isis bioqulmico¡ y una
caracterizaci6n genática más completa que Ia
aquí presentada.

En Ia secci6n 3 de este capítul.o se

caracterizó parcialmente un mutante de clase
I V, eI cual mostr6 prop i edades cons i stentes
con 1a posesi6n de un supresor adicional a

sup F. - U80r U35 , e1 cual es no transducible.
Tales propiedades pueden ser convenientemente
expl i cadas atri buyendo a este der ivado la pre
sencia de un supresor de características seme

jantes a las de 1a mutaci6n sex A (pero capaz

de corregi r 1a mutaci6n UAG 213 d. -l-.rbd.).
Esta interesante posibilidad no ha sido esiu-
d i ada exper imentalmente'

Fi nalmente¡ creo necesar io agregar
que 1as posibilidades de1 principio general
de selección por rrmejoramiento de situaci6n
supres ionalrr no quedan agotadas en absoluto
con e1 m6todo select i vo presentado. Las pos i-
b i i i dades de obt ener nuevas rrmal as s i tuac i o-
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-nes supresionalesrrcomo punto de partida a

nuevos criterios de selecci6n están en prác-
ticaz limitadas s6lo por e1 ingenio dei ex-
perimentador. Por ejemplo (33) es posible de

rivar mutantes de clase I I seleccionando mu-
tantes de rápido crecimiento en medio minimo-
lactosa en 1a cepa SC 238 (ver lista de cepas)
Además, el s i stema sel ect i vo aquí exam i nado no

ha agotado sus pos i b i I i dades. Algunos resulta
dos prel iminares muestran 1a existencia de

nuevos derivados Leui con espectro de supre-
s ión alterado: gue formarían en clases dis-
t i ntas a las mostradas en 1a Tabt a 5.
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cAP tTUL0 lll

B E S U L TJ D O S.

SEL OR DECREM E SI TUAC SUPRES ION

1.- Teoría y Práctica de1 sistema selectjyo,-

Según se discuti6 anteriormente, (Cu.-

pítulo [, secci6n 4)t la selecci6n de derivados
de rnala situaci6n supresional a partir de una bue

na situaci6n de esta c1ase2 debiera permitir e1

aislamiento de dos tipos principales de mutantes.
Estos t i pos ser lan:

a) mutaciones que afecten 1a estructura del tRNA

supresor, La api icaci6n de sistemas selectivos
aná1ogos aI propuesto aquí ¡ han permit ido ais-
1ar varios mutantes de sup F (25¡ 34).

b) i\,,4utaciones que provoquen cambios de especifi-
ci dad en 1os elementos de 1as vías de ut i I iza
ción o síntesis de tRNA supresor¡ gue incidan
en una baja actividad de estos elementos fren
te a dicho sustrato.

Ei sistema de selecci6n usado en esta
t6s i s se basa en buscar der i vadcs termo res i s'.en-
tes en un 1i sógeno sup F para el f ago lan¡bda i'l.,UAG

7, UAG 53i cl ts 85?i 0¡ UAG29¡ e1 cüa1 para siin-
pI icar2 será llamado en adelante i\i'.10, Ei principio
de funcionamiento de este m6iodc se basa en que

todas 1as mutaciones UA+ de este fago son bien
corregidas por s!p F, haciendc que su inducci6n
sea fatal para 1a c61u1a portrdcra. La mutaci6n



ts 857 hace al represor dei fago (el gen cl) i-
nactivo a 429 C, pero funcional a 329 C. por e-
I lo, un cul t i vo de I i sógenos de NN0 puede ser
inducido cuantitativamente con s61o cultivarlo
a 429 C, Por otra parte¡ las mutaciones UAG 53

v UAG 29 son respectivamente id6nticas a UAG 213
y UAG B (24t Ver Tabta 2). Por el1or Ios lis6-
genos pueden sobrevivir a 1a termoinducci6n dis
minuyendo su situaci6n supresional por debajo
del valor necesario para corregir UAG 7 y UAg- 29¡
aunque ésta siga manteni6ndose por sobre el V&r

ior requerido para suprimir UAG 53 (o UAG 213)
Esta prop iedad de1 si stema 1o hace parti cularme.¡3

te úti1 para la selecci6n de mutantes de los ti-
poE ya mencionados¡ pu6s permite 1a conservaci6n
de derivados que conservan aún restos de activi-
dad de supresi6n. Esta carácterística amplía¡ por
ende¡ eI espectro de situaciones supresionales
potencialmente obtenibles por 1a aplicaci6n de1

procedimienio de selecci6n descrii,o.

2.- Aislamiento y clasificación de derivados
ternorresistentes.-

Las cepas escogid.as como punto de pai
tida para 1a selecci6n de mutantes de mala siiua-
ción supresional son SC 295 (cuyas cai-acterísticas
relevantes son 1as mutaciones sup F-7 rec A-,
trp-UAC2 ar3- UA,G y str A-) y SC 233. (n1 cuaL es

e1 antecesor rec A+, str A* de SC 296).

Los der i vadcs termo res i stentes a 42)

de SC 296 (¡:i',tO) "parecen con una. flrecuencia apro-
ximada de 10-6. Es'ta es cerca de cien veces menor

que La irecuencia de cjichos der ivados en 1a cepa
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análoga SC 233 (trlttlO) qre es rec A+. Esto sugi ere
que rec A- efectivamente disminuye 1a desapari-

ci6n del alelo sup F- por recombinaci6n3 en for-
ma consi stente con eI concepto de 1a part i ci paci6n
del mecan i smo de recomb i naci 6n general i zada en Ia
producción de derivados no supresores (di scutidos
ya en 1a secci6n 6 b, Capítulo I). Con la inten-
ci6n de disminuír la frecuencia de aparici6n de

este t i po de der ivados, se efectu6 preferentemen-
te e1 procedimiento selectivo en c6luIas deflicien
tes en recombinaci6n (rec Al).

Ei proced im i ento de tet"mo i nducc i ón

del profago NN0 se apl ic6 corrientemente sobre
t-2 x 107 células procedentes de1 cultivo de SC

296 (NNO) 
"n su fase de crecimiento estacionario.

Despu6s de 16 horas de incubaci6n en,placas de

Triptona¡ a 429; se distingue entre las colonias
de termorresistentes un trBackgroundtt de c6lulas
no creci das ¡ e1 cual cubre cerca deI lO% de Ia
superficie de las placas de derivación, Dicho
rrbackgroundttr a1 ser cultivado a 329i demuestra
ser indistinguible de 1a cepa parental SC 296

( NN0) .n base a 1os cr i ter i os de:
a) requer im i entos. b) presencia de un supresc r

de,N-UAo 213 y c) frecuencia y aspecto de los
termorresistentes a 429. E1 backgroundtr disminuye
o aumenta aI recpect i vamente d i sm i nuí r o aumentar

1a concentraci6n de c61u1as por unidad de suPer-

ficie de las placas de derivación. Este¡rbackgroundrt
d i sm i nuye pero pers i ste, a1 usar med ios más enr i-
guecidos que Triptona en e1 Procedimiento de seiec-
ción. El comportamiento de SC 233 (NNO) f.ente a

este procedimienio selectivo es simiiar en sus as-

pectos general es ¡ aunQUe en este caso no se estu-
di6 Ia naturaleza del background.
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Las colon i as termorres i stentes des-
pu6s de ser purificadas a 329 o 42e en Tripto-
na, se examinan rutinariamente por tres crite-
r i os. Estos son:

a) Capacidad de crecer en medio mínimo sin trip-
tofano, a 329¡ para ensayar 1a capacidad de

corregir 1a mutación trp UAG.

b) Capacidad de crecer en medio mínimo sin argi-
nina, para ensayar 1a capacidad de corregir
argl,JAa ia 32a .

c) replicaci6n sobre placas de Triptona separa-
das con 109 fagos Iambda imm 434, UAG 213. cl
para ensayar a 32at 1a capacidad de corregir
UAG 213 . Las pruebas indicadas'proporcionan
tres criterios independientes de 1a flunciona-
lidad de qup F¡ el cual en 1as cepas parenta-
les SC 296 (trlttlO) y SC 233 (ttliilO) 

"orrige bien
1as mutaci ones espec i f i cadas.

Los criterios señalados perrniten dis-
tinguir tres clases de termorresistentes (Tabta

11), La clase A está formada de bacterias que

ti enen un supresor funcional en base a todos 1os cri te
criterios Probados. Esta clase no ha sido es'.u-

diada¡ y segurarnen-le se debe a un ilescaperr ci a1

m6todo selectivo¡ pu6s su Proporci6n relativa
a1 total de termorres i s'tentes di sm i nuye al rea-
lizar 1a purificaci6n a 42a C( Tabla 1t). Sin

embargc, 1a clase A es +ierffiorresistente' Prcba-

blemente, esta clase tambiár¡ incluye rnutantes

con deleciones de parte c el tctal' del prolago

NNlO, La clase B carece de actividad de suPresi6n

detectable por algr;no de los crirerios descritos'

Finalrnente2 1a clase C está inteErada
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po r bacter i as que poseen una act i v i dad
sora débil, en base a Ia incapacidad de
en ausencia de triptofano y/o arginina
pacidad de suprimir a UAG 213.

suPre-
crecer

y Ia ca

3.- Caractqr i zaci ón de I as clases B y C.-

Con e1 fin de emprender 1a caracteri
zación, se escogieron algunos derivados de 1as

clases B y C, los cuales se sometieron ai pro-
ceso de rrcurarr o el iminación de1 profago NN0.

I

La fieura 7 i muestra 1a genealogía de estas y

de otras cepas derivadas con el propósito de u-
sarlas como controles durante 1a cáracterizaci6n.
Los marcado res genét i cos de el las se detal lan en

1a Tabla 12. La efectividad del proceso de cura
se control6 por 1as satisfacci6n simultánea de

los siguientes cri ter ios:
a) Desaparici6n de 1a inmunidad de lambda, en-

sayada a 329 C.

b) Ausencia de inmünidad aI fago 21, para exa-
mi nar 1a poco pro bable eventual idad de que

e1 fago Iambda b2 imm 21 usado en el pro-
ceso de cura (ver "mátodosrt) hubiera inte-
grado en eI cromosoma bacteriano.

c) Ausencia de termosensibilidad a 429 en 1os

derivados sup F obtenibles de estas cepas.
(Ver secciones 4 y 5 de este capítuto,

d) Ausencia de genes específicos de lambda, en

base a cuya ausencia se infiere 1a inexisten
cia deI resto de1 profago. Esta determi naci6n
se realiz6 exami nando eI patr6n de crecimien-
to a 37e C de mutantes UAG del fago Iar:rbda

so bre las céIu1as rrcuradasrt. La prueba es 1c

suficientemente sensibte como para detectar
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F IGURA "l .- Genealogía de Ios mutantes sos y de al ta
frecuencia de reversi6n. Las caracterís-
ticas genotípicas se dan en 1a TabIa 12.
Las clases B y C se definen en e1 Texto.
Los mutantes que provienen de un mismo
cu1 t i vo están abarcados por una 1 lave.
Los marcadores rec A- y str A Provi e-
nen de I a ceoa AB 31 i 3. Los marcado res
sup F / trpUAG-, d" 1a cePa SC 54 F. La
dobl. iiEé6J implica varias etapas.(Ver
texto ) ,

Clase
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/ILAU¿]¿C OLOAE Of LA T{GURA ? Y 3U3 CAflACTEBlSTlCAS GE}iOIlP'I CAS

V Y FENOTIPICAS

CEPA GENOT I PO CONOC I DO FENOT I POS DEMOSTRADOS

I 2l Hflr P 4*6 : rnet B, arg UAG- E2t ; Met- Arg-

SC195 Hf r P416, rnet B- ¡ a(gUAG-E2I7strA- Met-?lig rSr(x)resistente;
rec A/ sensible a ala luz ultra-

violeta.

SC 233 Hfr P4*6, ::: P, argUAG-E2l2trpUAG Met-; su+ 3suP r.

SC 296 F-; met B, arg UAG-E2l7recA¡trpUAG, Met-; Su+ 3; S*(x)."sis-
sup F, strA l;llll'xi:i::'" a Ia luz

SC 273 Como SC 233 Como SC 233, alta flrecuen-
cia de reversi6n (l).

SC 270 Como SC 296 Como SC 2951 alta frecuen-
cia de reversi6n ( l), no
suPreso r.

SC 256 Como SC 2331 pero strA

SC 297 Como SC 296

SC 232 Como SC 296

SC 268 Como SC 296

Como SC 233) Sm(x) resis-
tente¡ no supresor.

Como SC 296) alta frecuen-
cia de reversión (l) trsosrr
no suPresor.

Como SC 296, alta frecuen-
cia de reversión (l) tt"ort'
su+ sc 23? (#)

Como SC 295) alia frecuen-
cia de revers ión ( I ) rtsosr!
su+ sc 268 (#)

Como SC 296, alta frecuencia
de reversi6; (l) Su+ sc 265
(#) 

"

SC 266 Como SC 296
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(Sigue de 1a página anterior)

GENOT I PO CONOC I DO

446

FENOT I POS DEMOSTRADOS

I

SC 3Oi

SC 298

Como SC 296 Como SC 296 1+lrsosil.

Como SC 296 Como SC ?96
ilsosrt.

TABLA NA 12..
(x) Sm = estreptom i ci na

(#) ver tabla Ns 17 Reemplaza aI fenoti po

S u¡F 3.

(l) seleccionando por Arg+¡ Trp+. Ver texto.

no suPresor

no sup reso r ,
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1a recombinación con e1 profago 434 y los
genes A, E, P, Q y B de) profago lambda
(tabIa 13). La TabIa 13 (fi Ias I-5) mues-

tra como 1a I isogenizaci6n de una c6Iu1a
supresora con un fago lambdoide adecuado
está correlacionada con 1a aparición de

1a capacidad de crecimiento de un bloque
de mutantes de lambda. Por analogía, eI
proceso i nverso, o sea Ia p6rd i da en blo-
gue de 1a capacidad de crecimiento de a1-
gunos mutantes de l.ambda, correlacionada
con un proceso de cura efici ente (.n base a
los criterir¡s -al b y . anteriormente cita-
dos), es i ndi cat ivo de 1a persi stencia de

actividad de supresi6n¡ a 1a cual se atri-
buye eI crec im i ento de los mutantes restan
tes. (Tabla 13r fi Ias 6-12).

En base a 1os criterios anteriores¡
e1 patrón de crecimiento (labla 13) de los mu-

tantes UAe de lambda en los derivados de la
clase C debe ser expl i cado por la persi stencia
de actividad de supresi6n en esta clase. Ade-

más, 1os flagos que crecen en las frmanchasrr mall

tienen su mutaci6n UAo, Io que indica que no

provi enen de recomb i nación con un eventual Pro-
fago lambaoide en estadc críptico' En Ios deri-
vados de clase B no crece ningún fago de los u-

sados en la determi nación dei espectro de suPre

s ión ( excepto 1ar¡bda no rmal ). f n base a esie
cr i ter io 1 lcs der ivados de- clase B anal i zacios

carecen de prciago y act i v i dad de supres i ón re-
s idual.
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4.-
lag_-clases B y C,-

E1 común denomi nador de las mutacio-
nes que dismi nuyan 1a eficiencia de 1a interrc
ción de los elementos de Ia vía de síntesis de

protelnas con el tRNA supresor, consiste en 1a
. ., teliminación total o parcial de su fenotipo rfsu-

presortf por parte de una segunda mutaci6n en o-
tra funci6n ceIuIar. Esta segunda mutaci6n es
tt"rpresoratr de la pr imera, en base a la def i ni-
ci6n general de tt"rpresorestr (dada en 1a secci6n
3, Capítu1o l), Esta es 1a justificaci6n de ia
denominaci6n de tt"rpresor de supresortt o lgs
(§rppressor 0fl Suppressor) asignada a 1as mu-

taciones de este tipo.

Como pr imera aproximación a 1a búsque-
da de mutantes sosr se examin6 1a capacidad de

los termores i stentes de clase B para recuperar
su carácter prototrófico para arginina y trip-
tofano lisogenizando con fago Phi 80 p sup F,

UAG 2.

Los mutantes rrsos" .upaces de d i sm i-
nuír 1a eficiencia de sup F por debajo del ni-
veI necesar io para corregi r dichas auxotrofías,
debieran ser detectados por no crecer en ausen-
cia de estos aminoáci dos en 1as condiciones se-
ña1adas. Con e1 prop6si to de buscar Los eventua
1es mutantes sos de esta clase¡ se replicaron
57 representantes de 1a clase B (cu1t ivos 2, 3

y 4t Tabla I1) ¡ sobre placas de medio mínimc

sembradas con 108 - i09 lagos 80 p sup F, UA.G 2,
seleccionandc 1a supresi6n de trp UAG y arg UAG

simultáneamente, No se encontrar-on, entre los en-

rtsostt
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-sayadosr d"rivados que mantuvieran su carác

ter auxotr6fico despu6s de 48 hrs. de incuba
ción. Este dato sugiere que no existen en es

ta cl ase mutantes sos capaces de d i sm i nuí r
1a eficiencia de sup F por debajo del nivel
necesar io para 1a correcci6n de arg UAG y/o
trp UAG. Como veremos en 1a secci6n subs i-
gu i ente 2 en esta cl ase parecen ser abundantes
los mutantes sos con una actividad más res-
tringida de decremento de situación supresio-
na1.

Con e1 f i n de exami nar más cu i dadosa-
mente 1a presencia de der ivados.sos en las
clases B y Ct se examin6 1a posibilidad de

que algunas de estas modificaran Ia expresi6n
de sup F en forma detectable por el espectro
de supresi6n. Para e11o, se I isogeniz6 Phi 80g

sup F, UAG 2 en 1as cepas (curadas deI prcfago
NNO) SC 2321 SC 256' SC 266' SC 268) SC 270)
SC 2732 SC 297) SC 298 y SC 301-. SC 301 es un

der i vado de clase B obteni do de un revertante
r-r^a sup r oe ¡C 232. (ver fligura 7 y tabla l2)

EI espectro de supres i6n de los I i sógenos ob-

ten i dos es i nd i st i ngu ibl e de1 gue Preseni,a
sup F- en las cepas SC 296 y SC 195 (Phi 80 g

Sup F, UAG 2) . EI resultado anter ior muestra

que n i nguna de 1 as cepas anal i zadas t i enen una

mutac i 6 n S0S capaz de mod i f i car e1 espect ro de

supresi6n de sup i. Por consiguiente e1 flenor.i

po de supresor d6bii p.esentado por Ios niem-

bros de clase C anal izados (SC 232) SC 266 y

SC 268) debe ser atribuído a una mutación de

suo F en esas cepas. La ausenci a de act i v i dad

supresora en los mi embros de clase B anal iza-
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-dos no puede ser expl i cada por 1a presencia
de un gen sup F- en buen estado, hecho críp-
tico por una mutaci6n de iipo s9g.

Se examin6 1a capacidad de algunos mu-

tantes de clase B y C p.ra modificar la expre

sión de supresores más d6bi tes que sup F, para
investigar sos detectable operacionalmente só1o

por su acci6n en supresores de baja eficiencia.
Con este prop6s i to, se I i sogeni z6 a 1os der i va

dos de clase Br SC 256) SC 270, SC 2731 SC 297, SC 298
SC 298 y SC 301, y a los de clase C: SC 232 y
SC 265 con eI fago Phi 80 p sup F- Al, -UAG 2.
Ei mutante sup F- A1 es un supresor d6bil ter-
mosensible a 429 C (lt). La tabla l4 muestra
que ei espectro de supres i6n de este tRNA mu-

tante es perceptiblemente modificado por e1

aI e1o st r A- presente en estas cepas ( i í neas

1 y 2)t como se aprecia en 1os Iis6genos Para
1a cepa parental E 2L y su derivado str A-

rec A- SC tg5. E1 mismo efecto se aprecia en

1os 1isógenos para el derivado rec 4+ str A+

de clase B SC 2731 y sus descendientes rec A-

str A- SC 27A y str A- rec A+ SC 256. Esie

hecho ¡ i nci dentalmente, demuestra que rec A

no infiuye en 1a modificación dei espectro de

supresi6n.

El espectro de suPresi6n de sup F-A1

en las otras cepas str A- de clase B y C es-

tá perceptiblemente modiflicado con respec+.o

al que presenta este suPresor en 1a cePa i so-

g6nica SC I95 (tabta 14¡ Iíneas 3 y 4). fn

base a este cr i ter i o, los mutantes de clase
B, SC 297) SC 298 Y SC 301, Y 1os de clase
C, SC 232 y SC 256i Poseen una mutación sos.
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ET

en

espectro de supresión que presenta sup F_ AI
1as cepas de clase B es d i st i nto del que

presenta en la clase C¡ probablemente por es
tar superpuesto a1 espectro del supresor dá-
bi1 originalmente presente en esta última ct-C
se¡ El espectro de sup F- A1 en SC 298 y SC

301 es i dént i co, S i n embargo, el fenot i po S0S
de estas dos cepas puede ser d i st i ngu i doeen
base a 1a determi naci6n del espectro de suprg
sión de estas cepas para sup F- G 82.

Finalmente2 1as mutaciones responsa-
bles del fenotipo rrsosrr difícilmente pueden
corresponder a1 defecto en las funciones bac-
terianas relacionadas con eI crecimiento de
lambda análogas a ron (36r 37) sro N (38r39)
o -nus. (+O¡. Es difícilmente concebible que

mutaciones de este tipo afecten además eI cog
portamiento de 1as auxotrofías bacter ianas
trp UAG y/o ars UAG..

5'- Caracter izas-!6n de mutantes de sup F en

las clases B v C.-

E1 estud io detal 1 ado de 1os mutanies
de clase C preliminarmente caracterizados en

la sección anterior, está justilicado porque
en ellos existe una mala si tuaci6n supresio-
na1 entre 1as mutaci ones ars UAG y trp UAG

con e1 supresor residuaL presente en estas
cepas. Como ya se mostró en e1 capí tulo i
podría i ntentarse 1a derivaci6n de nuevos r",g

tantes análogos a los de tipo sex ya anali-
zados" Con este prop6s i to se busc6 revertan-
tes Trp+ y Arg+ de los mutantes de 1a clase
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C descritos, previa eliminaci6n del profago
NN0, lnesperadamente, estos mutantes revier
ten al f enot i po sel ecci onado con lrecuen-
cias significativamente superiores a Ias o!
servadas en 1a cepa análoga sup F-t SC tg5
(tabta 15). El hecho de que la región sup F

sea una dupl i caci ón debe dar 1 ugar a que Ios
mutantes debidos a cambios de base que apa-
recen en esta región tengan 1a posibil idad
de recobrar con aI ta frecuenci a e1 fenot i po

supresor por regeneraci6n recombi nativa del
ale1o sup F- (u travás de un mecanismo como

eI mostrado en la figura 6) ref 23). Sin em

bargo, en este caso 1a alta frecuencia de

revers i da observada no puede ser .expI i cada

por este mecanismo, dubido a 1a presencia
deI alelo se-c A- en estas cepas, y a su per-
s i stenc i a en todos 1os revertantes.

Cabe preguntarse si en 1as capas de

clase B existen mutaciones de alta frecuen-
cia de reversión aI fenotipo supresor (Arg+

Trp+). Con este fin, se determin6 esta fre-
cuencia en seis derivados de clase B: a sa-

ber: SC 2972 SC 2gA) SC 2991 SC 300, SC 301

y SC 3OZ (ver genealogía en figura 7), Sóto

uno de e11o, SC 297 2 mostró una frecuencia
de reversión alta a1 fenotipo suPresor, Es-

ta fue 10 a 100 veces mayoi que 1as obser-
vadas en las cepas SC 298 hasta SC 302. Sin

embargo: esta flrecuencia fue só1o 3 a 4 ve-

ces más a1 ia que aquel 1a con que 1a cepa

iscgénica ) (trp-, sup F*) SC 195 revierte
a1 fenotipo A.g+. Las diferencias de uno a

dos 6rdenes de magn i tud entre las frecuen-
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-cias de reversión de esta cepa ( SC 195)
con las del grupo de SC 298 hasta SC 302,
pos i b1 emente se deben a un artefacto rela
cionado con eI diferente procedimiento de

selecci6n aI que son sometidos estos mutaq
tes (Arg+ para el caso de SC 795) A.g*

+Trp- para los otros). Esta afi rmación es

consi stente con 1a observación de que 1a

frecuencia de reversi6n de SC 298 y SC 301

a A.g* o Trp+ es cercana a la observada en

SC L95 ( tabla 15). Todos 1os revertantes Trp*
Arg* de SC 297 conservan su carácter rec A-.

Deb i do a que en e1 p roced i m i ento de

selecci6n usado para determi nar la frecuen-
cia de reversi6n, puede surgir cualquier sg

presor, se normaliz6 esta frecuencia midien
do 1a proporción de sup F entre 1os rever-
tantes obtenidos. La úttima columna de 1a

tabla 15 muestra 1os cuoci entes entre 1a fre
cuencia de aparición de sup F en algunos de-

r ivados de clase B y C y 1a frecuencia de

aparici6n de sup F en SC 195. (estimada co-
mo 1. t0-9 sup F/c'eluial d. acuerdo a 1os da
rr-os presentados en 1a tabla 16).

Estos dai,os muestran que dos de 1os

derivados de clase C SC 232 y SC 268 dan raver

tantes sup F con flrecuencias resPectivamenie
1.000 y 3,000 veces super iores a 1a de SC 195

(.I caso de SC 265 será anal izado en la sec-

ción siguiente. El derivado de clase B: SC 2'q7t

presenta una frecuencia de reversión a suc F-

40 veces super ior a 1a de SC I95 ) Io cuaL i n-

ci dentalmente muestra que e1 lenot i po no suPre



TABLA Nq 16

TIPOS DE SUPRESORES ENTRE LOS DERIVADOS Arg+ ESP0NTANtOS

DE SC 195

-

Cultivo Colonias
Arg+ Probadas

Ti po ssprleso r
EFCBX

No supreso res

1

2

3

4

5

6

7

I
9

10

1I

TOTA L ES

Grupos de
I ndepend i en-
tes. 11

TABLA 16.-

3 /27
t/LB

1/10 Cultivos
21 /36

5

5

5

2

5

5

1

3

I

1

5

tI

3

1

3

I

i
I

5

I

4

?J

I

2

i

I

I

1

I

J

I

1

2

i
I

I

1

I

2

9

2

36 t4

1

Los revertantes Atgl de SC 195 se
espectro de supres ión. sup X es u

yo espectro no corresponde a ni ng
sores presentados en 1a Tabla 1.
Corrige bien a UAG 5 y UAG 2L3,
UAG 227, UAG 57 ¡ UAG 43, UAG 2r5,

Sup F supresores to tal es

Sup F independientes/supresores
i ndepend i entes total es

con sup F,/totaI de cultivos.
Rever tantes
supresores/ totai de reverrrantes Arg+

probaron po r
n supreSor cu-
uno ci e 1os supre

l.lo co r r i ge UAG3 ,
UAG 221 ni UAG 7.

57r13
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-sor de SC 297 no se debe a 1a deleci6n de

la región sup F. En las cepas anter iormente
nombradas, e1 IOO% de los revertantes T.p*
.*r.Ars' son sup F-. t1 ún i co revertante de SC

298 y las cinco revertantes de SC 30i ana-
lizados no son sup F¡ 1o que muestra que en

estos¡ 1a frecuencia de sup F entre los re-
vertantes fenotípicamente supresores es me-

nor que eI 100%.

Con et fin de investigar 1a relación
de 1a alta f recuencia de reversión a gu!_ F-

con 1a recombinaci6n, se examinó 1a frecuen
cia de reversi6n al fenotipo Arg* T.p* (au-
terminada a 329 C) de once derivados inde-
pendientes de SC 233 (NN0), pertenecientes
a la clase B, (Ver ú1tima 1ínea de tabla i1).
Uno de estos ¡ SC 273 ) rev i erte al fenot i po

Arg* T.p* con una frecuencia de 5.10-8: sien
do e1 t00% de los revertantes sup F- por es-

pectro de supresi6n. Esta frecuencia es 50

veces superior a 1a observada en SC 195. Los

i0 restantes derivados de clase B revierten
a1 fenotipo supresor (A.g* trp+) con una flre
cüencia menor que 2,10-9. Se introdujo e1

gen rec A- en SC 273 Por cruce con AB 3I13
(Seleccionando por resi stencia a estrepto-
micina). La frecuencia de reversi6n de es'ie

der i vado denom i nado SC 27O a los feno t i pos

A.g+ Ttp* y sup F- son id6nticas a las sini-
lares observadas en SC 273 (tabta 15). Esta

resultado prueba que 1a ProPiedad de alta
f recuencia de reversión a sup.F- de SC ?73 nc

puede ser atribuída aI mecanismo de regenei'a-

ci6n recomb i nacional.
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Con el prop6sito de investigar si
exi sten en la clase B cepas de frecuenci as
de revers ión comparables a 1a de Ia clase
C, se examinaron I04 lis6genos para NN0 de
clase B y C (provenientes de 1os cultivos
6 y 7 de Ia tabla 11) por su frecuencia de
reversión al fenotipo T.p* A.g* a 329 C.
Para esto r se semb raron 2 a 3. I07 I i s6genos
de cdda cepa en sectores de placa de medio
sel ect i vo. Por este m6todo deb i era ser pos i_
ble detectar cepas con frecuencias de revei._.,slon sÍgnificativamente mayores que 5.10-8.
El examen de los 104 derivados de clase B

y C no mostr6 cepas de frecuencia de rever-
sión mayor a este valor¡ excepto los dos de
rivados de clase C (tos cuales flueron fr reen
contradosrt por su alta frecuencia de rever-
s i 6n, en e1 d i seño exper i mental adoptado ¡ gue
us6 ta1 rtreencuentrotr como control ).

Todas 1as cepas que mostraron más de
tres revertantes a los dos días de incubaci6n
(menos det 5/' det total)¡ fueron reanalizados
más cuidadosamente por frecuencia de reversi6n.
mucho mayor que 5.10-B en 1a clase B, sugiere
que e1 fenot ipo de clase C y 1as frecuencias
de revers ión mayor que 1O-7 están casualmente
relacionados. La frecuencia de mutantes de a1

ta flrecuencia de reversi6n a sup F- entre la
totalidad de mutantes de clase B es dilícil
de determinar deb'ido a 1as dificultades gue

presenta analízar este fenotipo numerosos i-nu-

tantes, Sin embargo, dado que se encontró un

miembro de alta lrecuencia de reversi6n entre



se i s rep resentantes de clase B (proven i entes
de S0 296) escog i dos aI azar ; y of ro m i embro

de a1{a frecuencia de reversi6n entre once
termores i stentes de clase B: proveni entes de

SC 233) y también escogidos a1 azar, se pue-
de estimar 1a flrecuencia total de aparici6n

del fenotipo indicado como cercana a1 10%.

La al ta frecuenc i a de revers i ón a fenot i po

tipo sup F- mostrada por los derivados de c1a-
se C y 2 de 1a clase B no es explicable en ba-
se a 1a presencia de trgenes mutadoresrr (+t)
pués estos afectarían 1a frecuencia de muta-
ción de otros genes de esta cepa. Este no es

el caso en 1as cepas anal i zadas ( i ncLuyendo a

SC 266) que será analizado a continuaci6n)
pues sus frecuenc i as de mutaci 6n al fenot i po

rifampicina resistente es idántico aI de las
cepas parentales no mutantes.

en

I

I ^^1U5

JtJ

Por últimor los supresores que aparecen

der ivados Arg+ y Trp+ son transducibles
180 (seleccionando Arg+) Por fago Pl Kc.

La transducibil idad de estos supresores demues

tra que el evento responsable del aumento d* g
f iciencia de1 supresor ccurre en eI locus su-

presor mismo o en un sitio muy ceIc3l'lo.

6,- Anátisis de la propied@-
cia de reversión de SC 266,-

es un der

de revei's

Como se mo st ró

i vado de c1 ase

ión a1 fenotipo

anteriorrnenrrel SC 2e5

C de a1 rla frecuenci a

sup reso r ( Arg+ TrP+)

trr
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Sin embargo¡ a diferencia de Ios otros deriva-
dos de clase C anal i zados anter iormente, s61o
el t3/, de sus revertantes son sup F-: 1o cual
de todas maneras 1o hace signiflicativamente di
lerente a SC I95 en frecuencia de reversi6n a

dicho fenotipo (ver tabla l5). El restante 87%

de 1os revertantes son, por espectro de supre-
si6n¡ distintos a sup F en 1a no correcci6n
de 1a mutaci6n UAG 7 de lambda (tínea 4 tabla
t7)r 1o gue 1os clasif ica como supresores d6-
bi1es, Este nuevo flenotipo ha sido denominado
llNuil.

Inesperadamente¡ pu6s nunca esta cepa

ni sus antecesores han estado en contacto con

Phi 80, la mitad de 1os derivados INUil de SC

266 (18/36 en 7 cul t i vos i ndepend i enies) r"=-
tringen e1 crecimiento de distintas lineas del
fago Phi 80. La tabia tB muestra las propieda-
des restrictivas de cinco derivados ilNUtr inde-
pendientes medidas a trav6s de 1a eficiencia
de plaqueo (tÍtuto de1 fago en eI hu6sped res-
trictor dividido por su título en e1 no res-
trictor). Los fagos Phi B0' Phi. B0 cl1 Phi 80 h-;

üi 80 p sup F, UAG-2 h- y Phi 80 p Su+ tll-
G 82. lf (este ú1t imo, un flago transductor de

sup F- G 82) de estructura diferente aI trans-
ductor norrnalmente empleado a 1o largo de esta
tes i s. ref, LO ) "aecen mal en los der i vados
tt¡,lUrr (efliciencias de plaqueo entru t0-5 y 10-?)

y crecen bien en 1a, cepa control SC 195) en

SC 266 y uno de sus revertantes sup F- (eficien-
cias de plaqueos superiores a 0¡1). La excepci6n

a esta regla es t'i!Ur' 2I en e1 eual Phi B0 cI y
+

_phi B0 p Su- Il I G-81. h- tienen¡ respectivament.e,
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eficiencias de plaqueo de lO-2 y l. La peque-
ña deficiencia de Ios flagos h- en SC 266 y su
derivado sup F- no es seguramente signilicati
va.pués este tipo de mutantes de fago caracte
ríst icamente tiene menos eficiencia de plaqueo
en los hu6spedes no resistentes a 1a varie-
dad h+. Además SC L95 no es peFfectamente iso-
g6nico con SC 266. La única llnea de Phi 80

gue no es restringida por 1as cepas de fenoti-
po rrNUrr indicadas en Ia tabla 1B es Phi 80_v
fago capaz de crecer en lis6genos para Phi 80.

Con eI fin de averiguar en contra de

que genes de Phi 80 está dirigidl 1a restric-
ci6n ejerci da por las variantes rrNU'r de SC

2662 se midi6 1a efici encia de pLaqueo de re-
comb i nantes entre lambda y Phi B0 que tienen
a1 ternat i vamente una u o tra de I as m i tades deI
cromosoma de Phi 80 reemplazados pol. los genes

de lambda. Todos estos fagos (TabIa 18) crecen
bien en 1os derivados Nu, excepto h)¡ 4¡ el cual
es restringido por algunos de 6stos. Este he-
cho sugiere que el fago 80 es defectivo a ni-
vel de alguno de sus genes regulatorios (tos
que están desde att 80 hasta R, y que corres-
ponden aI segmento de Phi 80 presente en hv 4)'

Estos resultados excluyen dos de 1os mecanis-
mos comunes de resistencia a Phi 80¡ a saberz

e1 de resistencia de membrana (dirigido en co!
tra de la funci6n J de 80, situada fuera de 1a

región de hoi'noiogía entre hv 4 y Phi 80, y ei

de inrnunidad por I isogenizaci6n (di rigido en

contra de 1a funci6n cl¡ y excluído de antema-

no por e1 "p.diqreertconocido de los deriva-
dos ftNUtr),



TAB L A NQ 18 

la SCI95 SC266 SC266sup F Nu 11 Nu 21 Nu 31 Nu 41 Nu 51 

1.0 1 1 7xIO-6 0 7xIO-6 7xlO-6 ~ 7xlO-6 7x10-6 x x x x 
1.0 1 1 lxl0-5 S< lxl0-2 + lxIO-5 S{ lxl0-5 x IxlO-5 x 

1.0 0.10 0.5 5x10-7 x 2xl0-7 x 2xlO-6 ~ 2x10-7 x 5xlO-7 x 

~-82,h- 1 .0 + 1 ?f 1 + 3xIO-6 "* 1 +. 4x10-6 ~ 2xlO-6 ?t. lxlO-6 ~ 

\G2, h - 1.0 0.5 5x10-6 Ixl0-7 5 x 10-7 lxlO-7 1 0.5 

1.0 1 1 10-4 0.5 2xl0-6 IxlO-4 1x10-6 

,. 1 .0 1 1 1 1 1 1 1 

1.0 1 1 1 1 1 1 1 

~ 13 4x10-7 * 5x10-2 1.0 1 1 1 1 1 

1.0 1 1 1 1 1 1 1 

x inhibicion de crecimienio en 1a diluci6n cuyo tfiu10 se r e p o r t a , 

# placa muy chica •. 
x placa muy chica, crece bien en cepas rec +. 
6 De los e s c a s o s revertantes se obtuvieron lisados en la misma cepa donde se derivaron, 

0 en SC 195. En ambos casos, la eficiencia de plaqueo en los ocho huespedes analiza- 
dos en e s t a tabla fue mayor que 0.5. 

Los Datos con dos cifras s i g n i f I ca t i vas estan afectados con menos de 5% de error. 
Los Datos con una cifra significaiiva, co n 25% de Error. 
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Existe la posibilidad de operacion 

de otro mecanismo de resistencia, el de "mo 

dificacibn y r e s t r i c c i Sn " (42). E1 principio 

general de este mecanismo consiste en la de...§. 

truccion del cromosoma del fago infect~nte 

por parte de ciertos hu~spedes bacterianos. 

Estos no destruyen su propio DNA por estar 

~ste qufmicamente modificado por un mecanis 

mo celular que puede operar sobre algunos 

escasos fagos infectantes. Estos fagos al 

ser modificados pueden multiplicarse en el 

hu~sped restrictor, dando progenie tambi~n 

modificada la cual ya no es restringida. Se 

puede distinguir operacionalmente un fago 

modificado de un fago mutante capaz de cre 

cer pues la modificacion no es hereditaria. 

Es decir, el crecimiento de un fago modifi 

cado en el hu~sped no restrictor dar~ nuev~ 

mente progenie incapaz de crecer en el res 

trictor, en cambio el fago mutante conserv,a 

ra esta capacidad. 

Para examlnar esta posibilidad, se 

aisla ever nota a tabla 17)4derivados de Phi 

80 Y Ph i 80 c I, do s capaces de c r e c e r en IJ~!U" 

11 Y dos en "NUll 31, para cada uno de e s t o s 
fagos, y uno de Phi 80 h capaz de crecer en 

"NUll 31. Se obtuvo "1isados en placa" de ~s- 

tos en las cepas de derivacion y adem~s en 

(en ultimo 
; 

p a r t i S SC 195 el caso se 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 tie- 
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tItulo de los lisados probados fue siempre 

superior a 5.109 fagos/ml. Esie resultado 

descarta la posibilidad de la participaci6n 

de un mecanismo de "modificaci6n y r e s t r i c+ 
cion" del tipo ya especificado en la resis 

tencia a Phi 80 presentada por los deriva 

dos "NU" de SC 266. 

Hasta el momento no tenemos una bu~ 

na explicacion para el fenotipo supresor de 

los derivados "NU" ni para la resistencia 

que presentan a Phi 80 algunos de estos; 

Sin embargo, e1 hecho de poder aislar fagos 

mutantes capaces de crecer en estos resisten 

tes, abre un camino a la caracterizaci6n de 

la funci6n bacteriana afectada en ~stos, e1 

cual consiste en la caracterizaci6n de la 

mutaci6n del fago. 

7.- DISCUSION 

A.- Fenotipo 50S. 

En la seccion anterior se 
han presentado. datos que permiten ?atalogar 

a algunos supervivientes de la termoindGcci6n 

de SC 296 (NNO) como poseedores de una muta- 

cion ~, cuyas caracterlsticas S8 definieron 

en la seccion 1. de este capItulo. En efecla, 

la caracterizaci6~ presentada, aonque prelimi 

nar, sugiere fuertemente que los mutantes 50S 

han afectado la expresion del tRNA supresor. 

I" "n",ihilirL"d ",l+",rn;:div::l dA o u e : los fen6- 
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del profago NNO y el espectro de supresi6n de 

mutantes de lambda este alterado por mutacio 

nes restrictivas del crecimiento de este fago, 

se ha descartado en base a que ~stos deriva 

dos afectan tambien la correccion supresional 

de mutaciones bacterianas (Tabla 18). La ca 

racterizacion presentada aqul abre las puestas 

a una caracterizacion genetica y fisiologlca 

mas profunda de los mutantes 2Q2, al ofrecer 

criterios tecnicos (como el efecto en las au 

xotrofias tro am y arg am, cuya supresibn es 

alterada par los ~) que permiten la manlpu 

lacian ana11tica de estas mutaciones. 

Puede parecer extrano la gran frecuen 

cla aparente en los termorresistentes de las 

clases B y C, de derivados que han sufrido 

dos eventos mu t a c i o n a l e s , uno de t i p o ~ y 

otro que conduce a la inactivaci6n del supr~ 

sore Sin embargo no 10 es si se considera que 

el sistema de seleccian por termoinduccion CCQ 

mo se vio en la seccion 1) es inexplicable 

mente bacteriost~tico para las celulas capa 

ces de corregir bien las mutaciones del pro 

fago NNO Cy no bactericida como se espera tei 

ricamente). En base a esta caracterlstica del 

sistema, probablemente la mutacion sos oeurre 

prlmero, y su actividad de disminucion de la 
eficiencia de supresi6n de sup F aumenta la PQ 

sibilidad de que este derivado sobreviva a la 
.; 

termoinduccion del profago, tal vez, porque la 

mlsma mutaci6n sos hace parcialmente I 1ermosen- 

sible alguna funci6n vital de la bacteria. 
f _ -._+';,,;rl.-.r! ria CI,nrClci"n rQc;+,,~l_ rtpc:::.\Ipn+~:n- 
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divisiones sucesivas, seguramente por segre 

gacion del supresor. Es t e hecho es co n s i s tejj 

te con la disminuci6n de la clase A (relaii 

vamente al resto de los termorresistentes) 

al realizar la purificaci6n de los clones 

termorresistentes (Tabla II). Finalmente, la 

atribuci6n del fenotipo sos a muiaciones en 

elementos de la vIa de sintesis de prote1nas 

es solamente tentativa. La caracterizacion ul 

terior de est~ fenotipo requiere un replan 

teamiento del sistema selectivo en e1 que In 

tervenga el establecimiento de metodo opera 

cionales para separar geneticamente las muta 

Clones sos de las mutacionesa "c o n t am i n an t e s " 
en sup F. 

B_- Mutaciones de supresor.- 

Se han descrito en este capItulo al 

gunos fenomenos relacionados con la alta fre 

cuencia de reversion al fenotipo supresor de 

dos miembros de la clase B y tres miembros de 

la clase C_ En las cepas de clase C pueden di~ 

glngulrse nltidamente tres tipos de actividad 

supresora residual (ver tabla 17). Las cepas 

de clase B no poseen actividad supresora re 

sidual detectable par espectro de supresi6n. 

Algunos de los derivados de este tipo presen- 

tan ademas la caracterlstica sos (tablas 12 y 14) 
Esta caracterfstida probablemente no esta re 

lacionada con el fenotipo de alta frecuencia 

de reversion, pues SC 270 no presenta activi- 

dad sos detectable, presentandola en cambia 



SC 297. Sin embargo, ambas cepas nombradas 

son indistinguibles en cuanto al fenotipo 

de alta frecuencia de reversi&n (tabla 15). 

Debido a dificultades tecnicas no 

se ha podido estudiar sistematicamente la 

relacion de estos aparentes mutantes de su 

presor con el locus genico sup F. Sin emba£ 

go, los resultados presentados sugleren que 

el defecto respensable de la desaparicion de 

actividad supresora del sup F- originalmente 

presente es cis dominante, pues no altera 

las caracterlsticas de sup F- cuando este se 

introduce a las cepas por medio de un fago 

lisogenico transductor. Por esta'razon, su 

pondre en 10 que sigue de la discusion, que 

el defecto responsable del fenotipo,de e~tos 

mutantes reside en la region sup F. 

Se ha descrito anteriormente el alS 

lamiento de derivados de actividad supre~ora 

baja 0 nula desde cepas sup F- siendo muchos 

de estos de alta frecuencia de reversion a e.§.t 

te fenotipo. 

Resumire brevemente estos resultados. 

An~logamente el ca~ aqu! presentado, se en 

cuentran tres grupos de distintas frecuencias 

de reversi6n al fenotipo sup F (dBterminado en 

este casa par el espectro de supresion de mu 

tantes L-ll del f~go T4)~ Debo hacer notar que 

tanto en el trabajo citado como en esta tesis, 

e1 concepto de Itgrupo de frecuencias de rever 

sionl1 probablemente no tiene bases reales, y 
_I! _ _ . _ ! ! ._ 
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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 fenotlpica 

mente sup F. Presumiblemente ~stos son an~lo 

gos a los derivados SC 298, SC 299, SC 300~ 
SC 301 y SC 302, presentados en la Tabla 15:. 
Otro de los grupos revierte al fenotipo sup F 

con frecuencia entre 10-6 y 10-7, Y presumi 

blemente es semejante al grupo formado por 

sc a s z )5C2.&(' 'b'·SC2.tOa! (Tabla ISD. Fi na l rn en t e , 
- -. -- ! 

un ultimo grupo (formado par tres miembros) 

de frecuencia de reversion a sup F alrededor 

de 5 x 10-8, el cual seguramente es an~logo 
a 5C 2.,'1-~--y5G2t:):;\ (Tabla lsb. 

Estos datos han sido interpretados 

en base a la postulaci6n de un mod~lo estru£ 

tural de la region sup F (figura 6~ cuyas prQ 

piedades recombinacionales explicarfan el com 

portamiento descrito. Tal modelo predecla Im 

pl1citamente que las propiedades mutacionales 

y reversionales de la region sup F deblan ser 

profundamente alteradas por la introducci6n 

de deficiencias en el sistema de recombinacion 

de estas cepas,. Sin embargo, no se realizo 

esta prueba crftica en el informe ya citado. 

Los datos presentados en esta tesis 
muestran que la predicci6n mencionada no se 

verifica experimentalmente para algunos myta.Q 

tes de esta region. 

El unieo efecto observado consisten 

tp. eon la hipotesis recombinaeional postulada, 



es 1a disminucion en das ordenes de mag 

nitud de 1a frecuencia de supervivencia 

a 1a termainducci6n en la cepa SC 296 (NNO) 
respecto a su an'loga re6 A+, SC 233 (NNO). 
Sin embargo todos los efectos estudiados 

que anteriormente eran explicados en base 

a la hip6tesis recombinacional, pueden ser 

demostrados en cepas deficientes en recom 

binacion. El alelo rec A usado durante este 

trabajo ha demostrado en el sistema aqul pr~ 

sentado (datos no mostrados) y en otros (6) 

ser incapaz de hacer recombinar regiones ge 

n~ticas cuyas homologla es mayor ~ue la in 

volucrada en la hip6tesis recombinacional. 

Por ende, los resultados obtenidos en esta 

tesis no pueden ser explicados por una ac 

tividad recombinacional residual del alelo 

r~c A - usado. La persistencia del fenotipo 

Rec- en los distintos revertantes obtenidos 

descarta la posibilidad de que la explica 

ci6n de mis resultados resida en la rever- 

sion de rec A- a su alelo silvestre corres- 

pondiente. 

Mis resultados plantean dos dilemas. 

En primer lugar, la hipotesis recombinacional 

aludida toma como punto de partida una estru£ 

tura de la region suo F cuyas predicciones 

experimentales han sido independientemente 

verificadas en forma bioqulmica y genetica 

(20, 22). Por ello, la estructura propuesta 

de la region suo 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 (¥ que confir 

man las propiedades ya reportadas de esta 

misma region, 20) no pueden ser explicadas 

en base a las caracterlsticas conocidas de 

los mecanismos mutacionales normalmente o 

perantes en Escherichia coli (transiciones, 

transversiones, inversiones, inserciones, 

deleciones, subtituciones). 

La solucion natural a estos dilemas, 

es, entonces, postular nuevos mecanismos mu 

tacionales, 0 nuevas propiedades de los ya e 

xistentes, de modo de dar cuenta de las pro 

piedades mutacionales de la region sup F. Con 

este proposito tomare algunas propiedades de 

los sistemas de control genico de mutaciones 

que existen en malz (43, 44) Y otros organis 

mos superiores. Las propiedades de estos sis 

temas son admirablemente adecuadas para e~pll 

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 teorica. De acuerdo a 10 ya dicho, 

postula que en las lineas celulares SC 233 y 

SC 296 existe una funcion genica que en 10 
sucesivo llamare QQg (Bacterial Unstable Gen), 

caracterizado por tener, analogamente a los 

sistemas de malz ya aludidos, las siguientes 

propiedades: 1) capacidad de transponerse fr~ 

cuentemente entre diferentes localizaciones 

del cromosoma bacteriano. 2) Capacidad de mo 

dificar la actividad del locus genico al que 

A~t~ unido. de varias maneras diferentes. 
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De acuerdo a la hipotesis anterior, 

el fenotipo de alta frecuencia de reversion 

descrito, seria provocado por la transposi 

cion y (dirigida por la seleccion) de un ~ 

desde una region cromosomica "silente" a la 

region sup F. La hipotesis predice que: 

1) Las mutaciones relacionadas can ~ deben 

presentar una gran diversidad fenotlpica. 

2) Debe ser posible ais1ar nuevas variantes 

fenotipicas a partir de 1a mutacion origi 

nalmente provocada par el ~. 

3) Debe ser posible demostrar la transposi 

cion de ~ a nuevas regiones genicas. 

4) Debe ser posible demostrar por a1gun cri 

terio, 1a presencia de un e1emento for'neo 

en e1 gen mutado. 

En forma consistente can la prlmera 

predicci6n, todas las muiaciones de sup F 

sospechosas de e s t a r relacionadas con un -.QQ.g 

faci1mente transponible, en base a su alta 

revertivilidad, adem~s presentan independien 

temente una gran riqueza de aspectos fenotipl 

cos (Tabla 17, l I n e a s , 1,2,3 y 5). De acuer 

do con la segunda prediccion, la mutacion de 

SC 266, presuntivamente relacionada con ~, 

da frecuentemente un nuevo fenotipo, HQ, (Ta 

bla 17, Ilnea 4) al seleccionarse de e1 va 

riante Arg+ y Trp+. De acuerdo con 1a tercera 

p r e d i c c i o n , cerca .,del 50% de los derivados HQ 
de SC 266 adquieren la capacidad de restrin 

gir a algunas lfneas del fago Phi 80. La res 

triccion es solo parcial en el caso de "Nu" 

01 " +'"+,,,1 An los "Nu " r e s t a n t e s (tabla 18), 
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10 que esta de acuerdo con el postulado de 

que ~ puede modificar en multiples formas 

a una misma funcion. Sin embargo, en este 

caso, la hipotesis ~ se muestra insuficien 

te pues no se ha descrito a nuestro conoci 

miento una funcion celular capaz de dar mu 

tantes de resistencia a fagos de las carac 

terlsticas descritas en la seccion 6. 

Algunos resultados preliminares mue~ 

tran que es posible demostrar la trnsposicion 

de ~ por otros criterios. Por ejemplo, el ~ 

x~men de 16 derivad6s resistentes a Phi 80 cl, 

obtenidos de SC 266 permitio el aislamiento 

de un auxotrofo que revierte a1 fenotipo pro 

totrofico con una frecuencia aproximada de 

10-6. 

La cuarta prediccion no ha sido aGn 

verificada. Incidentalmente, es posible de 

mo s t r ar po r meto do s f 1 si co s que muchos mutan 

tes de los llamados "puntuales" en distintos 

genes de Escherichia coli, corresponden real 

mente a la insercion de la misma secuencia de 

DNA for~neo (46, 47, 48). Caracterlsticamen 

te, este tipo de mutantes de insercion es ca 

paz de revertir a gran variedad de frecuen 

Clas. E1 fenomeno est~ relacionado con la peL 

dida de la insercion, y puede verificarse en 

celulas deficientes en recombinacion (49). 

Po res to, c reo que" 1 ass e cue n cia s del n s e r 

cion aludidas 0 "insertosomas" son buenos 

candidatos para corporeizar la funcion bup 
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Finalmente, debe agregar que 1a 

hipotesis QQg tiene solamente e1 valor de 

ser una de las posibles hip6iesis que pu~ 

den ser generadas "ad hoc" para unificar 

la discusion de las propiedades de un gru 

po de mutantes de supresor. Se escogio es 

ta hipotesis por ser la que requerla e1 me 

nor numero de supuestos iniciales de todas 

las hip6tesis alternativas consideradas. En 

tre alguna de estas hip6tesis alternativas 
. , 

menClonare: 

a) la posibi1idad de que las caracterlsticas 

de los mutantes de supresor se deban a la 

alternacion de un mecanismo regulatorio 

que involucre esta funcion (por ejemplo 

un operon). 

b) Estructuracion secundaria mas iva del cro- 

la 
. , F, puede mosoma en regIon SUf2 que ser 

alterada por mutantes puntuales y 
c) Mutaciones de ti po ~, como se adelanto 

la 
. , 5. en seCClon 
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CAPITULO IV 

CON C L U S ION E ~ 

A nuestro parecer, la conclusion mas importante 

de esta tesis, es la demostracion operacional 

de que se pueden emp1ear las propiedades de los 

tRNA supresores para obtener mutaciones en ele 

mentos celulares que interactuen con esta mole 

cula. Los metodos de seleccion basados en el 

principio anterior permitieron obtener candida 

tos a mutantes ribosomales. Este hallazgo da v~ 

lidez a la orientacion inicial propuesta en el 

Cap i t u l o 1, e indica excelentes pe r s p e c t i v e s , 

El tipo de enfoque mosirado en esta 

tesis es particularmente importante en este mo 

mento, contemporaneo a1 ataque sistem~tic6 de la 

e s t r uc t u r a ribosomal. El r i b o s o ma , aun· 'cu a ndo 

sea caracterizado totalmente por la eslructura 

de sus componentes, persistir~ como una "caja 

negra" a menos que se defina la participacion 

de estos en la I1funcion de transferencia" entre 

los sustratos aminoacil tRNA, m RNA, peptidil 

t RNA Y tRNA deacilado. Las mutaciones ribosom~ 

les obtenibles por procedimientas semejantes a 

los descritos en esta lesis, se espera que modi 
I 

fiquen, sin anular necesariamente, esia fun- 

cion de transferencia. ASl 5e hara mas facil 

la caracterizacion de cual es la funcion normal 

correspondiente, y por 10 tanto, 1a de los ele 

mentos ribosomales participantes. En cambia, por 

65.- 



las limitaciones inherentes a su principio 

de aislamiento, los mutantes termosensib1es 

en dichas funciones en general deben anu1ar 

dicha funcion de trinsferencia. 

E1 segundo lagro importante de 

esta tesis, consiste en e1 estab1ecimiento 

(casual) de un metodo 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 hace ne 

cesario posiular nuevas formas de mutacion 

genica de caracterlsticas distintas a las 

que ya c o no c emo s , Por o t r a parte, si las prQ 

piedades de estos mutantes se interpretan 

en base a los mecanismos mutacionales corrien 

temente aceptados, deben postularse prople- 

dades del tRNA adicionales a las ya conOCI- 

dad. Esta tesis deja entrever varlOs camlnos 

para abordar este dilema, nos atrevemos a 

predecir que cualquier solucion a la interrQ 

gante planteada conducira a conocimientos e2$_ 

tremadamente interesantes. En todo caso, es 

oiro problema que queda abierto. 

66 .. - 
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CAPITULO V 

LISTA DE CEPAS 

A.- Cepas Bacterianas ~ . canonlcas.- 

Los slmbolos genotipicos usados se describen 
en la referencia 50. 

E 21 Hrf P4 X6, met B, arg UAG-E 21 
corresponde a un derivado no 
lisogenico de E 21 (lambda). 
Esta cepa se obtuvo del Dr. 
N Glansdorff,· a at raves de 

A I aim G h Y se n • 

X 90 Hfr H, lac Z UAG-X- 90,obteni 

da de RaGl Goldshmidt (51). 

AB 3113 Hfr AB 313, Ilv, thr, 'leu,rec A, 
sUP D, str A, obtenida del Dr. 

B.Devoret~ a traves de Alain 

Ghysen. 

CS H57B F- ~, leu, lac Y, pur E,~) 
.irJ2" his, arg G, mal A,str A. 
ill, mU, ilv met A. B. 
thi, ton B, sup D, (80) 

Obtenida del Dr. J. H. Miller, 

a t r a v s s del Dr. Jorge E. Allen 

de. (52). 

7003 Hfr H, leu- 3, obtenida de RaGl 
Goldschmidt. 
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WU 36.10 F- leu UAG, tyr UAA, tsx, 80 
resistente, lambda resistente. 

Obtenida del Dr. S. Person at 

traves de Alain Ghysen (13). 

LSS 446 Contiene el eplsoma Ft- 14 
suo U- • La cepa portadora es 

1 4 Hfr H ~, glu A, thi. Obteni 

da del Dr. P. Starlinger par 
Alain Ghysen. 

C 600 F- thr, leu, lac y, sup D,ton B, 
thi. Obtenida de Raul Goldshmidf. 

CEPAS BACTERIANAS CONSTRUIDAS 

La base de la denominaci6n es el orden de i~s 
cripcion en el cataloga. La sigla "SC" signi{ica San 

tiago de Chile. 

SC 54 F- trp UAG, lac UAG, abtenida 
como un derivado F- lambda sen 
sible de CA244 (lambda), proce 
dente del Dr. S. Brenner. Esta 

cepa fue constru~da por Alain 
Ghysen, as! como sus derivados 

supresores. 

SC 54.X SC 54 sup X. Los supresores .§...1!.Q 

~ y sup E, sup F,sup C,sup G, 
sup B Y Su+ 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. Construfda 

por Alain g Ghysen. 

SC 176 F-, t y r UAA 
Obtenida de un cruce semejante 
al indicado para SC 175. Cons 
trulda por Alain Ghysen. 

SC 178 Hfr H, lac Z UAA-X-90 l2m,str 
A, X-a Obten~da a partir de X90 
la mu t a c i o n lam se derive bus 
cando un derivado Mal-resisten 

te a lambda. Esie derivado X90 
lam se mutagenize con N, Nl 

dimetil nitroso guanidi.na sele£ 

cion~ndose un derivado esirept2 
micina resistente. En esie paso 
aparecie Ia auxotrofia X- (no 

seleccionada). Probablemente es 

un requerimiento de amino~cido. 

SC 180 Hfr H, lac Z UAA-X-90, met ~ 
Arg am E 21, sir A. Obtenida 
cruzando una fenocopia F- de 

SC179 con E 21, seleccionando 

recombinantes~ Mal +, X+, estreQ 
tomicina resistentes. 

SC 200 Hfr H leu UAG, met B, arg UAG 
E 21 str A. Obtenida transdu- 
ciendo a prototrofia al 1iso- 
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-geno 7003 (80 p sup F-G 82,UAG 2) 

(el cual tiene una mutaci6n no su 

presible en leu). usando PI kc cr~ 

cido en SC 175. EI derivado asf 

obtenido se cruzQ con una fenoco 

pia de SC 180, (seleccionando por 

Lac + y resistencia a estreptomi 

ci na) • 

SC 233 Hfr P4 x6, irp UAG, arg UAG-E21, 
met B, sup F, Construtda por la 

contransducci6n de trp UAG y sup F 
a E 21 (seleccion Arg+), usando 

PI kc crecido en SC 54 F. 

SC 238 Hfr H leu UAG, lac Z UAG- x- 90, 

str All Obtenida de cruzar SC 178 
con una fenocopia de SC ~OO (se- 

.. 
lecci6n Met +, Mal+; X+) • 

SC 296 F- trp UAG, arg UAG E 21, met B, 

sup F, sir A, rec I. 
Obtenida de Un cruce entre AS3113 

y una fenocopia F- de SC 233, se 

leccionando recombinantes ilv+, 

Thr+, Leu+, estreptomicina re~is 

tenteso De uno de 105 derivados 

Rec- as! obtenidos se busc6 un 

F- espontaneo. Los criterios de 

ausencia del factor F son a) no 

transmisi6n de los marcadores 

Thr+ y Leu+ a un derivado rif de 

C600 (selecci6n Thr+, Leu+, reSl~ 

tencia a rifamicina. 
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b) Resis-l:.encia al fago f1 
Cespeclfico para machos). 

La cons-l:.ruccion de o-l:.ras las 

cepas se describe en el -l:.ex-l:.o. 

CEPAS DE BACTERIOFAGOS 

Salvo en los casos indicados, -l:.odas las 

cepas aqul presen-l:.adas pro~ienen de la coleccion de 

la Universidad de Bruselas, y se obtuvieron a tra 

yeS de Alain Ghysen. Los slmbolos geno-l:.lpicos de 

lambda se describen en las referencias 53 y 54. 

lambda Obtenido de Raul Goldschmidt 

lambda cl Rever-l:.an-l:.e sus+ de lambda --- 
I ---- ! 

N - UI\(71 2 1 3 ; cr. 

lambda UAG-P 207 

lambda c42, UAG-P 3 

lambda: UAG-A 227· cl -l:.s 857 

lambda cll: UAG-R 5 

lambda UAG-Q 57 

lambda c I • UAG- E 43 , 
lambda c I I • UAG- R 216 , 
lambda c 2002; UAG-R 221 

lambda c I I , UAG-Q 203 

lambda UAG - N 213· cl 

lambda h - UAG- [\1 7 • -: 
cl 2035 , , 

lambda c I I 2038- UAG- 0 8 

lambda UAG- N 7,53; cl ts 857; UAG-O 29 
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lambda Imm 434 b p derivado de lambda imm 434, 
seleccionando po r placas 
grandes, por H. Murialdo. 

Lambda UAG - N 213· lmm 434, c I 3062 , 
Lambda b2· Imm 21 , 
Lambda Imm 21 

hy 4 

hy 6 

hy 64 

lambda h 80 

lambda h 80;A9 

': 

(~ hasta J de lambda; att 
hasta R de Phi 80) 

(A h es t a att de Phi 80; imm 

hasta fi de lambda~. Es un 
revertante UAG+ de hy 6 

U~G - P3. 

(hy 6; i mm 434, c I 3062; am 
N sus 213 ) derivado de un 

cruce entre hy 6 am P sus 3 

y,lambda am N sus 213; imm 
434; c I 3062. 

(~ hasta ~ de 80; att hasta 
R de 1 ambda). 

Obtenido del Dr. J.H. Miller, 

(52), a t r av e s del Dr. J.E. , 

Allende. 

Derivado "host rangefl del all 

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

derivado virulentD de Phi 80. 
Capaz de plaquear en lis6ge 
nos para 80. Es termoresis 
tente a 42Q C, 10 cual 10 di 
ferencia de todas las lineas 



80 P sup F, UAG 2. 

80 P sup F - AI; UAG 2 

80 P sup F - U80; UAG 2. 

I 
80 p sup F- A1U 81 UAG 
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de 80 que conozco. Obtenido 
de 1a misma fuente que lambda 
h 80, ll. 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 

MAT E R I ALE S y MET 0 DOS 

'A ) Me t! i 0 s dec u 1 t i v 0 • - 

1.- Procedencia de los reactivos.- Los medios 

de cultivo deshidratados, el agar y los colorantes 

provienen de l a casa "Difcot,!" Los am i no a c i do s , ba 

ses, colorantes, vitaminas y. antibi6ticos y el etil 

etano sulfonato provienen de la firma "SIGMA". La N 
N metil nitroso guanidina proviene de Kock-Light 

Laboratories y la rifa~picina, de Lepetit. 

Corrientemente 5e emplearon diferen 

tes marcas de sales y azucares, siempre de grado a 

na11~ico certificado. Los medio y reactivos 6e pre 

~araron en agua destilada con instrumental de vidrio. 

2.- F6rmulas.- Los medios s61idos contienen 

1,4% de agar. Los medios suaves para plaqueo de fa 

gos (agar-tapiz 0 "top agar") cantienen 0.7% de a 

gar. 

Medio mInima M 9.- Contiene por litro: 58 gr de Na2 

HP04 30 gr de K H2P04, 5 gr. de Nacl, 10 gr de NH4Cl, 

1 mg de clorhidrato de thiamina y 5 gr de azucar c~ 

rrespondiente. Las sales se preparan a 10 veces su 

concentracion final y se ajustan a pH 7.5 con NaOH. 

Los azucares se preparan a la concentraci6n de 10% 

p/v, y la vitamina al mg/ml. Los ingredientes se au 

toclavan separadamente y se mezclan antes del uso 

con la cantidad adecuada de agua esteril (medio 11- 

quido) 0 mezcla esteril de agua y agar (14 gr de a 

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



punta de ebullici6n (media s61ida). El media mini 

ma solido puede prepararse SIn azucar, S1 se desea, 

agreganda ~sta camo un aditiva sabre las placas sa 

lidificadas (ver "aditivosl1). 

Media rica Triptana.- Gontiene par litra: 10 gr. de 

triptana y 5 gr de Na Gl. 

Media rica 869.- Gantiene en 900 ml: 5 gr. de ex 

tracta de levadura, 10 gr. de triptana y 5 gr de 

NaGI. Despues de autoclavar se adicianan 100 ml de 

salucion de glucosa esteril al 10% p/v. 

Medio rico 853.- es 869 adicianado de KH2P04 (0.3 gr 

par litro final) y K2HP04 (0.7 gr/litra final). Las 

sales se mantienen en una so1uci6n patr6n esteril 

mil veces concentrada. 

Media rica EMB.- Gontiene en 900 ml: 5 gr. de NaGI, 

10 gr de triptana, 1 gr de extracto de levadura, 

14 gr. de agar, 2 gr de K2HP04, 0.40 gr de caSlna 

y 0.065 gr de azul de metilena. El fosfato y los cQ 

lorantes se disuelven separadamente en 100 ml de a 

gua, calentanda Sl es necesario. La mezcla se este 

riliza, y antes de usar se funde y se Ie agregan tOO 

ml de solucion al 10% p/v del azucar que se desea 

probar. 

Media para stab.- Gantiene par litra: 10 gramas de 

calda nutritivo (Nutrient Brath)~ 5 gr. de NaCl y 6 

gr de agar. 

Adiiivas.- Las aminoacidos se maniienen en solucio- 

nes patron esteriles con 5 mg/ml del l-amina~cido, 

y se usan a una concentracion final de 40-50 ug/ml. 
" 

La estreptamicina se usa a esia misma conceniracion 

final. La soluci6n de esta droga no puede ser auta- 
clavada. La rifampicina se usa des de una soluci6n 

patr6n en metanol (10 mg/ml) y se usa a la concen 

tracion final de 150- 200 ug/ml. Los azucares se 



preparan en soluciones patron esteriles al 

20% p/v y se usan a la concentracion final 

de 0.05% - 0.1% • Los aditivos se pipetean. 

sobre las placas y se esparcen con un "ras 

trillo" esteril. 

3.- Preparaci6n de placas.- 

£1 medio de cultivo, prevlamen 

te fundido y l1evado a ebullici6n, se deja 

enfriar hasta 60Q C Y vierte manualmente en 

placas de 9 cm de diametro. 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 practica se pueden veL 

ter placas con menos de un 5% de error en el 

volumen especificado. Despues de solidifica 

dos, las placas se almacenan a 4Q C y, antes 

de usar, se secan por I h~. a 37Q C en un hOL 

no de conveccion forzada. 

B.- Metodos de cultivo.- 

a) Suspension de bacterias.- Se centrifuga 

un cultivo de bacteria, y resuspende en Mg S04 I 

10 m M esteril. Esta suspensi6n se puede alma 

'cenar par meses a 4Q C. Las diluciones de esta 

suspension se realizan en la solucion descrita. 

b) Lisados de fagos lambdoides.- Se designa 

como fages lambeides-a aquellos capaces de even 

tualmente recombinar con lambda. Este grupo in 

cluye a 80, 434, 21 y 105 derivados hibridos 

1 am b d aim m 2 I, 1 am b d a J m m 434, h y 4, h y 6, h y 
64 lambda h 80, etc.- 



1.- Induccion por luz uliravioleta.- 

Se centrifuga 5 ml de un c8ltivo ex 

ponencial de lisogenos, y se resuspende en 2 ml 

de mg S04 10 mM. Se ponen en una placa y se i 
rradian hasia 70- 80% de supervivencia con 

una l amp ar a germicida (por e j ernp l o , "Sy l v a n i a" 
Germicidal Lamp, 15 W). Se diluye 1: 5 en Trip 

iona adicionada de Mg S04 hasta una concenira 

cion final de 10 mM. Se incuba 180 minuios con 

agitacion, a 37Q, se agrega 1-2 goias de HC CL3 

y se incuba con agitacion por 15- 20 minutos 

adicionales. El lisado se cenirifuga y almace 

na sobre clorofarmo, a 0-4% C en tubas hermeii 

cos. De esia manera el lisado pierde solo 5- 10% 

de su titulo por ana de almacenamiento. 

2.- Termoinduccion.- 

Aplicable a derivados c[ is 857 de 

lambda. Se incuban 20 minutos a 43- 44Q.C~5 ml 

de un cultivo exponen~ial de lisogeno, obienido 

a 32Q C. Luego se prosigue la incubacion a 37QC 

por 180 minutos, y el lisado obienido se proce 

sa como se describio en "Induccion por luz ul 

iravioleta!t. 

3.- Lisados Vegetativos. en Medio Liguido. 

Se toma una placa aislada de fago, 

cortando el !tagar Tapizll en sus alrededores, y 
se disgrega en 0.2 ml de suspension de bacterias 

permlSlvas~ Se permite la absorcion del fago por 

15 minutos a 37Q y se incuba en medio rico adi 

cional de Mg S04 hasta la concentraci6n de 10 mM. 



Luego se procede como se describio en "lnduccion 

por luz ultravioleta". 

4.- Lisados Vegetativos en Medio Solido. 

(IILisados de Placa").- 

Se coge mondadientes esteril con pln 

zas esteriles, y se pica una placa aislada de fa 

go. Se deja extraer el mondadientes en 0.5 ml de 

suspension de bacterias permisivas durante 15 mI 

nutos, a 37Q C. 5e agregan 2-3 ml de media lfqui 

do, con 10 mM de Mg S04 Y 3 mI. de agar tapiz fun 

diao. La mezcla se vierte sobre una placa fresca 

(con menas de 36 hrs. de vertida, i no desecada 

previamente) de medio solido. Durante las opera 

ciones anteriores no es necesario extraer el mon 

dadientes, quedando adherido por capilaridad a 

las paredes del tubo. La placa asf preparada se 

deja incubar por 8-16 hrs. a 37Q, con la super 

ficie hacia arriba. Para preparar el Li s a d o v s e a 

gregan 2 mI. adicionales de medio lfquido, con 

10 m M de Mg S04' a la placa y se deja reposar 1 
hr. a 37Q C, Y luego se traspasa Ia capa de agar 

blando y Ilquido acompanante a un tubo de centri 

fuga, en condiciones de esterilidad, ayudandose 

de una espatula de forma apropiada, esterilizada 

por flameo con alcohol. La mezcla se centrifuga 

y el sobrenadante se almacena como se indica en 

la seccion 1.- 

Se taman 5 ml de un cultiva exponen 

cial ~e la bacterias donantes (5 x 107 celulas 

mI) crecido en 869. 5e centrifuga y resuspende 

on 1 ml de ~J1Q SO~ 10 m M, Ca Cl? 5 mM e s t e r i L. 

5.- Lisados de fa~o PIke para Transduccion.- 



Se infecta con una multiplicidad de 3 - 5 con 

fago PI kc y se permite la absorcion por 15 

minutos. Luego se centrifuga y resuspende en 

5 ml de 869 contenido-IO m M de Mg S04 Y 5 mM 

de CaC12 • Se incuba hasta que se produzca la 

Iisis (No por mas de 180 minutos) manteniendo 

agitacion a 37Q C. El lisado se procesa como se 

indico en "1nduccion por luz ultravioleta". 

C.- Titulacion de fagos.- 

1.- Titulo aproximado.- Se preparan tubos de 

dilucion con 5 ml del medio utilizado para cre 

cer el fago, y una placa de media rico) con un 

tapiz de bacterias permlslvas preparado con 3- 

4 ml de " agar- tapiz " y 0.5 ml de suspension 

de b ac t e r' i a s , EI agar-tapiz" se lleva p r e v i arn ejj 
te a ebullicion y luego se deja enfriar hasta 

5-55Q C, Se hacen diluciones seriadas del lisa 

do (10-2, 10-4, 10-6), tomando en cada caso 0.100 

mi en un sector del tapiz. En el tapiz deb en qu~ 

dar finalmente gotas del Iisado y de las tres 

diluciones senaladas, en sectores separados. 

Despues de 16 horas de incubacion, se estable- 

ce el tItulo en base a las placas que crecen en 

los sectores. El tltulo aSl obtenido tiene error 

por un factor de 2-3, e exactitud suficiente pa 

ra la mayorla de los propositos practicos). Esta 

forma de titular es rapida y requiere poco mate 

r i a 1 • 

2.- TItulo exacto.- Se hacen diluciones ade 

cuadas del lisado, en base al tItulo aproximado, 

y se mezcla una alfcuota conteniendo de 50 a 200 



fag 0 s con '0. 5 mId e sus pen s ion deb act e ria s • 

En el caso de PI ' la suspension debe conte 

ner ademas 5 m M Ca C12, se debe permitir la 

absorcion 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. Despues de que esia solidifique se incuba 

a 37Q por 16 horas. 

D.- Aislamiento de clones puros, ollclonajen• 

1.- Bacterias.- Un cIon bacteriano obtenido 

de un procedimiento de se1eccion cua1quiera 0- 

peracionalmente se considera como geneticamen 

te puro cuando ha pasado, por 10 menos por un 

cicIo de purificaci on hasta co1onias ais1adas 

en condiciones selectivas, y por otro cicIo se 

mejante en condiciones no selectivas. La puri 

ficaci6n se realiza restregando una pequena 

cantidad de 1a bacteria sobre placas del medio 

adecuado, con una a1ambre esterilizado a 1a 

llama. E1 tipo de alambre mas adecuado es e1 

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 

p 0 r pIa c a tI s tan dar d II (9 c m d e d i a m at r 0 ) • 

2.- Fagos.- Se purifican plaqueando diluciones 

adecuadas en el tapiz de la bacteria adecuada 

o bien restregando suavemente una porcion del 

lisado con un alambre de platino de 0.1 mm de 

grosor (0 menor). ASl pueden purificar hasta 10 

colonias por placa !lstandard". 



£) Examen por replicacion de placas.- 

Este metodo es inapreciable para el 

examen rapido de marcadores. Se realiza sembra~ 

do parches de 4 mm en una placa de medio rico, 

con un alambre esteril embebido en bacterias 

crecidas en medio solido, cuidando de dejar una 

pel1cula mas 0 menos uniforme de bacterias. La 

placa as! preparada (con no mas de 100 "parchesll 

por placa ~tandard) se incuba hasta que_el cre 

cimiento de los parches sea nitido (6 a 16 hrs.), 

pudiendo entonces ser usada como matriz de re 

plicacion. Para esto se imprime en terciopelo es 

teril extendido en un blogue cilfndrico de tamano 

adecuado. Desde el terciopelo pueden sacarse de 

5 a 8 r~plicas en las placas reveladoras adecua 

das. Los trozos de terciopelo (el optimo es la 

felpa de lana con pelos de 2 - 3 mm) se cortan 

en cuadrados de 15 a 18 cm. se lavan con agua CQ 

rriente y agua destilada (nunca can detergent e) 

y se autoclavan una vez secos, antes de ser usa 

d o s , 

F) Cruces bacterianos.- 

1.- Analisis de rutina del caracter H fr.- 

En una placa de 853 se siembran parches del H fr 

a probar, se incuban 4 0 5 horas a 37Q C Y se re 

plican sobre una placa de medio selectivo adecua 

do, sembrada con suspension de la cepa F- adecua 

da (108 bacterias pof placa)~ La seleccion de re 

combinantes debe realizarse para un marcador in 

traducido tem~rano par el Hfr. La constraselec 

cion del macho debe preferentemente realizarse 

por estreptomicina ° rifampicina para impedir el 



crecimiento por sintrofismo. 

2.- Cruces Hfr x Hfr. El Hfr receptor se culti 

va en 853 (5 ml) con aireacion, por 24 hrs obte 

n i e n d o s e a s i una IIfenocopiaY F- de e s t e , 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 proporcion 

de 1 volumen de donantes por diez de receptor. Se 

incuban sin agitar por el tiempo requerido para 

la entrada del marcador deseado, y se termina el 

cruce plaqueando la diluci6n apropiada en medio 

selectivo. Para permitir la segregacion de mar 

cadores de expresi6n fenotipica lenta (como str A-) 

se diluye Ia mezcla conjugante en Triptona (1:50 0 

1: 100 ) Y se incuba hasta saturaci6n. 

3. Cruces Hfr x F-~ Se precede come en caso 

anterior pero usando como receptor un cultivo ex 

ponencial de la cepa F-. 

4. Cruces por transduccion con PI kc. Se infec 

ta 1a cepa receptora (en forma de suspension en 10 

m M Mg S04 Y 5 MM CaCI2, proveniente de un cultivo 

en 869 con un lisado de PIKc obtenido en la cepa 

donante (109 - LSID fagos por ml). Se usa una muI- 

tipIicidad de infecci6n de 0.1 a 0.01. En la prac 
tica es conveniente lograr la multiplicidad corre£ 

ta de infeccion realizando las diluciones de fago 

directamente en la suspension de receptores. Se 

deja adsorber por 15 minutos a 37Q C Y se siembra 

en placas selectivas. 



G.- Lisogenizacion de fagos lamboides. 

En un "tapizll de bacteria se deja una 

gota de dilucion de fagas (106 fagas por ml) A las 

16 hrs. de incubacion se pican bacterias de la zo 

na de lisis, y se restriega~ hasta lograr colonias 

aisladas, en una placa de media rico. 

En las colonias aisladas se prueban 

los marcadores relevantes del fago (inmunidad~ su 

presor) ya sea por replicaci6n de placas 0 por crQ 

zar una estrla del lisogeno purificado sobre una 

estria perpendicular del fago adecuado. La liso 

genizacion de los derivados ocre de 80 P sup.F am 

sus 2 se hace seleccionando por la entrada del su 

presor en el lisogeno. 

H.- "eura" de lisogenos para lambda. 

En un tapiz de lis6geno se deja caer 

una gota de dilucion de lambda b 2, imm 21 (106 g 

fagos par ml). Se aislan y purifican las bacterias 
< 

supervivientes de la zona de lisisJ y se prueba su 

inmunidad haciendo estrtas de ~stas, cruzando sabre 

una estrla de lambda cl. Las bacterias que resul 

tan no inmunes par esta prueba, se examlnan par l~ 

munidad a lambda in mm 21 poniendo gatas de dilu 

cion de este fage sabre un tapiz de la bacteria 

"curada" de lambda. (lambda b 2, imm 21 puede li 

sogenizar, aunque a baja eficiencia). La eficien- 

c i a general del proceso de "cura es mejar que el 

50% de los supervivientes analizadas. 

I~- Inducci6n en placas de fagas transductores 

de supresor (11). 

Adecuado para examlnar per replicaci6n 

~p. olacas a faQos transductores. Los lisogenos se 
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siembran en "parches" en una placa de medio rIco, 

se incuban 3 hrs. e inducen por luz ultravioleta, 

irradiando con una dosis que ~ermita un 70-80% 

de supervivencias dela cepa silvestre. Se incu 

ba 3 hrs. adicionales y se matan las celulas s~ 

pervivientes colocando sobre la tapa invertida 

de la placa una "p Lan ch e t a " (de las de contador 

de centelleo con flujo de gas) con 1 ml de He C13• 
Sobre esta se coloca la placa madre y se incuban 

e1 conjunta a 37Q C por una horae Luego los fagas 

se replican a placas sel~cfivas sembradas con h 
108 celulas reveladoras. 

~. Espectro de supresion.- 

Las cepas a examinar se inoculan en 

0.5 ml de triptona e incuban par la noche. Luego 

se incuban con agitacion por 4 0 5 hrs. mas, hasta 

la saturacion del cultivo. Se agregan tres ml de 

"agar t ap i z " f u n d i d o , preparado en Tr i p t o na , So 

bre los tapices se agregan gotas de 0.003 a- 0005 

ml de diluciones de fago (1 x 106 fagos por ml). 

Despues de que las gatas se han absarbido, se in 

cuban las placas por 16 hrs. a 37Q C. Se pueden 

distinguir cuatro grados de lisis en las zonas 

infectadas. 

a) Lisis total, senalada con (+) en 

las Tablas. 

b) Lisis parcial, en la cual se obse~ 

van placas aisladas ;de fago, s efi a l a d a con el Slg 

no (+). 
c) Lisis pobre, caracterizada per li 

SIS en e1 lImite de la capacidad de deteccion VI 

sual. Frecuentemente e1 test aparece como negati 

"'"' on lnc: rluolicados •• Se s e fia l a con e1 signo (P) 
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Ausencia de lisis, senalada con el signo (-). 

El comportamiento del espectro de supresion, 

seRalado en las Tablas 1 y 2, e& bastante es 

table al cambiar la cepa portadora del supre 

s o r , El comportamiento de algunos fagos (esp~ 

cialmente sus 221, sus 3, sus 203 y sus 43) 

puede cambiar manteniendose el patron general 

de crecimiento de los otros fagos, si en la c~ 

pa existen mutaciones en Str A y mal A. 

K.- Prueba del fenotipo Rec. 

1.- Por replicacion d~ placas. Se irradia una 

replica en medio rico con una dosi~ de luz ul 

travioleta que de 70 a 80% de supervivencia en 

la cepa silvestre y se incuba 16 horas. Las c~ 

pas rec A no crecen en esta prueba. 

2.- Per estrlas.- Se irradia en las condicio 

nes anteriores, una placa dende se han heche e..§. 

trlas de la cepa a probar, despues de cubrir la 

mitad de la placa con una l&mina de cartoni pa 

pel, metal etc., de modo que su borde recto qu~ 

de perpendicular a las estr{as. "Despues de 16 
horas de incubacion, en las estrfas de cepas 

rec A- no crece (0 crecen unas po cas c61enias 

resistentes a la irradiacion) la parte irradia 

da. Esta prueba permite distinguir la presencia 

o ausencia de rec A- aun cuando la cepa portado- 

ra sea lisogenica para fages lamboides induci 

bles por luz ultravioleta. 

L.- Mutagenesis de bacteria.- 

1.- Mutagenesis per N.N' metil nitroso guanidi 

na Cadaptado de referencia) 5Q5.). 

C:c +"m::> lin rill + ; v o rlp. 1M b a c t e r ia a 



-tacionaria, crecido en 869, Se centrifuga, 

resuspende y lava en medio volumen de tampon 

T M 6 (0.6% tris, 0.06% ~cido m~leico, 1,1% de 

(N H4)2 S04' 0.01% Mg S04' 0.05% de citrato 

de Na, ajustado a pH 6.0 can Na OH) esteril, 

par dos veces consecutivas. Ados ml de dicha 

suspension se agregan 0.2 ml de solucion re 

cien preparada de N-N' metil nitroso guanidi- 

na (3 mg por ml). Se deja 15 minutos a 30Q C (0 p 

(0 por 20 minutos a temperatura ambiente). 

Se centrifuga y se lava dos Veces en TM6, y 
luego se diluye 1:10 en Triptana, incub~ndo- 

se a 37Q C can aireacion para permitir la e~p 

presion fenotlpica de las mutaciones praduci 

das. 

2.- Mutagenesis par etil etano sulfonato.- 

Se crece un cultivo hasta 2 x 108 

c~lulas por ml en media mInima glucosa. Luego 

se centrifuga, se lava y resuspende en la ~i 

tad del volGmen original de media mfnimo sin 

fuente de carbono, hecho 0.2 M con Tris-sulfa 

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

sulfonata a 2 ml de suspension y se agita y me~ 

cIa vigarosamente_ Se cultiva con agitacion 

par dos horas a 37Q C. Se diluye diez veces 

en media rico y se deja crecer par tada una 

nache. 

M~- Mutagenesis de fagas par N-Nt metil nitra 

saguanidina.- 

Se crecen hasta Ia 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 Mg S04 10 m M 

y se infecta con bacteriofagos ,a una multl 

plicidad de tres fagas por bacteria, deja,!2 

dolos adsorberse por 15 minutos a 37Q C. 

Se centrifuga y lava dos veces con TM6, y 

se resuspende en este mismo tampon. Con e2 

ta suspension se procede como se describio 

en If Mutagenesis de bacteria por N-Nt metil 

n i t r o s o guanidinall resuspendiendo al final 

en cinco volGmenes de Triptona 10 m M en 

Mg S04- Se incuba hasta que se observe li 

sis. (pero no mas de cuatra a cinc6 horas). 

Luego se procesa e1 lisado como se descri 

bio en Iflnduccion por luz ultravioletall• 

N.- Determinacion de frecuencia de 
. , 

reverSIon. 

Se mOJa y escurre un alambre de 

platina en un cultivo de bacterias en medio 

liquido, y se inocula 2 ml de medio rico, 

fresco puesio en tubos de centrffuga. (El 

inoculo, hecho de la manera indicada tiene 

menos de Clen celulas). Se cultiva can agi- 

tacion por la noche, y se centrifuga, lava 

y resuspende en el mismo volGmen original, 

a la decima parte de este, segun la frecuen- 

cia de reversion de la cepa, previamente me~ 

dida en un esperimento pilato. La suspension 

as! obtenida se p~aquea en medio selectivo 

titul~ndose, paralelamente, una alfcuota 

de esta en media rico. 
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