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RESUMEN

El wvirus satélite F4 ha sido clasificade como un bacteriéfago
defectivo, pues depende de otro virus, el colifage P2, para su
desarrollo litico. FZ provee las funciones de lisis celular vy
morfogenéticas necesarias para el ensamblaje de la cabeza vy cola de Fa4.
Una mutacién espontanea Unica de P4, denominada virl, permite su
propagacién como plasmidio, al mismo tiempo gQue una copia de F4 es
integrada dentro del cromosoma bacteriano. La doble caracteristica de
fago y plasmidio hacen este sistema muy atractivo, por su uso potencial
como vector de clonamiento, vy porque permite estudiar la regulacién de
P4 en ausencia de P2. El objetivo de este trabajo fue  estudiar las
propiedades generales de F4 como plasmidic (pF4), tales como su nimero
de copias, modo de replicacidn y su estabilidad; vy se propuso ademéas
analizar las propiedades del sistema pP4, como son la expresidn de los
productos geénicos de pF4 y las funciones de P4 necesarias para la
mantencion del plasmidio.

Se encontré gue el numero de copias de pF4 depende de las condiciones
de crecimiento de la bacteria. Células crecidas en med:o LE (Luria
Broth) con glucesa y oxigenacidn a 37°C, presentan un numero alto de
copias (30 a 40 por cromosoma equivalente). La ausencia de glucosa,
falta de oxigenacitn y temperaturas de crecimiento de 30°C disminuyen el
numero de copias a 1-2. Se demostrd que el efecto de las condiciones de
crecimiento sobre el numero de copias de pF4 es producido a nivel de la
replicacion del DNA, vy es una propiedad genética de F4. Esto vltimo se

demostré con una mutante construida in vitro, P4&4§inv9viri, la cual
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perdio la dependendencia del nimeroc de copias por las condic:ones de
crecimiento, encontrandose invariablemente un numero alto de copias,

La replicacién de pF4 se analizé desde dos aspectos: funciones de pFa
necesarias para su replicacidn, vy funciones del hueésped necesarias para
la replicacion del plasmidio. El producto genlco « Que corresponde a una
primasa putativa, es necesario para la replicacidn de pF4. Se uséd una
mutante termosensible de F4 en «, encontréandose que a temperaturas no
permisivas {(42°C) no hay replicacién del plasmidio. La copia integrada
en el cromosoma se mantiene en las condiciones no permicsivas, vy el
plasmidio puede ser reinducido al cambiar las células a la temperztura
permisiva (37°C). Por otra parte, usandoc mutantes condicionales letales
dna ts. se encontrd que el plasmidio no necesita las funciones dnaf,
dnaB, drabt implicadas en la iniciacién de la replicacién del DNA, perc
Si necesita del gen dnaeE, Qque codifica para una subunidad de la DNA
polimerasa III.

Se determin® que para mantener pF4 en forma estable, es necesar:iz la
integracion de una copira de F4 dentro de! cromosoma bacter:anc. Este es
el primer casc descrito en que el mecanismo de estabilidad de wun
plasmidic requiere una copia "maestra” en el cromosoma bacteriano. &e
construydé un derivado de F4, ligando un gen gque confiere resietencia a
kanamicina al <fragmento AD de £coRI, el cual contiene les. funciones
necesarias para la replicacidn de P4, y el sitio att, donde ocurre la
recombinacidn con el cromosoma bacteriano. Sin embarge, este derivado es
defective en integracion, pues carece del gen int. Este plasmidipo

puede mantenerse indefinidamente en numerpo alto de copias sélo en
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presencia de kanamicina. Cuando este agente selectivo era retirado del
medio, el plasmidic segregaba, curdndose las células de F4, Experimentops
de complementacién mostraron gue cuandc se tuerza la integrac:on de este
derivado de P4, este plasmidio es mantenido en forma estable en ausencla
del agente selectivo.

Se estudiod la expresio6n génica de pP4 en presencia y ausencia de F2.
En el primer caso, se hicieron pruebas fisiclogicas intectande con F2 vy
mutantes de P2 las cepas que llevan pP4. Se encontrsd que pFé4 podia
suprimir polaridad (funcidn psu), transactivar a F?Z (funcion &) vy
dirigir la formacién de capsides pequefes (funcién £id), perc que no
interferia con el desarrollo litico de FZ (leo cual habia sido observado
en el fago P4). Estc llevd a pensar gue existia une expresien genica
diferente a la observada en el fago. Se examinaron los niveles de los
Productos genicos de pF4 en ausencia de FZ, para lo cual se construyé la
cepa que lleva el plasmidio en un huésped uvrA. @1 irrad:ar las células
con luz wultravioleta el nivel de sintesis de proteinas bacteriana
disminuye en un grado mayor que la del plasmidio. Los productos génicos
de pF4 se detectaron mediante electrpforesis en geles de peliacrilamida
de un extracto marcado con [3®S)l-metionina. A diferencia de lo observado
en el fago, las proteinas a (primasa) y psu no son detectables, vy 1la
proteina sid estd en cantidades bajas. Los niveles de ia proteina Z, que
es no esencial para el desarrollo litico de P4, son altos, comparables a
los encontrados en la infeccidn viral. La disminucién o carencia de psu
en el sistema pP4, es predecible en un modelo en que esta proteina actua

como un antiterminador de la transcripcion.
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Las proteinas psu vy sid se han relacionado con procespos de
antiterminacion de la transcripciédn, los cuales son importantes en la
regulacion de F4. El estudio de estas tunciones se facilitd enormemente
mediante el uso de fagos-plasmidios derivados que llevan los genes psu y
sid (fragmento AD de £coRI) ligado al gen kanamicina. Fara probar 1la
actividad antiterminadora de pP4, se usd un huésped en el cual se ha
fusionado el operdn del triptéfano (dejando intacto el terminador) con
el operodn de la lactosa, del cual parte del promotor estéa ausente., El
tenotipo de esta cepa es lac~, porgue la transcripcién termina en el
terminador del triptéfano y no puede ser reiniciada en el cperon de la
lactosa, aun cuando los genes estructurales de este operén estan
intactos. En presencia de pF4, no hay terminacién de la transcripcidn en
este terminador gue es rho-dependiente, v la cepa bacteriana que lleva
el plasmidio es ahora lac*, @1 utilizar plasmidios derivados con
diversas mutantes de F4, se determing que el gen recsponsatle de esta
actividad es psu. FPara demostrar que sdlo psu poseiz esta actividad, se
usé un derivado del plasmidio pBR3IZS en el cual se ha clonado el gen
psu, encontrandose una fuerte actividad antiterminadora en la cepa
transformada con este plasmidio. Se construyéd ademas una cepa huésped
represible para el operdn del triptéfano, y se comprobo que la expresién
de p-galactosidasa es dependiente del operén del triptofano, lo cuel
implica la presencia de un solo mensajero comprendido desde el operdn
del triptdfano hasta el operén de la lactosa.

En resumen, los resultados de esta tesis muestran que la propagacién

de pP4 estd regulada por sus propios productos genicos. Psu es un
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antiterminador de la transcripcidn gue aparentemente interactiia con el
factor rho: o es necesario para la replicacidn de pP4, mientras que int
le confiere la estabilidad. El control del numerc de copias por las
condiciones de crecimiento del huésped estd mediada por el circuito
génico psu-d-sid e int. Esta tltima propiedad., vy la dualidad de F4 de
propagarse comc tago o plasmidio, proveen a este sistema con ventajas

unicas en su uso como vector de clonam:ento.
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ABSTRACT

Satellite phage P4 has been class:fied as a defective bacteriophage
because 1t depends on a lysogenic or coinfecting helper such as
caliphage P2 in order to undergo lvtic development. P2 acts as a helper
by providing the reguired gene products used by F4 for cellular lye1rs
and for the assembly of its capsid and tail. Recently, it has been
demonstrated that a single spontanecus mutation allows stable
propagation of F4 as a plasmid. At the same time, there is a copy of F4
integrated into the host chromosome. Because F4 can replicate as a
phage or as a plasmid. the study of this system 1s very attractive
because of its potential use as a cloning vector. Furthermore. it allows
the study of P4 in the absence of P2, The aim of this work is to examine
the properties of F4 plasmid such as copy number, stability and
replication, as well as the properties of the pP4 system, such as the
expression of pP4 gene producte and the P4 +functions necessary +or
plasmid maintenance.

The pF4 copy number 1s found to depend on cellular growth
conditions. Cells grown in LB (Luria Broth medium) with gluceose at 30°C
and aeration present a high copy number (30-40 per chromosomal
equivalent). Lack of glucose, lack of zeration, and growth temperatures
of 30°C diminish the copy number to 1-2. The effect of growth conditions
upon copy number is demonstrated to be at the level of DNA replication.
Thie 1is a genetic property of the P4 system. determined by the use o+t
P4édinv?., This 1s a mutant constructed in vitro, which has lost the copy

number dependency on growth conditions, and it is always found in the
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high copy number state.

Two aspects of pF4 DNA replication are analyzed: the pF4 +$unctions
which are necessary for 1its replication. and the hest functions
necessary tor the plasmid replication. On one hand, the gene product «,
which codifies for a putative primase is found to be necessary for pF4
replication. A temperature-sensitive mutant in o ie used, and when
cells are grown under non-permissive conditions (42°C) no plasmid
replication is observed. The copy integrated into the host chromosome is
maintained in the non-permissive condition: the plasmid can then be
reinduced by shifting the cells to 37°C. On the other hand, by usi1ng
dna tsr mutants it 1€ determined that the plasmid does not reguire the
dnaf, dnak and dnak genes involved in DNA i1nitiation. but reguires the
dnet gene which codifies for a subunit of DNA polymerzess II1.

For pF4 stable maintenance the integration of a copy intoc the host
chromosome 1is necessary. This is the first case wherein a mechanism
involving a master copy for stable plasmid maintenance is described, @
P4 derivative having the £coRI:AD fragment ligated to a kanamycin gene
was constructed. This plasmid contains ell the necessary +unctione +or
F4 DNA replication and the att site in which recombination with the host
chromosome is produced. However, thie plasmid 1is defective in
integration because the'int gene is deleted, and can be maintained
indefinitely as a high copy number plasmid only in the presence of
kanamycin. When kanamycin is taken out of the culture, the plasmid
segregates and the cells are cured of pF4. Complementation experiments

show that when integration is forced, this plasmid is maintained stable




in the absence of kanamycin.

pF4 gene expression 1s studied in both the presence and the absence
of P2 In the former case physiclogic tests with pFP4 strains
superinfected with F2Z and F2Z mutants have been done. pF4 can suppress
polarity (ps¢ function), transactivate (& function) and direct small
gize caps:d formation (s5i¢ function), but it is unable to interfere with
F2Z lytic growth (which is observed in the F4 phage). This suggests that
the plasmid gene expression is different to the phage. The levels of pF4
gene producte in the absence of FZ are examined. For this purpose the
plasmid strain is constructed in a ¢vrd host. When these cells are
irradiated with UV light, the host protein background diminishes and 1t
l1s possible to detect the F4 gene products throuagh electrophoresis of a
[¥98)-methione labeled extract. In contrast with the phage, prote:ins o
(primase! and psu are not detected, and the eid protein is in small
amounts, The non-essential protein Z ie present in an amount similar
to that found in the phage state. The lack of the psu protein is
consistent with a model in which thie protein 1s a transcription
antiterminator.

Fsu and sid proteins have been related with transcription
antitermination, a4 process which appears to be important in F4
regulation. The étudy ot these functions 1s facilitated with the phage-
plasmid derivatives carrying the psu and sid genes (EzoRI:AD fraament)
ligated to a kanamycin gene. By using a host strain in which the
tryptophan operon (with the terminator intact) is fused with the lactose

operon with a partially deleted promoter, the pP4 antiterminator

nA




activity is tested. The strain phenotype is lac— because transcription
ends in the tryptophan terminator and cannot be reinitiated in the lac
operaon although the structural genes for this operon are intact. There
is no transcription termination in this rho-dependent terminator in the
presence of pP4, and this strain is now lac*, By  utilizing plasmid
derivatives with different mutations, it is determined that the gene
responsible of this activity is psu. A stron@ antitermination activity
is found when using the psu¢ gene cloned in pBR325. & host-repressible
for the tryptophan operon is constructed, and the expression of f-
galactosidase activity is found to be dependent on the tryptephan
operon, implying the presence of only one transcript from the tryptophan
operan to the lactose operon.

To summarize, the results of this thesis demonstrate that pPé4
propagation is regulated by its own gene products. Psu is a
transcription antiterminator which apparently interacts with factor rho:
% is necessary for pP4 replication, while int function is related with
pP4 stability. The copy number contrel by growth conditions is mediated
by the gene circuitry psu~-8-sid and int. This property. and the capacity

of F4 to propagate either as a phage or plasmid provide this system with

unigue advantages in its use as a cloning vector.




INTRODUCCION

Caracterizaeci6n inicial de F4

F4 +fue identificado originalmente como un virue satélite defectivo,
ya gque forma places de lisis en £. co/: solamente en presencie de FZ o
fagoes relacionados con FPZ., P4 es dependiente en su desarrcllo litico de
las 18 funciones morfogeneéticas v de lisis celular conocidas pera FZ2
(Six y ¥lug, 1972: Gix, 197%). PZ provee estas funciones vyea €e2 en una
coinfeccidn con F4, o cuando F4 intecta una cena lisogénica de FZ,
Debide & que P4 usa las proteinas estructurales provicstas por FZ, se
espera gque ambos sean e€imilares morfologicamente. De hecho., las colas
de ambos fagos son identicas en tamano, estructurs y composic:on {(Inman
et al/.. 1971: Goldstein et a/.. 1974; Barrett et a/.. 1974). La capsice
de P4 es sbdlo un tercio del tamafme de la de FZ (Inman et a/., 1971;
Shore ot a/.. 1978), vy al igual que este fago es de +orma icosahedral,
pero s@lo mide 450 A de didmetro. Esta diferencia en tamafo de cépside,
refleja la diferencia en el largo del DN& de esteos dos fagos, vya gue el
DNA de P4 (7x10® daltons) es un tercio del tamafic del DNA de FZ (Inman
et a/., 1971: Goldstein et 2/.., 1974). El DNA de P4, al igqual que el de
FZ., es de doble hebra v no permutado. con extremos cohesivos de 19
parés de bases de DNA de hebra simple. Los extremos cohesiveos de ambes
fagos son idénticos, vy & excepcion de esto no existe homologia entre
ambos DN&s (Lindgvist, 1974), lo que indica que P4 no es una mera

delecién de PZ.




funciones genéticas codificadas por P4 y su relacibn con PZ

Hasta hace poco. el fago P4 se habia estudiade en gran medida en el
contexte de la infeccién litica dependiente de FZ. Este entoque
proporciond bastante informacion en cuanto 2 las funciones tisiolégicas,
patrones de expresidn, vy tamafc de varipos productos genicos codificados
por P4, asi comoc la localizacién de los genes correspondientes en el
mapa genético de F4. Una excepcion son los productos génicos « y 2, los
cuales aparentements no tienen relacidn con FZ. E! oen x codifica para
una proteina de BE.O00 daltone, requerida por F4 para la replicacién de
su DNA, 2 la que se le atribuye una actividad de DNR primasa (Barrett et
al., 1972: bibbs et a/., 1973). El producto génico « es expresado en
niveles altos tanto en etapas tempranas como tardias en 1z infeccion
viral. El producte génico 2 es una proteina de 45,000 daltons no
esencial para el desarrollo litico de F4, de funcidn desconocida v aque
se expresza en niveles altos durante tode el transcurso de la infeccisn
viral (Barrett et al., 1976; Kahn et a/., 1980),.

Comc <=e dijo anteriormente. var:ips productos génicps de F4 se han
estudiado en relacién a2 su interaccidn con FZ, pues F4 actie como un
elemento regulatorio en trans sobre F2, vy altera la expresidén de éste
para favorecer el ciclo litico de F4. Se pueden reconocer al mencs
cuatro  funcionee frans regulatorias ocue se describiran a continuacion
(ver prop:edades y localizacién en el mapa genético en Tabla-Esgquema 1).

El gen sid codifica para una proteina de 27.000 daltons, que es
esenclal para la determinacidn de cépsides pequefias (Shore eof al., 1978;

Geisselsoder et a/., 1982). Sid ejerce un control regulatoric sobre la




Tabla-Esguema 1

Propiedades relevantes de algunas funciones codificadas por P4

Funciones genéticas
codificadas por P4

T

psu

Indispensable para la replicacidn del DNA
de P4. Se cree ec una DNA primaca.

Actua en trans csobre el genoma de F2.
activando los genes tardios de éste. cuando
el propio P2 es incapar de hacerlo. Una
mutante &~ no produce la proteina sid en
ausencia de PZ.

Desreprime al profago de FZ.

Suprime polaridad transcripcional asociada
a mutaciones ambar en operones
policistrénicos de FP2. Actua en cis eobre
F4, modulando la exprecsidn de =.

Dirige la formacidén de cépsides peousfes,
gue emcacan el genoma de P4, Tiene un
efecto pleiotrépico sobre el gen &, vya que
una mutante sid es tambieén 6,

Maps genético de P4




expresion de las subunidades de la céapside de P2 2 nivel
transcriprional, presumiéndose que es un antiterminador aue actvia sobre
los operones morfogenéticos de P2 (beisselsoder et al., 1978)., Se cree
qQue por este efecto en la transcripcion de P2, P4 interfiere con el
ensamblaje de la cdpeide de P2, 1o gue resulta en una reduccién del
tamafio de explosidn de éste, ya gue =1 genoma grande de F2 no puede ser

encapsidado completamente en las cdpsides pequefias de P4 (Diana et a/.,
1978). La mutante Ambar P4sidl es incapaz de dirigir el ensamblaije de
las capsides pequefias de P4 (Shore et al., 197B), y no interfiere con el
desarrollo litico de P2. Esta mutante dirige el ensamblaje de capsides
del tamafic de P2, vy 2] genoma de F& epe empacado en forma de dimero 6
trimero. El efecto de la mutacion sid es parcialmente revertido cuando
P2 y P4sidl coinfectan un hudsped defectivop en el facteor rho., Cuando la
terminacion de la transcripcidn mediada por rho es defectiva, F2 produce
un namero significativo de cipsides pegquefias (beisselsoder et al.,
1978}. Esta mutacion ejerce un efecto pleiotrépico sobre el gen &, vya
que la metante sid ec ademds incapar de transactivar 2l fago P2.

En una coinfeccion de P2:P4 en forma simultanea, los tamafios de
explosidn son similares, pero 21 tamafo de explosién de P2 e=sté reducido
en un sexte con respecto al que normalmente se encuentra en ausencia de
P4, Cuando P2 preinfecta al huésped 10 minutos antes que F2, el tamafio
de explesidn de P4 es 300 veces mayor que el de F2, v el de P2 es S00
veces mas pequefio que el nivel normal. Cuando P4 preinfecta 20 minutos
antes que P2, virtualmente no hay produccién de P2 (Diana et &/., 1978).

La mutante sid no interfiere con el desarrollo de P2, lo que sugiere que
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el tiempo de expresidn del producto €id es critico en la interferencia
del desarrollo litico del fago PZ.

Otra de las funciones regulatorias de P4 estd codificada por el gen
psu, de pesc molecular 20.000, y cuya mutacidn causa una reduccidn de 2
a & veces del tamafo de explosidn de P4 durante el desarrolle litico
dependiente de P2 (Sauer et &/.., 1981). Al igual que sid, psu parece
actuar a nivel de la terminacién de la transcripcién mediada por rho, en
trans sobre el agenoma de F2. FPsu suprime pelaridad transcripcional
asociada @ mutaciones Ambar en operones policistrénicos de FZz.
permitiendc que FZ2 sobrevenga estas mutaciones que de otra manera
bloguearian la expres:ion de genes morfogenéticos o de lisis, que ce
encuentran dictales a estas mutaciones (Sunshine et &/., 1976: Sauer et
a/., 1981). La proteina psu tiene ademds un efecto requlatorip en cis
sobre P4, Después de la inteccién viral, ee produce la sintesice de la
proteina o durante los primeros 15 minutos la cual cesa abruptamente.
parz s=ser reiniciada después de los 60 minutos de la infeccién (Les,
1981). La reiniciacion de la sintesis de la proteina o« es dependiente
del gen pse, vya que mutantes en este gen no la presentan (Lee vy
Goldstein, 19BZ). La reiniciacion de la sintesis de la proteina a se
produce 1inmediatamente después de la aparicidn de la proteina psu. El
efecto de la mutacidn psu sobre x puede ser parcialmente revertide en un
huésped rho defectivo. Lee y Goldstein (198%) proponen un modelo en el
cual la accion antagonica de psu sobre el factor rho permitiria la
reiniciacion de la sintesis de o.

El gen € estd implicado en la desrepresion del profago de F2




(beisselsoder et a/., 1981). A pesar de ser hetercinmune, P& puede
crecer en celulas lisogénicas para P2, desreprimiendo al profago (Six v
Lindgvist, 1978) y permitiendc la expresidn de los genes temprancs A v R
de PZ, los cuales a su vez permiten la replicacién unidireccional ip
situ de P2 (Geisselsoder et a/., 1981), vy la activacidn de los genes
necesarios para el ensamblaje del fago. La mutante F4€ami04 es incapaz
de desreprimir a F2 en estadc de profage (Geisselsoder et /., 1981).

El gen & estéd envueltc en un 4enémeno 1lamade transactivacion.
Normalmente, cuande P4 infecta un listgeno de FZ, el protago ec
desreprimido, vy posteriormente P2 autoactiva sus prapios genes tardips.
La activacion de los genes tardips depende que los genes A y FE  sean
funcionales (Lindahl 1971; Lindgvist, 1971). Sin embargo., P4 puede
crecer en un listgeno de PZ ain cuando F2 =ea defectivo er la
replicacién de su DNA, por lo tanto F4 tiene un modo de transactivar loe
genes tardios de FZ requeridos para el desarrollo litico (Lindgviet et
e/., 1978). La mutante P446 (Souza et al., 1977) y F4435 (Kahn et al.,
1980) son incapaces de crecer en un lisdgeno F28~ y por leo tante eon
defectives en ¢ransactivacidn. Este gen tiene un efecto pleiotrépico
sobre la proteine sid, vya gue #sta no se expresa en las mutantes & en
ausencia del fage P2 (Lee, 1981). Las proteipas putativas codif:cadas
por los genes & y € no han sido identificadas hastz el momento, por lo
gue su estudio se restringe 2 los andlisie genéticos.

El estudio del desarrollo del fago P4 ha permitideo identifirar otros
Joc: que no son responsables de interacciones con FZ, peroc Que €on

necesarics para la mediacidn y establecimiento del estado lisdgenice.



Este modo de propagacion de P4 no requiere de los productos génicos de
P2. El sitio att es requeridec por P4 como el sitic especitico de
integrac:d4n en el cromosoma bacter:ianc (Calendar et a/.., 1981). EI gen
int codificaria para una 1ntegrasa putativa esencial para la
lisogenizacion (Calendar et &/., 1981); en tanto gue £I v (11 eon

represores putativeos (Calendar et a/.., 19B1).

Replizacibn de P4 en ausencia de PZ

Hastz hace poco, p'tlcamente no e habla prestado atencion al
estudic de P4 en ausencia de PZ. GSe sabla gue P4 podia reglicar su DNe
en un huésped de £. col2 en ausencie de FPZ (Six vy Lindgviet, 1971),
Fecientemente se descubrid que P4 podia propagarse comc un plasmidio
(pP4) en ausencia de PZ (Geldstein et a&/.. 1982: Lagos v Geldstein 1984;
Deho et at., 19B4). Una mutacién espontanea, virl, en una base, del! tipo
promotor—up (Lin y Six, comunicacidn personal), permite gue F4 4uncione
comoc un plasmidio. Una infeccidn con Févirl, en ausencia de FZ, no
produce progenie porgue F4 es incapaz de sintetizar las proteinzs del
virién, perc este +ago es capaz de ser mantenido estable como un

plasmidio, en numero alto de copias (Lagos y Goldstein, 1984).

Exposicibn del problema

Las propiedades de F4 como tago y plasmidic hacen muy atractiveo el  uso
de este sistema como vector de clonamiento, y por otra parte, la
mantencién del plasmidic en ausencia de FZ provee un sictema mds <simple
para e! estudio de las funciones regulatorias de P4, Con este doble

obietivo, se abordd la caracterizaciédn del estado de plasmidio en cuanto




a sus propiedades basicas, Yy haciendo use de este estado, se estudiaron
algunas de las funciones regulatorias de P4, Para este estudip se ust
la mutante virl de P4, pero pare simplicar el texto. cada referencia a
pPavirl s2 hara comp pP4.

Le caracterizaciotn de las propiedades basicas de pf2 se hizp en 1la
$arme tradicional: numero de copias, estabilidad, y funciones de P4 vy
gel huésped necesarias para la propagacién del plasmidio. Se encontrgé
gue pP4 podiz propagarse en numero 2ito y bajo de copias dependienao de
las condiciones de grecimiento del huésped (Lagos y Goldstein 1984),
Esta parece ser una propiedad genética de P4, ya que upa mutante
construida in viftro ha perdideo esta capacidad. El mecanismo por el cual
pP4  e=s mantenido en forma ecstable es mediante una *copia maestra" en el
cromosoma hacteriano (Kim, Lagoe y Geldstein, en preparacidén), siendo
éste un mecanismo que no ha sido previamente descrito. Al mismp fi:empo
que P4 se propaga como plasmidip, existe una copia integrada en el
crompsoma bacteriano. la cual asequra gque las células hijas portaran P4,
P4 es capaz de "saltar” al citoplasma telular, probablemente a través de
la replicacion Iip site del profago. La potencialidad de P4 de
propagarse yva sea, en numerop alto de coplas, o integrado en el cromosoma
bacteriano, o0 como un fago litico, sera de g;an utilidad en el
clonamiento de inserteos de DNA cuya sobreexpresiton en £. coli sea letal
para las células.

Se determind que la replicacion de! DNA de pP4, al igual que el
fagao, requiere de la proteina «. For otra parte, se estudiarcon las

funcionese celulares que son necesarias para la replicacitn del



plasmidie. Esta informacidn es muy Otil en estudies de expresion
genetica de plasmidios hibridos, va que usando diferentes mutantes de
funciones celulares necesarias para la replicacion oel DNA, se puede
lograr gue la replicacién sea dirigida por uno u otro tipo de plasmidio.
Al igual que para el fago P4, se encontré que de lacs funciones telularees
analizadas, pP4 s6lo regueria la DNA polimerasa 11l para su
propagacion.

Paralelamente, se empezd a definir el estado de plasmidic de P4 en
términos de la expresion de sus productos génicos y de su regulacisn,
Anterioraente, s2 habla hecho un andlisis cinético de la expresitn de
los productes génicos de P4 en ausencia de P2, después de la infeccien
viral (Les S., 1981), Sé sugirid entonces, gue los niveles de expresion
podrian ser los que se encontrarian en el estado de plasmidio estable,
es decir, niveles de expresién alto de los productps génicos de P4. Sin
embarga, durante la fase inicial de infeccidn apalizada (hasta 10
horas), P4 atn no es mantenido en forma estable como plasmidio, vy las
celulas presentan un efecto negativo severo después de la infeccion.
Este se traduce en un aumento en el tiempo de duplicacién vy
filamentacidn. Posteriormente, cuando se 2islan clones aue llevan pP4
estable, 1a filamentacidn desaparece y 21 tiempo de duplicacién celular
es el mismo que e! de la cepa parental. Estos resultades sugieren que
en contraste con lo observado en el estado inicial de infeccién (Lee vy
beldstein. 1985), los niveles de expresion génica entre este estadn y gl
de plaseidic serian sustancialmente diferentes. Appoyn parz esta

hipotesis seria la existencia de niveles altos de ios antiterminadores




putatives sid y psu después de la infeccién. Estos serian responsables
de la filamentacién vy del aumento en el tiempoc de duplicacion, al
antagonizar con el factor terminador de la transcripcién rhe del
huesped., ya que células con un alelo rho defectivo exhiben este +enotipo
(Das et a/., 1976: Inoko et al.. 1977). Se esperaria entonces. que la

expres:on de sid y psu deberia llegar a n

B

veles bajos o nules,
permitiendc la propagacidn de F4 come un plasmidic estable. Se probé
esta hipotesis usando un sistema similar 2l descrito pare el andlisis de
los productos geénicos de F4 despues de la infeccién viral, es decir,
usandc un huésped defectivo en la reparacién de! DNA darado con  luz
ultravicleta, lo cual reduce considerablemente lz sintesic de proteinas
del huésped. Esto permite visualizar las proteinee codificadas por el
plasmidio, el cual es menes afectado por la accién de la luz
ultravioleta.

Finalmente, el o los antiterminadores de la trancripcidn codificados
por P4, parecen ser claves en la regulacidn de la expresitn de F4 ya sea
comec fago o plasmidio. El ejemple de antiterminador de la transcripcion
mejor entendido lo provee el fago lambda. Existen varios terminadores de
la transcripcién dentro de los operones tempranos de lambda. La proteina
N impide la terminacidn de la transcripcién en cadz uno de estos sitioe,
La antiterminaciédn mediada por N permite que la RNA polimeracsa
transcriba los genes distales a estos terminadores, ciendo esta acecién
esencial para el desarrcollo litico del +age (Roberts, 1969). En
contraste con lambda, la antiterminacién en P4 no ha sido estudiada en

protundidad, vy la evidencia presentada hasta el momento le asignaba un
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rol de antiterminador de la transcripcién a la proteina psu en operones
del fago P2, E!] sistema de plasmidic de P4 permitid realizar un estudio
mas acabado acerca de este antiterminador. comprobandose su accidn epbre
un terminador rho-dependiente de un operdn bacteriano fLagos et al..,
198%). Esta aproximacion al estudic de la terminacién de la
transcripcidn en P4 es piezza tundamentzl para el entendimiento de la
complicada regulacion en cis de F4 por sus propics productos génicos, vy
desde un punto de vista més general, puede ser de importancia (como lo
ha sido N de lambda) en el descubrimiento o caracterizacidn de proteinas
de! hugsped implicadas en la terminacién de la transcripcidn como  son
rho, nue y las proteinas ribposomales S10 v L1 {Ward v Gottesman, 1982:

Greenblatt, 1981).




MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS

Bromuro de etidio, yoduro de propidio, S-bromo-4-cloro-3-indolil--D-
galactosido, p-nitrofenil—-f-D-galactosido, lisozima, BSA, timina,
glicina, dodecil sulfato de sodia. antibioticos, DTT, ATF, EDTA, AMF,
cAMP, Tris, DNA de espermios de salmon, <+icol, polivinil pirrolidona,
proteinasa K, azida de sodic y sarcocine fueron obtenidos de Sigma
Chemical Co. Glucosa, polietilenglicel, glicerel, A4cidos. solventes
orgadnicos y sales inorgénicas fueron obtenidas de Fisher. Las enzimas de
restriccién fueron obten:das de Biolab. Los reactivos para la reaccion
de reparacion inducida por un corte en el DNA, dATF, dCTP, dBTF, dTTF,
DNA peolimerasa, DNAsa I, fueron obtenidos de Bethesda Research
Laboratories (BRL). Acrilamida , bis acrilamida y agarcsa de BioRad.
Sephadex B-30 de Pharmacia. Triptona, extracto de levadura, agar, agar
Mac Conckey fueron obtenidos de Difco. Cloruro de Cesio fue obtenideo de
Metallgesellschaft. Fapel +iltro 3 MM y +iltros de microfibras de vidrio
GF/C fueron obtenidos de Whatman. Filtros de nitrocelulosa GMBH de
Schleicher and Schuell. Liquido de centelleo Biofluor de New England
Nuclear. [«-S2p]1-dATF 410 Ci/mmol, [(6-SH]-timidina 16,2 Ci/mmol, [3®§8)-

metionina 400 Ci/mmol fueron obtenidos de Amersham.

CEPRS DE FARGOS Y BACTERIAS
Todas las cepas bacterianas usadas en este trabajo para crecer los

fages P2 y P4 son derivadas de Escherichia coli C (Bertani y MWeigle,
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1953), asi comp la gran parte de las tepas usadas para la construccion
de leos plasmidios de P4, Adicionalmente, se usaron cepas derivadas de
Escherichia <¢oli K12 para algunps experimentos de  transformacion
bacteriana y para los estudios de antiterminacidn de la transcripcion
paor F4. En la Tabla é se presenta una lista de estas cepas.

€ila y C1757 fueron usadas para el crecimiento en liquido de P2virl vy
mutantes &mbar de FZ respectivamente. C1055 y C17537 fuerpn usadas como
cepas indicadorag de P2, CI1B90 y C1792(P27g9 cc) fuerpn usadas para el
crecimiento de todas las cepas de P4. C1792(P2/¢ cc) fue usada como cepa
indicadora de FP4. C345, C1759, y L5112 fueron utilizadas comn cepas
indicadoras para probar los fenctipos de las cepas mutantes de P4 4, «
o € vy psu respectivamente. Todas las cepas indicedoras &on de
crecimiente lento y poliauxctréficas, lo cual permite obtener placas de
lisis mas grandes sobre e} cesped bacteriano. El uso de las otras cepas
esta descrito en el texio.

P2 y mutantes de P2 fueron usados como fagos coadyutores de F4. P2/¢
ce (Bertani et af/., 1978) presenta un tamafo de explosiotn mayor al
ensamblarse mé&s eficientemente. La mutacién /g de FP2lg cc corrige un
defecto en el proceso de conexién capside-cpla oue ocurre en el
ensamblaje de P2wf. Las otras mutantes de P2 estdn descritas en la Tabla
B.

Todas 1las mutantes de P4 usadas estén descritas en la Tabla By en

el texto.

MEDIOS DE CULTIVO

Medio LB (triptona 1%, extracto de levadura O,5%, NaCl 0,55%)




TABLA A

Cepas Racterianas
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Referencia/Origen

Cepa Genotipo relevante
Cia F=, prototrotfica
Cla(Pawt) Lisdgeno de F4

Cila(pPaviri) vy
mutantes de-
rivadas

ClapBR3I2S
ClapUCak

C1035

C1792

C179X

€1757

c1895

Se construyeron 4 derivados

virl independientemente, y
lps siguientes mutantes:
psul, psu2, &35, &inv9,
dinvlil, sidl, A1Q, atsél,

EcoRI:AD-Km(1), EcoRI:AD-Km(2)
EcoRI1:ADC-Km, EcoRI:ADBC-Km,

sid: : TnS.
Por transformacion
Por transformacién

F*, poliauxotréfica,
cepa indicadora de P2

F~, poliauxotréfica, supF

C1792(FP2/q cc),
cepa indicadora de P4

F~, poliauxotréfica, supD

F=, peoliauxotréotfica, supD,
(P2/g cc)

F*, poliauxotréfica,
(P2Rap127)

F=y (PZig cc)

F*, poliauxotréfica,
(F20ap71) (P2Lae9)

F~, poliauxctréfica

Sazaki y Bertani, 1965
Este trabaio

Este trabaio

Este trabaio
Este trabelic

Sironi, 1949

Sunghine et a/., 1971

Sunshine et a/., 1971

Sunshine et &/., 1971

Barrett et 2/., 1976

Souza et &/l., 1977

E. Six

Kahn et a/., 1980

Bunshine et &/., 1971




Clea3(pPavirl) vy
mutantes de-
rivadas

C1844
CiB44{pPaviri) vy

mutantes de-
rivadas

C3103

C3103(pP4virl) vy
mutantes de-
rivadas

€3104

C3104 (pP4 mu-
tantes)

C2307

L2307 {pP4yirl)
C2309

C2309 (pPAvirl)
LD301

LD30L (pP4virl)
LD312

LD312(pP4yirl)

LD331

MC1061

Se construyeron las si-—
guientes mutantes: psul
§33, sidi, &§inv9, &invil,
€1843, suf

Be construyeron las si-
guientes mutantes: psul,
&35, <igl, §ipv?, Sinvii,
€aml04,

F=, uvrf, thyf, bgl™

Se construyeron las si-
guientes mutantes: prul,
psu2, &35, &inv9, &inyll,
sidl, 810,

C3103 rhol02

Se construyeron las si-
guientes mutantes: §inv9

dinvil, €amiO4,

F=y avrf, thy, dnafdb

F=, uwvrf, thy, dpnab3

F~, uvrf, thyd, E£ndol, dnat

F=y avrh, thyA, Endol, dnab

F-, uvrf, thyA, Endol, dnaC

F~y poliaguxotrofica

15

Este trabajo

Sunshine et 2/., 1971

Este trabaio

Geizselsoder et
al., 1981

Este trabajo

Deho, Tinelli
y boldstein

Este trabajo

Bowden et gl., 1975
Este trabaio
Bowden et a2f.. 1975
Este trabaio
Dumas y Miller, 1973
Este trabajo
Dumas vy Miller, 1973
Este trabajo

Dumas y Miller, 1973

Berman et af., 1982




ME1041 (pP& mu-
tantes)

MC1061pBR3IZS
MC1061pUCAK
XB&0OS

X8OS ilv— (pF4
mutantes)

X8603 iZv— pdb76

X8605 iZv— ¢trpR™
pJG76

X8&0S ilv— pPBR3IZS
X84035 ilv— pULaK

X10008

Xio014

X100135

Se construyeran las si-
guientes mutantes:

EcoRI:AD-Km(1), EcoRI:AD-

Km{2), EcoRI:ADC-Km,
EcoRI:ADBC-Km.,

For transformacién

Por transformacidn

F=, trpR, A(lac)li1é?, strph

AltonB-JacP)}

fe construyeron las si-

guientes mutantes: £coRI:

AD-Km, E£coRI;AD-Km psul,

EcoRI:AD-Km &35, EcoRI:AD-
Km &inv®, EcoRI:AD-Km &invii,

EcoRIzAD-Km sidl.
Por transformacién

FPor transduccién con Pi

X8&03 rho20l

X8&05 rpo203

XB&OS rho201, rpo203
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Este trabalio

Este trabajo
Egte trabaijo

buarente vy
Beckwith, 1978.

Este trabaio

Este trabaijp

Ecste trabaio

Este trabajo
Este trabaio

Guarente y
Beckwith, 1978

Guarente y
Beckwith, 1978

Guarente y
Beckwith, 1978




TABLA B

Cepas de fagos
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Cepas Penoctipo relevante Reterencia/origen

Fant Sensible a inmunidad de P4 Six y Kiug, 1973

Pavirl Parcialmente insensible a Lindgvist vy Six, 1971
la inmunidad de P4; capaz de
replicarse como plasmidio en
ausencia de P2

Platsblyirl Incapaz de replicar su DNA Barrett et aZ., 1983
a la temperatura permisiva
{42°C) .

P4&3ovir! Incapaz de transactivar les  Kahn et al., 1980
gperones tardlios de P2

Papsulvirt Incapaz de suprimir pplari- Sauer et a/., 1981
dad asociada a mutaciones
&mbar en genees policistro-
nicos de P2

Pldpsuvir} Igual fencotipo gue psul Sauer et af., 1981

Pasidlvirt Incapaz de dirigir la sin- Shore et al., 1978
tesis de cahezas peguefas

P4caplOduiri Incapaz de desreprimir un beisselsnder et
profaga de F2 al., 1981

PAAZyirl Delecidn en regidn int—att Souza et &/., 1978

PAALQuIr] Delecidn en regidn no Kahn et af., 1980
esencial

FaLl Mutacidn en el represor, Calendar et &l., 1981
incapaz de lisngenizar

Pagil Mutaciédn en el represor, Calendar et 2/., 1981

incapaz de lisogenizar




18

P4§invQvirl Incapaz de transactivar y Jiang y Boldstein
suprimir pelaridad en P2,
Construida por inversion del
fragmento Hindlll:B

P4&invilvirl Incapaz de trancactivar vy Jiang y Goldstein

suprimir polaridad en P2.
Construida por inversitn del
fragmentc BapHI:B
P4viriEcoRI:AD-Km Delecidon de los fragmentos Eete trabajo
By C de £coRI, e insercién
del fragmento kanamicina de

pUCA4K

PaviriEcoRI:ADC- Como arriba, peroc sélo con Ecte trabaio

Km delecién del fragmento E

P4avirlécoRI:ADBC- Insercidn del fragmento Este trabaio

Km kanamicina de pUC4K

P2viri Flacas claras, eencible Bertani, 1957
2 la inmunidad de P2

F20ap71 Incapaz de romper la Lengyel et al.,.
proteina mas arande de 1973; 1974
la capside

F2Lap7 Defective en proteina Lindhal, 1971
de la capside

FZ2Ram129 Incapaz de replicar su Lindhal, 1970

DNA y activar sus genes
tardios
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suplementado con NaCl 0,45%, glucosa 0,4%, CaClz imM, MgCla 1,6 mM
(Barrett et al/., 1974) denominado MLBG, se usd para crecer las cepas
indicadoras y para el crecimiento en liquido de F2Z vy P4, E1l medic LBC es
medic LB suplementado con glucosa 0,47%. El medio LX es medic minimo TPD
(KC1 ©0,8%, NaCl 0,05%, NHaCl 1,1%, piruvato de sodio 0,084, MgCla
hexahidratado 0,02%, KHzFO. 4,4 mM, Tris 100 mM, NazS0s anhidro 0,16
mM, a pH 7,5) suplementado con glicerol 0,2%, maltesa 0,4%, CaClz 1mM y
timidina 0,05 mM (Geisselsoder et /., 19B81), y se usd en los
experimentos de marcacidn con radiactividad de las proteinas de P4, EIl
medio minimo Me3 contenia, por litre, 13,6 0 de KHzPlOs, 2 g de
(NHa) 2804, ©0,5mg de FeSO0s 7 Hz20 ajustado a2 pH 7,0 con KOH. El medic
minimo M9 contenia, por litro, 6 g de NagHFl., 3 g de KHzFOa, 0,5 g de
NaCl, 1 g de NHaCl, aRadiéndose 10 ml de una solucién de CaClz 10 mM
después de esterilizar por autoclave. Los medios minimos M6X y MY fueron
suplementados despues de ser esterilizados por autoclave (1 litro de
volumen), con 1 ml de MgS0as 7 H20 1M, 10 ml de una solucidn al 20% de
glucosa o glicerol, vitamina Bl a una concentracion final de ! pg/ml vy
aminodcidos f(cuando eran requeridos) 2 una concentracion final de 80
pg/ml de la tormz D.L 6 40 pg/ml de la forma L. El medic minimo FE
(Reznikoff et al.., 1949) contenia, por litro, 11,5 g de KzHPOs, 4,5 g de
KHzPOs, 0,05 o de MgSOa, ! g de (NH4)250s y 0,5 g de citrato de sodio.
Este medic era suplementado como se indicard en el texto. El medico
sdlido completo usado normalmente en placas contenia, por litro, 10 g
de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl y 15 g de agar.

Después de ser esterilizedo por autoclave, este medio era suplementado
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con 4 ml de timidina 0,25%, 10 ml de CaClz O,5 My 2,5 ml de glucosa
40%. El agar blando usado en la titulacidn de fagos fue basicamente el
mismn medio descrite anteriormente, a excepcion gue la concentracién
final de agar fue de 0,734. El medic sélido usaedo para placas
suplementadas con antibidticos (& concentracionecs gque €e indicarédn en el
texto} contenia, por 1litro, 10 g de triptona, S g de extracto de
levadura, O g de NaCl, 2,5 ml de glucosa 40X vy 15 g de agar. 'El
antibidtico era agregado despueés de esterilizar por autoclave y cuande
la temperatura del medic no era superior a S0°C. El medio minimo =6lido
usado contenia por litro, 15 g de agar, 10,5 g de KxHPDs, 4,5 g de

KHzPOa, 1 g de {(NHe)2SDs y 0,5 g citrato de sodio 2 HaD. Después de ser

esterilizado por autoclave este medio era suplementado con 1 ml de MgSOa
204, 0,5 ml de tiamina 1%, 10 ml! de una solucion al 10% del azdcar
requerido, Yy 10 ml de una solucidn de 4 mg/ml del aminocdcido requeridn,

Suplementaciones adicionales a este medio serdn descritas en )] teyto,

PURIFICACION ¥ CRECIRIERTD BE FABOS

Se prepararon soluciones de fagos de baje titulo crecidos en placas
de acuerdo a Walker y Anderson (1970). Se colectaban 1.000 a 10.000
placas de lisis de P2 & 10.000 a 1i00.000 placas de lisis de P4 por placa
Petri. El agar de una placa Petri se cubria con 4 ml de amortiguador F
{MgCl= ©0,01 M, Tris 0,01 M, acetato de amonio 0,14 M, pH 7,3, e
raspaba el agar blando, se agitaba vigorosamente y se sacaban les restos
celulares y agar por centrifugacion durante 20 minutos a 10.000 g 2
4°C.

Solucienes de fagos de alts titulpg sp prepararon de acuerdo a2 Shore




et al. (1978). 20 ml de un cultive crecido durante la noche eran
inoculados en 400 m] de MLBG y crecidos en un bafo a 37°C con agitacien
hasta una densidad éptica de 0,1 2 600 nm. El cultivo se infectaba con
una placa de lisis de P2 ¢ F4 a una multiplicidad de infteccion (MDI) de
0,01 a 0,1. El crecimiento celular se seguia en un Spectronic 29, vy
cuando éste cesaba de ser logaritmico, el cultivo se suplementaba con
EDTA a una concentracion final de 2 mM. Después de completada la licie,
los restps celulares se decantaban por centrifugacidn a 8.000 g durante
15 min a 4°C. E) eobrenadante era llevado a una concentracion final de
NaCl de 3%, polietilenglicol de 5% y de Mgll= 0,1 M {este udltimo
pestabiliza a P&, Lindgvist y Six, 1971), vy centrifugade a 13.200 g
durante S0 min 2 &°C. Los fagos asi precipitados eran resuspendidos en 4
ml de amortiguador P. Esta suspensitn era tratada con gloroformo de modo
de extraer las proteinas celulares, agitada usando un Vertex vy
centrifugada en una centrifuga clinica a la velocidad maxima durante 105
min. El1 scbrenadante era dializado extensivamente contra amortiguador

P, de modo de extraer el cloroformo remanente.

CONSTRUCCION DE CEPAS QUE LLEVAN EL PLASMIRIU DE P4

Cultivos de células crecidas durante la noche en MLBG a 37°C eran
diluidos 100 vecee en el mismo medio. Las células eran crecidas con
aireacién & 3I7°C hasta una concentracion aproximada de 2 » 109 cel/ml,
siendo infectadas caon la cepa de P4 deseada a una multiplicidad de
ipfeccion de . Esta mezcla era incubada por 10 min a tenperatura

ambiente y plagueada de modo de obtener colonias tnicas. Las colonies
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que contenian pPF4 eran identificadas mediante el ‘“patch test". Las
colonias peositivas eran crecidas nuevamente. Se realizaban tres ciclos
de crecimiento vy "patch test”, de modo de asegurarse que las cepas
aisladas contenian pF4 en forma estable. Todas las cepas de F4 vy
mutantes derivadas que <€e mantenian en forma estable llevaban 1la

mutacidn virl.

SELECCION DE CLONES PUTATIVOS GQUE PORTAN pP4 EN FORMA ESTRRLE

Las colonias gque se deseaban probar eran enterradas en placas gque se
preparaban de la siguiente manera: 0,3 ml de un cultive exponencial de
C1792(P2/g «<c) crecido en MLBG era mezclado con agar blando, y esta
mezcla ere vertida en placas que contenian medio sélido completo.
Después gque el agar blando se solidificaba, see esparcia sobre &l 0,1 ml
de una solucidon que contenia 10% particulas de PZvirl, Cada una de estas
colonize enterradas crecia, vy era intectada en su perimetro externp en
la capa superior de agar por P2virl, Esta infeccién inducia al ciclo
litico a las celulas gue llevaban pF4, con la consiguiente liberacién de
particulas de P4, A su vez, estas particulac ge F4 infectaban las
células de la cepa indicadora de P4 incluidas en el agar blando, lo gue
originaba lisis celular wvisible en tornc 2 la celonia probada. La
presencia de este halec era indicacion gue la colonia probada contenia
P4, Esta prueba fue denominada "patch-test". La lisis no podia ser
debida a 1la infeccidn con P2virl, porgue este f2g0 ec sensible a 1la

inmunidad de la cepa indicadora de F4,




DETERMINACION DEL NUMER( DE CCOPIARS DEL PLASMIDRIO

Las determinaciones del nimero de copias de la forma covalentemente
cerrada y superenrrollada de los plasmidios, se realizaron de 1la
siquiente manera: cultives crecidos durante la noche a una temperatura
dada (30, 3I, 3I7 6 42°C) en medic LE (+glucosa 0,4%, +NaCl ©,8%%,
+oxigenacidn) se diluyeron 100 veces en el medio respectivo, vy crecidos
en un baRo con agitacién 2 la temperatura deseada, hasta glcanzar una
concentracion de 2 x 10® células/ml (densidad optica de 0,35 a 600nm).
Tres ml de estos cultives eran marcades con L[6-SHl-timidina (a2 una
concentracién final de 30 pCi/ml) durante 60 minutos. Cada uno de estos
cultivoe era enfriado en hielo y lavade dos veces en amortiguador TE
(Tris-HC! 10 mM, EDTA& lmM, pH 8,0) gue contenia azide de spdio ZO mM vy
suspendide en 2 ml de amort:iguador TE. Estas suspensiones eran lisadas
agregando 0,1 ml de lisozima (S mg/ml) v 0,1 ml de Sarcocine (5% p/v),
manteniéndolas 2 0°C hasta gque se observabz lisie celular. Cada lisado
era pasado T veces 2 travée de una agujia Zi1-6 y ge ajustaba a un volumen
final de B ml., Luego se agregaban B g de CeCl vy 1,5 ml de yoduro de
propidio (2 mg/ml) por lisado, Yy se centrifugaba al equilibric a 17°C
durante 42 horas a 40.000 rpm en un rotor Beckman-Spinca 30 Ti (Ely vy
Staudenbauer, 1981). El 4raccionamiento de los gradientes vy la
determinaciédn del namerc de copias era realizado como esta descrito  en
los estudios de Timmis et al/. (1975). Alicuctas de cada fraccion (0,1-
0,15 m!) se precipitaban en filtros de fibra de vidrio GF/C con 104 TCA,
10 mM pirofosfato de sodic durante 12 min, vy luego se lavaban Z  veces

(15 min cada vez) en una selucién de S% TCA, pare ser +inalmente
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tratados con acetona fria durante 15 min y contados en un contador de
centelleo. El célcule de nimero de copias se hacia estimando el peso del
cromosoma en 2,5 % 107 daltone v el peso de pPa en 7,4 % 10¢ daltons, Es
importante destacar que este procedimiente indica el nimero de copias
por cromosama eguivalente, por le que en realidad el numero de copias
por ceélulz ee probablemente mayor por un factor de 23, vya que las
mediciones eran realizades en un cultivo en crecimiento exponencial, en

donda el nimero de cromospomas por célula en £, coli es de 2 8 3.

DETERMINACION DE SINTESIS TOTAL DE DNA

ot
m
n

La sintesis totzl de DNA se determind en las cermas dpe t5 en

5

candiciaones de temperzatura permisiva (30°C), vy no permisiva (42°(C),
cultive en fase exponencial de crecimiento a 30°C (2 x 10® cél/m)l) era
diluido T wvecss en el mismo medic {LBG suplementado con 2,5 po/ml de
timidina). En eee momente lag celulae eran marcedas con 12 pCi/ml de [&-
SHl-timidina, dividiéndose en porciones gue eran incubades a 30 y, 42°C.
El momento del cambio de temperaturaz v marcacitn con radiactividad
representa el! tiempo 0. A diferentes intervalos, alicuotas de 0,05 ml
gran depesitadas en filtros de vidrio GF/C previamente humedecides con
NabDH 0,1 N, 8DS 0,24, Los filtrps eran tratados con TCA del mismo modo
que en la determinacidn del numero de copias de plasmidio, y contadoe en

un contador de centelleo.

ELECTROFORESIS EN BELES DE ABAROSA

Estas se llevaron a cabo en una configuracidn horizontal, uwesando

amortiguador Tris—acetato (Tris 40 mM, dcido acético glacial 20 mM, EDTA




2 mM, pH 8,1, {(Davis et a/., 1980). La toncentracidon de agaropsa usada
variaba entre 0,7 y 1% (segtn se indique). Los volumenes de muestra
usados por carril fluctuaban entre 1S y 25 pl, de acuerde & la peinsta
usada. El colorante usado para poner la muestra contenia glicerol 20% vy
azul de bromofenol 0,25%. El volumen del gel era de 130 ml (30 x 20 x
0,25 cm), la camara de electroforesis era lleneda con 1,B 1 de
amortiguador, vy el gel guedaba cubierto con 2 2 3 mm de liquido. Las
electroforesis se corrian durante la noche 2 una intensidad de 70 mA v a
una corriente de 40 Y. Ppsteriormente, e! gel era tefiido con una
soluciéon de 0,5 pg/ml de bromuro de etidio durante 60 min. E1 DNA ce
vigualizabha con luz ultravipleta, vy el gel g +ptogratiaba con una

maguina Polarpid cargada con pelicula rapida.

GISLAKIENTD DE DHA DE PLASHMIDIO

Paraz el zislamiento répido de plasmidios e usd basicamente el método
de extraccidn alcalina descrito por Berman et =27. (19B2). Cuatre ml de
rélulas crecidas durante la noche eran centrifugados a2 7.000 g durante ©
min. Cada precipitado era resuspendido en 0,1 ml de una solucion de
glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8,0, que contenia lisozima
2 mg/ml (agregada solp antes de usar), Yy ee deiabz en hielp durante 30
min. Lluego e agregaban 0,2 ml de une solucién de NaOH 0,2 N, SDS 1%,
se agitaba suavemente, vy se deiaba en hielo por 5 min. Se afadian 0,15
ml de acetato de sodio 3 M, pH 4,8, &e agitaba suavemente y se dejaba
por &0 min en hielp. Se centrifugaba a 20.0000 g durante 20 min y se

colectaha el sohrenadante. A 0,4 ml de este scbrenadante se agregaba 1

ml de etanol, vy se dejaba a ~20°C durante &0 min. Se centrifugaba =&
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20.000 g durante S min y el sobrenadante se descartaba. E! precipitado
se resuspendia en 0,346 ml de sgua destilada, vy se egregaban 0,94 ml de
acetato de eodio 3 M pH 4,8, y £l DNA se reprecipitaba afadiendo 1 ml
de etanol. Se enfriaba a -80°C y se centrifugaba 2 20.000 g durante 5
min. E! sobrenadante se descartaba y el precipitado s secaba, para
luege resuspenderlic en 0,1 ml de amortiguador TE (Tris-HC1 10 mM, pH
8,0, EDTA 1 mM). El DNA de pilasmidic asi pbtenido guedaba en condiciones
de ser tratado con enzimas de restriccidn. 8Si se deseaba un DNA de
plasmidio de mayor pureza, se segula el mismo tratamiento, amplificando
los vpldmenes 100 vecos hasta la etapa de precipitacion del DNA
cromospmal  con acetato de sodio 3 M, y B m! del spbrenadante obtenido
eran mezclados con 8 g de CsCl y 1 ml de bromurp de stidio § mo/ml. Se
centrifugaba al eguilibrio en un rotor 30 Ti Beckman-Spince a 40.000 rpm
por 42 horas. La banda de DNA de alta dencidad correspondis 2 la de la
forma superenrrollada del plasmidic v era colectada punzando el tuho con
una aguia de 20 6 21-6. El colorante =& extraia con isoprepanol

saturade con una splucidn acuosa de NaCl © mM en TE pH B,5 (Davie et

al.y 1980).

PREPARDLCION DE DMA TOTAL

Se utilizd el metodo descrito por Berman et al., (1982). Se crecian.
10 ml de celulas durante la noche, vy se centrifuogaban a 7.000 g durante
S min. E! precipitado se resuspendia en 0,5 ml de Trie-HCI 50 mM pH
8,0, EDTA SO mM, lisczima 1 mg/ml! v se incubaba por 30 min en hielo. Se

agregaba 0,1 ml de solucidén STEP (8DS 0,54, Tris-HCl 50 oM pH 7,5. EDTA
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0,4 M, proteinasa K ! mg/ml) y se calentaba a S50°C durante 1% min. BSe
aradia 0.6 ml de fenol saturado con amortiguador Tris, se mezclaba
durante S min para emulsionar, Yy se centrifugaba para separar las +ases
(el DN& estd en la fase superior)., El sobrenadante ee transferia 2 un
nueve tubo y se agregaban 0,06 ml de acetato de sodic 3 M y dos
volumenes de etanol, invirtiendo el tubo para mezclar. Con una varilla
de vidrio se enrpllaba el DNA, vy sacando el maximo de =alcohol se
transferia 2 un tubo que contenia 0,5 ml de Tris-HCl S0 mM oH 7,5, EDTA
1 mM y RNAsa 50 pg/ml. El DNA se disolvia suavemente y luego se
incubaba a 37°C por 30 min. Se afadia 0,5 ml de clorotormo y e 2gitaba
para emulsionar. OSe centrifugaba para separar las tases y se transteria
la fase superior a otro tubc. Se aradian dos volumenes de etancl vy se
invertia el tubp para mezclar. El DNA precipitade se enrpllaba con una
varilla de vidrio, resuspendiéndolo en 0,2 ml de Tris-HCl S0 mM pH 7,0,
EDTA 1 mM. El DNA asi preparado podia ser tratado con enzimas de

restriccion.

DIGESTION DE DNR CON ENZIMAS DE RESTRICCION

En la mayoria de los casos la enzima de restriccion usada fue EcoRl.
Las condiciones para digerir DNA con esta u otras enzimas fueron tomadas
del catalogo de BRL. FPara el casoc de la enzima EcoRl se usaban las
siguientes condiciones: Tris—HCl 100 mM pH 7.2, MgCl= & mM, 2-
mercaptoetanol 2 mM, NaCl 50 mM, 1 unidad de fcoRI, 0,2-1 pg de DNA en
un volumen que fluctuaba entre 15-30 pl. Esta mezcla se incubaba durante

60 min a 37°C. La reaccién se detenia agregando la mezcla que contenia
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el colorante y glicerol, descrita en la preparacion de geles de
agarasa.
TRANSFERERCIA DE DHR DESDE BELES DE AGARROSA A FILTROS DBE NITRQCELULOSA, E
HIBRIDRCIOGN CON DRAR DE P4

El método wusado para la transferencia de DNA es esencialmente el
descrite por Southern (1975). Después de la electroforesis en geles de
agarcsa, el gel se teRia con bromuro de etidio y = coriaban las
porciones no usadas del gel. El DNA esee hidrolizaba parcialmente
remojando el gel en 0,25 M de HCl durante 15 min (deos veces). Luego, el
DNA se desnaturaba remciando el gel en NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 WM durante
15 min {2 veces). El gel se lavaba brevemente vy se neutralizaba con
Tris-HC1 0,5 M pH 7,5, NaCl §,5 M durante 30 min {2 veces). Con papel
whatman 3MM se envolvia una place de vidrip la cual se ponia atravesadz
en una fuente, de mpdo gue el papel formabha un puente con el liguide que
estaba en la fuente, y la placa de vidrio actuaba come soporte de este
papel. Lla <fuente se llenaba con 10 » 55C (B7,65 g de NaCl y 44,1 g de
citrato de sodio ajustado a pH 7,0 en un litro de agua) y se sacaban las
burbujas que podia tener el papel. Se ponia el gel sobre este papel
mojado, y sSe cubria con un filtro de nitrocelulosa (previemente
humedecido con 2 x SSC) del mismo tamafio del gel, cuidando de no deiar
burbujas entre el gel y el filtro. Sobre el filtro se ponian dos capas
de papel Whatman 3MM previamente humedecidos con 2 x SSC y cortados del
mismo tamafio que el filtro. Nuevamente se tuidaba de no deiar burbuias.
Finalmente scbre el papel filtro se ponian toallas de papel absorbente

{10 cm espesor), presionando 1 papel con un libro u chjeta parecido de
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un peso aproximado de 300 g. Para prevenir un corteo circuito entre las
toallas de papel y el papel 3MM que esta baio el gel, el gel era rodeado
cen plastico. Se dejaba que el DNA ee transfiriera durante la noche, vy
se sataba el filtro de nitrocelulosa marcando con lapiz de grafito la
orientacion del gel y los carriles correspondientes a las diferentes
muestras. Se secaba el filtro a temperatura ambiente sobre un papel 3IMM
y se ponia en un horne a 80°C durante 2 horas. El filtro se enfriaba a
temperatura ambiente vy se proced{a inmediatamente con la hibridacion, o
se guardabaz al vacio envuelto en papel 3MM v papel de aluminio.

La hibridacién se realizaba basicamente como est& descrito por
Maniatis et &/. (1982). El filtro de nitrocelulpsa se humedecia con una
solucién de & x 88C, vy se deslizaba en una bolcsa de plastico gue podia
ser sellada y calentada, Se afadian 0,2 ml de splucidén de prehibridacion
por cm?® de filtro precalentada a2 &#8B°C. Esta solucién consistia en SSC
(bx}, 8DS (0,5%4), solucidn de Denhardt Sx (0,1% ficol, ©O,1% polivinil
pirrolidona vy 0,1%Z de fraccidén V de BSA) y 100 pg/ml de DNA desnaturado
de espermios de salmdn. La bolea era sellada cuidando de no deijar
burbujas en su interior, y se sumergia en un bafio con agitacidn a &8°C
durante 2 a 4 horas. Después se retiraba la solucién de prehibridacién
de la bolsa, vy se resmplazaba por la solucidn de hibridacién, también
precalentada a 6B°C; vy en un volumen de 0,05 ml/cn® de $iltro. La
solucion de hibridacidn consistia en SSC (6x), EDTA (0,01 M), solucién
de Denhardt (3x), SDS (0,3%), 100 pg/ml de DNA desnaturado de espermios
de salmén y el DNA-sonda (en este caso de P4), desnaturado y marcadc con

S2P (6 pCi), con una radiactividad especifica aproximada de 30 rCi/pg de
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DNA. Nuevamente se sacaban las burbujas del interior de la bolsa, y se
incubaba en un bafip ton agitaciéon a 68B°C durante toda 1la noche.
Posteriormente el filtro era lavado con una solucidn que ceontenia §8C
(2%} y SDS (0,5%) a temperatura ambiente durante 3 min., £l filtro se
transferia a una solucitn de 8SC (2x) y 8DS (0,1%4) a temperatura
ambiente por 15 min. Finalmente, el filtro se ipcubaba en una solucidn
de SSC (0,1x) y SDS (0,S%) a &8°C con agitacién durante 2 horas con un
cambio de esta solucidn, e incubacidn adicional de 30 min. El +filtro
era secado a temperatura ambiente sobre papel 3MM, montado sobre este
mismo papel y envuelto en pléstico para la exposicion autoradiografica.
Para esto se utilizaba una pelicula Kodak XAR-5 para rayos—X, gque se
exponia con el papel que sostenia el filtro. El revelado de esta
pelicula se hizo usando la solucién reveladora y fijadora para pelicula
Kodak de rayes-X. Cuando era necesario.la cuantificacion de las bandas
se hacia usando un densitémetro Joyce-lLoeb con registrador. La
integracién de los picos se hacia usando un planimetro Numonice 2000.

La preparacion del DNA-sonda radiactivo se hacia siguiendo las
instrucciones de BRL para el método de reparacion inducida por corte. La
siguiente mezcla de reaccion se incubaba a 15°C durante 60 min en un
volumen final de 0,2 ml : Tris-HCl S5 aM, pH 7,8, MgCiz © mM, 8 unidades

)
de DNA polimerasa I, 800 pg de DNAsa I, Mg-acetato 0,5 mM, PMSF 10 M,
glicerol S%Z, 2-mercaptoetancl 10 mM, 20 pg/ml de BSA libre de nucleasas,
dgCTP 20 uM, dGTP 20 M, dTTP, 20 pM, La—=2Pl-dATF 3,2 BM con una
radiactividad especifica de 410 Ci/mmol, vy 4 pg de DNA del fage P4. La

reaccidn se detenia llevando la mezcla a una concentracién $inal de 30
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mM EDTA. La separacién del DNA marcado del nucleotido radiactivo ese
hacia a través de una columna de 10 ml de Sephadex 6-50. El rendimiento
de la reaccién de marcacion de DNA era usualmente de un 40%, vy la
radiactividad especifica del DNA marcado oscilaba entre 25 a 30 pCi/pa
de DNA. La desnaturaciéon de éste u otro DNA se hacia calentandolo a
100°C por S5 min, y enfriando rapidamente en una mezcla de hielo
fundente.
DETERMINRCION DE LISIS CELULAR DESPUES DE INFECTARR CELULRS PURTADORAS
DE pP4 ¥ SUS DERIVARDOS CON P2

Las celulas eran crecidas hasta una densidad de 2 x 10® ceél/ml en
MLBG a 37°C e infectadas con FZ o mutantes de PZ 2 una multiplicidad de
infeccién entre S y 10. La absorcién se dejaba proceder durante 10 min a
temperatura ambiente, y el cultivo era diluide & veces en MLEG
precalentado a 37°C (tiempo O). Se incubaba en un bafc a 3I7°C con
agitacién y se tomaban lecturas cada 10 min en un totocolorimetro Klett-

Summerson.

EXPERIMENTOS DE EXPLOSION DE FREOS

Las cepas de £. co/i portadoras de pF4 eran crecidas en el medio
apropiadc hasta una densidad de 2 x 10° cel/ml. Cuando era necesario, se
agregaba Mg y Ca en las concentraciones ya descritas para la absorcion
de P2. Las células eran infectadas con P2virl, o mutante derivada a una
multiplicidad de infeccién de & a 10, incubadas a temperatura ambiente
por 7 min, seguido de la adicion de antiP4 (K=% min~? final), con un
periodo adicional de incubacion de 5 min para inactivar el +fago no

adsorbide (La constante de inactivacion K, estd definida por la
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siguiente expresions
K= (2,3D/t}10g10(Po/P)

donde D es el factor de dilucion, t el tiempo en minutos, P 1la
concentracien de fagos a tiempo t, vy Pe la coﬁcentracién inicial de
fagos). Estos cultivos eran diluidos inmediatamente 10* veces en MLEE
precalentade & 37°C, el que no contenia Ca y se le habia adicionadp
0,008% de EDTA. Se incubaba durante 90 min en un bafio con agitacion a
37°C. Los centros infectivos eran determinados plaqueando una muestra de
las células infectadas en la cepa indicadora apropiada inmediatamente
despues de la dilucion de 1074, El namero de fagops no adsorbides era
determinade mediante 1la adicién de estreptomicina (300 pg/ml), para
matar las células infectadas. Los fagos libres se determinaron
plagueando con una cepa indicadora resictente a estreptomicina. La
explosion de fagos era medida plaqueando muestras de las células

infectadas diluidas después de 90 min de la infeccion.

SEPARACION DE LOS FAGOS P2 Y P4 MEDIANTE GRADIENTES ISOPICNICAS BE (s€l
Para determinar el tamafio de las cépsides de P4 liberadas de una cepa
portadora del plesmidio después de la infeccion con P2, se& seguia el
siguiente disefo experimental: Cultivos en fase exponencial de
crecimiento (2 x 10® cél/ml) eran infectados @ una multiplicidad de
infeccién de 10 con P2viri. La adsorcién procedia por 10 min a2
temperatura ambiente, y luegco las células se incubaban en un bafic con
agitacién a 37°C. Ge media la densidad dptica con un fotocolorimetro

Klgtt-Summerson. Antes gue la lisis celular se produjera, se agregaba
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EDTA & una concentracion final de 2 mM. Cuwando 1a lisis ecelular se
completaba, se centrifugaba a 7.000 g de mode de extraer los restos
celulares, y el sobhrenadante se filtraba a través de un filtrp Millex de
0,45 p. Se afadia MgClz de modo de alcanzar una concentracion extra de
40 mM, para estabilizar P4. A 3 m! de esta suspensidn se le agregaban
2,4 g de CsCl, vy se centrifugaba a 33.000 rpm durante 72 horas en un
rotor SW S0.1. Se fraccionaba cada gradiente y se titula?a para F2 y F4,

La densidad de CsCl se determinaba usando un refractéometro.

ANALISIS DE LA SINTESIS BE PROTEINAS DE pP4

l.e cepa C3103 vy sus derivadas que llevan plasmigios de P& eran
crecidas en LBG a 37°C, hasta una concentracion de Z x 10® gél/ml. Las
células eran concentradas 10 veces mediante centrifugacion a baja
velocidad, lavadas 2 veces con medio LX a 4°C, e irradiadas con luz
ultravicleta con una iampara Sylvania Bi5T8 & una energia de 20 J/m=.
Las células eran diluidas 10 veces en LX e incubadas 90 min a 37°C. Las
celulas que iban a eer infectadas con P4 se ponian en  hielp
inmediatamente después de la irradiacién. La cepa C3103 era intfectada
caon P4 a una multiplicidad de infeccidn de 10, se dejaha 10 min en hielo
para la adsorcidn del fago, luego era diluida 10 vetes en medic LX
precalentada, e incubada durante 90 ain a 37°C. Después de este periodo
de preincubacion, se¢ tomaban alicuotas de 0,2 ml y se marcaban con 125
pCi/ml de [(3®S]-petionina. Después de cinco minutos de la adicion de la
marca, se detenia la incorporacién de metionina radiactive afiadiendo 0,1

ml de mezcla ¥ (Tris-HCl 0,19 M pH 6,8, 8DS A%, 0licerol 3J0%, 2-

mercaptoetanol 1%%, azul de bromofencl 0,0034) y poniendo la muestra en

1
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hieln. Estas muestras se preparaban para la electroforesis en SDS-
poliacrilamida  hirviéndolas durante 1,5 min. La cantidad de material
dcido-inspluble de cada muestra se determinaba depositande & pl en
filtros de papel Whatman 3MM. Los discos se sumergian en un exceso de
TCA helado al 10% durante &0 min, se enjuagaban con un exceso de acetona
durante 20 min, vy se secaban &l aire. Cada disco se puso en 3 ml de
liquideo de centelleo para ser contados.

Para visualizar las proteinas producidas por P4, ee usaba el sistema
de electroforecis en place discontinua en SDS—poliacrilamida descrito
por Laemmli (1970), con las siguientes modificaciones: Se preparaban
geles de 17 cm en gradiente lineal de 7,5 a 154 de acrilamida usando un
fabricador de gradientes exponenciales Hoeffer XPO77. La cantidad de
TEMED v persulfato de amonio afiadida era reducida a la mitad, de modo de
prevenir una polimerizacidn prematura. El tiempo de vaciado del gel era
entre 5 a 10 min. El gel concentrador de muestra 21 4% de poliacrilamida
(1,5 cm), era vertido sobre el gel separador. El volumen de muestra era
entre 20 v 40 pl, vy se corria la electroforesis a B0 V hasta que el
colorante entraba en el gel separador (i hora), vy después a 180 V hasta
gue el ceolaorante llegaba hasta el fondo del gel (? a 1l horas). Los
geles eran fijados en TCA 10%Z durante 30 min, vy después eran sumergidos
pn un2 soluciédn etanpliadcido acéticosagua en una proporcidn de S5:12:13
durante otros 3¢ @in. Los geles eran secados y se les hacla

autoradiografia con una pelicula Kodak XAR-5 para rayons-X.




35

TRANSFORRARCION CON DNA DE PLASNIDIO

El DNA a usar era previamente cortado con enzimas de restriccion vy
ligado con DNA ligasa de T4. Previo a ligar el DNA deseado, se
verificaba la digestion del DNA mediante geles de agarcesa. Se trataba la
suspensién de DNA con igual veolumen de cloroformo de modo de extraer las
proteinas, y se precipitaba el DNA de la fase acuosa con acetato de
sodio y etanol, de un modo similer al descrito en la preparacitn de DNA
de plasmidio. Se resuspendia el precipitado en amortiguador TE, vy se
determinaba la concentracién de DNA por comparacion con estandards en
placas de agarosa con bromuro de etidio 0,5 pa/ml. Las condiciones de
ligamiento de DNA eran las siguientes: Tris-HCl 66 mM, pH7.5, MaClz 6,6
mM, DTT 10 mM, ATF 0,4 mM, DNA 10 po/ml (los fragmentos que se deseaban
ligar en concentracion equimolar), alrededor de 1 unidad de ligasa de
T4, y se dejaba proceder la reaccion durante la2 noche a 4°C. Despues de
este procedimiento el DNA estaba listo para la transformacidn.

La preparacién de celulas competentes se hacla de manera eimilar a la
descrita por Davis et a/., (1980): las células a transtormar eran
crecidas durante la noche hasta una alta densidad en medic LB. Eran
diluidas 100 veces en el mismo medio, ©n un volumen final de 40 ml. El
cultive se crecia en un bafo con agitacion hasta una densidad Gptica de
0,6-0,7 a 600 nm. Las rédlulas se centrifugaban a 6,000 g durante & min,
se resuspendian en 20 ml de CaClz 0,00 M y se dejaban en hielo por 1
hora. Se centrifugaban nuevamente a 6.000 g durante & min. se
resuspendian en 2 ml de CaClz 0,00 M y se dejsban en hielo entre 1 vy 2

horas. Se mezclaba (en hielo) 0.1 ml de Tris-HCl 100 mM pH 7.2, 0,1 ml




3&

de células, y aproximadamente 0,1 pg de DNA, dejandose en hieleo durante
X0 min. Posteriormente, esta mezcla se incubaba a 37°C durante S min, se
agregaban 2 ml de LB, y se incubaba a 37°C con agitacién durante 30 a 40
min. ©,1 a 0,2 ml de esta suspension sin diluir eran plagueadas en
medios selectivos. Si se guerlia obtener fzgos en wvez de celulas
transformadas, se agregaba medio MLBG en vez de LB, vy luego de incubar
durante 3I0 min a 37°C, =e agregaba P2 2 una multiplicidad de infeccién
de 10. Después que se gbservaba lisis celular, se plagueaba con wna cepa

indicadora para P4,

ENSRYD DE LB ACTIVIDAD B-BBLACTOSIDASICA

Se siguid el procedimiento descrito por Miller {1972). Laes células
eran crecidas en el medic deseado hasta que alcanzaban una densidad
optica de 0,4-0,8 a 6400 nm {(fase exponencial). Se centrifugaban a 7.000
g durante S min y se resucspendian en medig FB. Se dejaban 30 min en
hiele y se tomaba una alicuota (0,1-0,%9 ml) completéndose @ 1 ml con
amortiguador Z (NazHPOs 0,06 M, NaHzPD; 0,04 M, KC1 ¢,01 M, MgSUs 0,001
M, DTT 0,01 M, pH 7,0). Se aradian 2 gotas de cloroformo vy 1 gota de 8DS
0,1%. Se agitaba durante 10 segundos, y e preincubaba a 28°C durante 5
min. Se agregaba 9,2 ml de ONPG 4 mg/ml precalentade a 28°C y este era
@l inicio de la reaccidn. La reaccién se detenla agregandeo 0,5 ml de

NazCOs 1 M. Las muestras eran centrifugadas en una microcentrifuga
durante 5 min, Yy se tomaba cuidadosamenta parte del sobrenadante (de
este modo se prevenia una lectura errdnea producida por dispersion de
luz)., Se median las densidades opticas de las muestras a2 420 nm {(color)

y 550 nm {(dispersiéon de luz). E@! calculo de unidedes se haciz como ssti
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descrito por Miller (1972), usando la siguiente expresion:

unidades = 1.000(Aazo~1,75Rmmo) /t %X vV % Agoceo
donde v es el volumen de células usadas, t es el tiempo de reaccion en
minutos Yy Asco €5 la densidad oOptica que alcanzaban las ceélulas en

medic PB.

TRANSDUCCION CON EL FR60 PI

Se usd este método para transducir el gen trpR™ a una cepa gue tiene
defectivo este gen. El lisado de F! usado provenia de celulas en las
cuales el elemento de insercién Tnil0 (el que lleve un gen gque confiere
resistencia para tetraciclina) esta cerca del gen trpK, s=eleccionandose
para resistencia a tetraciclina. Las celulas resistentes a tetraciclina
se analizaron en cuantc a su capacidad de represion del operdon del
triptdfanc en presencia de triptéfanc. El procedimiento de transduccion
esta descrito por Miller (1972). Se crecian las células que se deseaban
transdurcir en LB durante la noche. Se centrifugaban y se resuspendian en
el mismo volumen de MC (MgClz 0,01 M, CaClz 0,005 M) agiténdose a Z7°C
durante 10 min. A 0,1 ml de células ee agregaban 0,1 ml de tagos (sin
diluir, diluidos 10 v 100 veces). Se incubaba durante 20 min a2 37°C. Se
agregaba 0,2 ml de citrato de sodio 1 My e plaqueaba en placas
selectivas., Las ceolonias aque eran resistentes a tetraciclina eran
replicadas en placas que contenian S-metiltriptofano, un  andlego del

triptéfano que impide el crecimiento celular de cepas trpR™,




RESULTADCS

PROPIEDADES BASICAS DEL PLASMIBIC P4

Para caracterizar las propiedades de pP4 &p usaron los criterios
habituales comp son numero de copias, replicacion y estabilidad. El
problema acerca de la estabilidad del plasmidio serd tratado en 1la
seccidn siguiente, asi comp las funciones de P4 que afectan la
mantencidn del plasmidio. La replicacion del plasmidio se mird bajo dos
puntes de vista: funciones del huesped que afectan la replicacion de pF4

y las funciones de pP4 gque influyen en su propia replicacion.

Deterpinzcitn del pimero de copia de pP4. ObGoldstein et 2/7., (1982), han
descrite que la mutacién viri de F4 permite su propagacion como
plasmidio. Comoc un primer control se analizd el lisado celular de la
cepa huésped que llevaba pF4, vy esta misma cepa lisogénica para F4 de
tipa silvestre (wt), a través de gradientes isopicnicas de CsCl-yoduro
de propidio. En la figura ! se muestran los perfiles de incorporacidn de
f6~3HI-timidina en el DNA de la cepa Cla t(huésped) vy Claifiwi)
(lisdgeno}. En ambos casos s6lo se observa incorporacién de cuentas en
el DNA cromosomal, vy no se gdetecta incorporacion en la regitn de mas
alta densidad correspandiente a una forma superenroliada de Dha. Mas
adelante se mostrardn otros :riterins'para descartar la presencia de
plasnmidio en el caso del lisdgeno.

Se construyd una cepa que porta pP4 como se describid en Materiales vy

Matodos., Al analizar el ntmero de copias de pP4, se encontrd que éste es

dependiente de las condiciones de crecimiento celular (Lagos vy
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Figqura 1. Analisis de las forwes de DHR de las cepas Cla y Cla(Fawt)
mediante centrifugecién al equilibrio en CsCJ. Los experimentos se
realizaron como se descrihid en Materiales y Métodos, mediante 1la
centrifugacién en gradientes de CsCl-vodwro de propidie de lisados
celulares de la cepa huésped Cla v 1a espa lisogénica Cla(P4wt). Las
celulas se crecieron en medio LB-glucosa con abundante oxigenacién a
37°C. La escala de 1la izquierda {circulos abiertns) representa la
incorporacion de [6—~Hl-timidina en la regidn en la cual se uwbica el
plasmidio. La escala de la derecha (circulos llenos) representa la
incorporacion de [6~®H3-timidina en la zona en que migra el cromosoma
bacteriano. Estos mismos simbolos seran usados en todas las figuras en
que se muestren gradientes similares a 6&ste. La flecha indica 1la
fraccion aproximada en la cual se espera el pico del plasmidio.
Alicuotas de cada fraccidn se ensayaron como cuentas pretipitables econ
dcido tricloroaceético. El1 incremento en la densidad es de derecha a
izquierda. El panel de la izquierda (a) rorresponde a la cepa Ciz la
cual se us0 de huésped de pP4 y mutantes derivadas. El panel de 1la
derecha (b) correspande a la cepa lisogénica de P4 de tipo silvestre.
que porta sdlo la forma integrada del virus P4. n representa el nimero
de copias.
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Goldstein, 1984). El ndmero de copias de pP4 depende al menos, de la
temperatura, atreacidn del cultiveo, glucosa y concentracidon de sales. En
la ¢igura 2 se muestra un resumen de las condiciones de crecimiento que
alteran drasticamente el nimero de copias: bacterias crecidas durante la
noche en medio LB glucosa con aireacidn a 30°C, 6, celulas cultivadas
durante la noche en LB glucese sin aireacién a 37°L, o, células
cultivadas durante la noche en LB con aireaciton a 37°C, presentaban un
nimero de copias entre { y 2. 8in embargo, cuando las ceélulas se
cultivaban durante la noche en medio LB glucosa con aireacidn a 37°C el
nimerp de copias era de 48. Se encontrd ademés gue altas concentraciones
de sales afectaban el namero de copias: beacterias crecidas en las
condiciones de namero alto de copias, pero con una concentracion extra
de 0,457 de NaCl en el medioc (normalmente presente cuando se crece el
fago P4), presentaban un nimere de copias intermedio de 10-i5 (no se
muestral)., Este efecte resultd ser inespecifico, vya gue se obtuvieron
resultados similares usando el mismo parcentaje de ctras sales comp Tris
y fosfate (no se muestral). Esta propiedad de pP4 permite su propagacidn
en ntmero de copias alto, intermedio, o baip, dependiendo de las
condiciones de crecimiento. Para probar £i este erz un fenémeno general
aplicable a otros plasmidios, se transformd la misma cepa huésped con
pBR3I2S, y se crecid bajp diferentes condiciones., Se encontré que el
namere de copias de pBRIZD es independiente de las condiciones de
crecimiento (no se muestral. Esto indica que la manipulacién del ntmnero
de copias del plasmidio a través de las condiciones de crecimientn, es

una propiedad del sistema pP4.
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Figura 2. Alteraciones en las condiciones de creciniento permiten un
control inducible del niumero de copias de pP4. Los gradientes de
densidad al equilibrio de CsCl-yoduro de propidio se obtuvieron como se
describid en Materiales y Métodos y en la figura 1. La cepa Cla(pP4virl)
se crecid en: LB-glucosa {(0,4%) (LBG) ton aireacitn a 30°C {aly LE sin
glucosa con aireacion a 37°C  (b)j LBG sin aireacién a 37°C ()3 vy LBG
con aireacién a 37°C {d). n es el numero de copiags por cromosoma
equivalente. Al igual que en la figura 1, la escala de la izquierda
(circulps abiertos), representa la incorporacién de radiactividad en la
zona de migracién del plasmidio, vy la escala de la derecha ({(circulos
llenos), la zona en que migra el cromosoma bacteriano.
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Se hizo un estudio mAs detallado de la dependencia del nomero de
topias con la temperatura, manteniendo las otras condiciones para alto
nimero de copias. El efecto de temperatura sobre la replicacion del fago
P4 habia sido menciconado anteriormente por Kabn y Hanawalt (1978),
quienes informaron gue no pudieron hacer experimentos de replicacidn del
DNA de P4 en una cepa ts a 30°C, A pesar gue no hay un estudie
sistematico de la replicacion del DNA del fago P4 & diferentes
temperaturas, con estz informacion no es sorprendente encontrar que a
20°C la replicacién del plasmidio es pobre. Como se muestra en la figura
3 a 34°C, pP4 se replica en nimero 2lto de copias el cual es eimilaer a
37 y 42°C. Np se analizéd con mds detalle cual era la temperatura
restrictiva exacta, vy cuando se deseaba usar temperatura como condicion
para obtener numero bajo de copias, las celulas se crecian a 3J0°C. En un
experimento preliminar se tratd de determinar =i se producia una
inhibiridn rédpida de la replicacion del DNA de pP4 cuando las celulas se
transferian desde 37°C a 30°C. Al transferir las células de 37 a2 30°C
durante tres generaciones el namero de copias disminuyd en un 20%
respecto del control a 37°C, 1o que sugiere que no hay una actividad
enzimatica termosensible gque participe directamente en la2 replicacidn
del DNA de pP4.

Se analizé también en mias detalle =1 efecto de glucpza sobre el
nimero de copias. Mediante electroforesis en geles de agarosa (no se
muestra), se determind que con concentraciones de glucosa entre 0,03 vy
0,17 el ndmero de copias es bajo. Reemplazando glucpsa por otras fuen-—

tes de carbono, como succinato, malato, glutamato y glicerol el nimero
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de copias era bajo. Si se usaba fructesa, piruvato o lactosa el némero
de copias se mantenia altoe. A fin de estudiar =i pl efecto de glucosa
gra a nivel de represién catabdlica, en la cual cAMP tiene un rol
preponderante, se hicieron estudios en los cuzles se agregaba cAMP vy
glucosa de modo de ver si se anulaba el efectpo de glucosa. Se habla
descrito previamente que la presencia de cAMP estimulaba la respuesta
lisogénica en lambda, vy niveles bajos de este metabolito estimulaban la
respuesta litica (Hong et al., 1971; brodzicker et al., 1972). Como P4
no puede entrar en ciclo litico en ausencia de P2, el estado de numero
gltc de copias podria analogarse 21 de ticle litico, vy el de pumero
bajo de copias al de lisogenia. En la figure 4 se muestra el efecto de
cAMP en condiciones de crecimiento para numerp alio de copias, el gual
s redure a 3 en presencia de cAMP 10 mM. Reemplazando cAMF por AMP a
la misma concentracion, ce obtiene un efecto intermedio, revelando oue
el efertp de cAMP ee bastante eepecifico. Estos resultiados sugieren gue
glucosa tiene un efecto similar al descrito para lea rearesion
catabdélica, ya gue ee antagonizado por cAMF.

Se sstablecieron nuevas cepas con pP4, usando fago P4 praveniente de
otras preparaciones, y también F4 rescatado de la cepa pP4 mediante
superinfeccion ton FPZ. En todos los casos analizadn; {4}, no hubo
diferencias en el establecimiento y mantencitn del plasmidio P4, io oue
indica que la propiedad de propagarse come un plasmidico con las
caracteristicas mencionadas no es adguirida (como pedria eser una

mutacion en P4), sino una propiedad inherente de £1.
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Figura 4. £fecto de cAMP sobre el niémero de copias de pP4. Los
gradientes se obtuvieron como se describio en la figura 2. Clai{pFiviri)
se crecid en LBE con aireacion a 37°C (a)3; b)Y como en {a) pero en
presencia de 10 mM de cAMP; c} como en (a) pero en presgencia de 10 mM
de AMP.
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Papel del producto génico o sobre la »antencitn de pP4. La replicacién
del DNA de P4 es dependiente del producto genico ¢, que es codificado
por P4, vy se ha postulade que actda como una DNA pri&asa esencial parsz
la iniciacién de la sintesie de DNA (Barrett et &., 1972; 198B3). Para
examinar el papel de « en la mantencion del estade de plasmidio, se
establecid la mutante Payiriatsél en el huésped Cla 2 la temperatura
permisiva de 37°C. Se analizd el nimero de copias de esta mutante
crecida a diferentes temperaturas, en medio LBG con aireacidn, a traves
de gradientes isopicnicas de CsCl-yodure de propidio. En la figura 5 se
muestra que a2 lag temperaturas permisivas de 30, 3IF y I7°C el numero de
copias del plasmidio es bajo (1 a 3}, mientras que a la temperatura no
permisiva de 42°C no se detecta la presencia de la forma superenrollada
del plasmidio. El numero bajo de copias encontrado a 33 y 37°C contrasta
con el namerb alto encontrado baio las mismas condiciones en la cepa
pPavir o+. Esto puede ser atribuldo 2 un efectp parcial de la lesion
termpsensible de la mutacidn atsél, aun a la temperatura permisiva. La
replicacion del plasmidio a 42°C de la cepe oF se mostro en la figura G,
en la cual se aprecia un numero alto de copias, lp que indica gue no hay
un efecto de temperatura a 42°C sobre la replicacion del plasmidio,

8¢ hicieron estudios preliminares de cambic de temperatura desde
una permisiva (37°C), a una no permisiva (42°C), a ;in de observar si se
producia un cese inmediato de la replicacion de pP4. Un cultivo a 37°C
se transfirié durante 3 generaciones a2 la temperatura no permisiva, y no
se opbservéd un cecse de la replicacion de pP4 sino mas bien una pequefia

estimtlacion (n=&) {no se muestra). Este resultade sera discutido méas
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Figura 3. La replicacién de pPéxtsélvirl es dependiente de 1=z
tepperatura. Los experimentos se realizaron como se describid en la
figura 3. Cla(pF4atsélvirl) fue crecida a: 3I0°C (a)y 33°C (b3 37°C (ch:
y 42°C (d).
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adel ante.

Localizacitn de pPavirlatsbl en un huésped crecido & 42°C. Ge habia
demostrade previamente que ceélulas que contenian P4 en el estado de
plasmidio, también tenian una copia de ¢ste integrada en el cromosoma
del huésped., Se investigd la posibilidad que existiera a 42° una copia
integrada en el cromosoma, & pesar que se determind que no existian
copias de pP4 a esta temperatura no permisiva. Para probar la
integracién de pFavirlatsél, se crecieron las células que portaban este
plasmidio a 42°C y se prepard DNA total. El DNA celular tptal  fue
analizado por hibridacién con DNA radiactivo de P4, luego de ser
transferido a filtros de nitrocelulosa. Para demostrar gque e1 DNA de P4
no estad meramente atrapado en 2l DNA cromosomal, el DNA  total fue
tratado con la endonucleasa de restriceién £coRl. Se egperaba obtener
que el patrén de fragmentos obtenidos soleo por integracien fuera el
mismo que el obtenido para Cla(P4wt): en cambip, si hay formas libres de
F4 deberizn obtenerse fragmentos adicionsles.

La enzime £coRI corta el DNA linear de P4 zislado de capeides del
fago, en tres sitios, dande origen a cuatro fragmentos denominades A, B,
C y D (Boldstein et al., 1973) (figura &a). En contraste, la molecula
replicativa de DNA de pP4 es circular, porgue los extremos cohesivos de
los fragmentos & y D estan covalentemente fusionados. La digestion con
EcoRI de esta molécula circular, da origen a tres fragmentos: A+D, B v
C {figura &b). La integracidn de pP4 a traves del sitio qtt, divide la
molécula circular del plasmidio en el fragmento £+D en &1 eitio att, vy

los extremos libres del plasmidio, localizado en este sitio, se unen al
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Figura &. Bepa de restriccion de P4 con Ia enzipva EcoRI. a) La enzima
EcoRI corta el DNA linear del fago F4 en tres =sitios, dando lugar a
cuatro +fragmentos 1llamados A {6B,8%4), B (4%), C (23,27 v D (2,2%)
(Goldstein et a/.. 1976). b) En la forma circular de F4 los fragmentos #
y D estén fusionados a través de los extremos cohesivos, por lo que al
digerir el DNA circular de P4 con £coRl se originan s6lo trecs
fragmentos, AD., B v C. ¢} Cuando P4 estd integrado, dentro del! cromosoma.
el +ragmento AD ee divide en dos {(en el lugar en que se encuentra el
sitio at¢) uniéndose por estos extremos al cromosoma bacteriano. A1
digerir =ste DNA con £coRI, el fragmento AD se reemplaza por dos nuevos
fragmentos, X1 y X2.
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cromosoma del huésped. En esta configuracion integrada de P4, el
fragmento A+D de la forma circular del plasmidic es reemplazado por les
fragmentos X1 y X2 (lee fragmentos de unién con el huésped) en tanto aque
los fragmentos B y C nc se ven alterades despuée de una digestion con
EcoRI (figura éc).

En la figura 7 se muestran los resultados después de digerir el DNA
total con £coRl, someterlc a electroforesis en geles de agaresa,
transferencia a nitrocelulosa, e hibridacién con DNA de F4 marcado con
32, En esta figura se observa que Cla(pP4virlatsél) crecida a 42°C
contiene la forma integrada de P4, perc no contiene la forma circular
libre del plasmidio de F4 {(posicién B8). El patron observado es £l mismo
que para el lisdgenc de P4wt (posicidn 1), en el cual se resuelven los
fragmentos de unién con el cromosoma, X1y X2, v los fragmentos k y C,
en cambio el fragmente A+D producido por la forma circuler del plasmi-
dio esta ausente. Todos estos fragmentos estan presentes en esta misma
cepa crecida a una temperatura permisiva (37°C) para el plasmidio (posi-
cidn 7). Este 2= también el casc para Cla(pP4virl) crecida bajo diferen-
tes condiciones (posiciones 2, 3, 4 y 5). Estos estudios de hibridacidn
dejan claro que el efecto de las condiciones de crecimientc sobre el
numero de copias del plasmidic se ejerce a nivel de la replicacion del
DNA. Esta conclusién no se extrae de los experimentos de gradientes
isopicnicas, ya que existe la posibilidad que el efecto se deba a2 la
formacion de formas relajadas del plasmidio, las cuales migrarian con el
DNA& cromosomal. Si este fuese el caso, en las condiciones de bajo nuamero

de copias se esperaria encontrar una gran proporcion del fragmento AD,
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Figura 7. Hibridacién por el »étodo de Southern del DNB total digerideo
car £EcoRlI de células que portan pP¢4. Ge extrajo el DNA total de las
cepas Clai{pP4virl) o ClalpP4virletsbl) crecidas bajo diferentes
condiciones (ver el texto). Los geles, transferencia de DNA a filtros de
nitrocelulpsa e hibridacién, se hicieron como se describid en Materiales
y Métodos. La posicién 1 representa el lisdgeno Cla(P4wt) crecido en
medio LBG con aireacidn a 37°C (ver figura 2). Cla(pP4virl) crecida en
LBG con aireacion & 37°C (2); comp en 2 pero a 30°C (35 como en 2 pero
sin eireacidn (4); comp en 2 pero sin glucosa (S). 6 representa el DNA
de pP4 purificado a traves de gradiente de CsCl-bromuro de etidio. 7 v B
son Cla{pP4viriatsbl) crecido en LBG con aireacien & 3I7°C y 42°C
respectivamente. En las posicianes 1 y 8 el fragmento AD no estéd
presente, aunque esta regitn se ve oscurecida por la sobreexposicitn de
manchas adyacentes. Las figuras 22, 23 v 27 muestran Cla(P4wt} sin este
problema. E1 fragmento X2 es visible stlo después de tiempos prolongados
de exposicidn.
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praveniente de la forma relaijada del plasmidia enmascarada por el cromo-
stma. Por el contrario, se cobserva gue gl fragmento AD se encuentra en
proporcién 131 con el fragmento X1 (el cual es practicamente tpdo el
fragmento AD unido 2 un fragmento de DNA cromosomal), lo gue ademés
confirma el namerc de copias obtenido por el método de gradientes
(posiciones 3, 4, S y 7). Esto se calculd por trazado densitométrico de
la autoradiografia, vy posterior integracion bajo la curva de los picos.
Desgraciedamente, no fue ppsible tener un dato exacto, por este método,
de la condicién de nimerp alto de copias, de modo de tener una gstima-
citn del porecentaje de la forpa relajada del plesmidio, ya gue la banda
correspondiente al fragmento AD es tan intensa gue no permite un trazado
densitométrice completn. Por triangulacion de este pico, se obtienen
proporciones similares a las obtenidas por experimentas con gradientes.
Con seguridad se puede decir gque al menos en condiciones de nimerc baje
de copias, todas las células llevarian la forma integrada de pP4.

Con este razonamiento ne se puede extrapolar la misma conclusién
para la mutante otsél, crecida en las condiciones no permisivas (42°C),
ya que no se tiene un patrén de comparacién comp es la forma integrada vy
el plasmidio. Sin embargo, el hecho de no obtener segregantes del
plasmidio aungue 1las células se crezcan varias generaciones a la
temperatura no permisiva, apoya la idea gue ciempre existe una copiz

integrada en el cromosoma 2 la temperatura no permisiva (no se muestra).

Induccibn del profago Pavirlatsbl al estade de plasmidio. Los resultados

que se mostrarcn anteriormente demuestran gue después de cambiar la
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temperatura desde 37 a 42°C, pPavirlotsél es mantenido en la forma
integrada dentrc del cromosoma del  huésped. Un cultivo de
Cla(pPavirlatsbl) crecido a 42°C, que s0lo contiene la forma integrada
de P4, fue transferide a 37°C durante la noche, y subsecuentemente
diluido previo a 1a marcacién con [6~®H]l-timidina. En la figura 8 se
muestra gue cuando el cultivo es transferido desde la temperatura no
permisiva (42°C} a la permisiva (37°C) para la replicacion del
plasmidio, hay una induccién de pP4, Las células pueden ser crecidas
indefinidamente a 42°C sin pérdida de P4, obieniéndpse el estado de

plasmidie cuando se cambia a 37°C.

Inhibicién de la replicacidn de!l DHR por cloramfenicol y rifzmpicipa.
Comc una primera aproximacidn para establecer cuan dependiente es la
replicacion del plasmidio de las funciones celulares, se hicieron
egtudios in vivo de la inhibiciédn de la replicacidn del DNA de pP2 por
cloramfenicol v rifampicina, para ver si la replicacidn dependia de la
sintesic de proteinas y de RNA. La cepa Cila{pP4viri) fue marcada con un
pulsa de [6—SHl-timidina durante 10 min con o sin la concomitante
adicidn de cloramfenicol (100 pg/ml), © rifampicina (100 pg/ml). El DNA
del plasmidio covalentemente cerrade y superenrcollado fue separado del
DNA cromosomal mediante centrifugacién al equilibrio en CsCl-yoduro de
propidio. Como se muestra en la figura ? la incorporacion de [6—=Hl-
timidina durante los primeros 10 min del pulse no es afectada por la
adiciéon de los antibitticos, pero se observa un efecto consgiderable

después que las celulas han sido tratadas con estos antibidticos por &0

min. En la Tabla I se muestran los porcentajes de iphibicidn de 1la
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Figura 8. £ ceabic de temperaturs desde 42°0 a 37°C induce Ja forea
inteqradae de PAatsbivirl al estado de plaspidico. los experimentps se
realizaron como se describié en la figura Z y en Materiales v Métodos.
ClalpP4atsblvirl) se crecid a 42°C (&), vy luego se transfirid a 3J7°C
durante 15 horas previo a la marcacion con [6—=Hl-timidina (b).
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Figura 9. Inhibicién de [la replicacibn de pP4 por cloraefenicol vy
rifampicina. Los gradientes de CsCl-yoduro de propidic se realizaron
comoc se describié en Materiales y Métodos. E1 DNA se marcotd con [&6-3H]-
timidina durante 10 minutos sin la adicidn de antibidticos (a y b): con

la adicién de cloramfenicol (Cm) (c y d) a una concentracion

final de

100 pg/ml; y con la adicién de rifampicina (Fif) (e y $) a una
concentracidn final de 100 pg/ml. El tiempo O corresponde al momento de

agregar el antibiodtico y los tiempos sefialados en el grafico al
durante el cual se marcéd el DNA (ver Materiales y Métodos).

periodo
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TABLA 1

Efecto del clorapfenicol y rifampicina sobre la replicacitn de
pPE in vivo

rifampicina cloramfenicel
tiempo (min)d pF4  crm crm/pP4 pF4  crm  crm/pP4
0-10 1334 109% 7.8 1i8% 1047 e.B
&0~70 41% 22% - 154 274 10,0

En esta tabla se presenta un resumen de los datos ohtenidos en la figura
9. Los porcentajes de sintesis de DNA son relativos al control no
tratado. El cdlculeo del porcentaje se hizo estimando el nimero totel de
cuentas incorporadas en el plasmidio (pP4) y en el cramosoma (erm). De
modo de apreciar mejor el efecto de los antibisticps sobre la
replicacidn de pP4, se hizo el cuociente de las cuentas totales del
crompsoma scobre el plasmidio {crm/pP4). Como se indicd en la figura 2,
el tiempo 0 corresponde 21 momento de la adicidn del antibidtico, y el
intervale de 10 minutps al periodo durante el cual se hizp la marcacion
radiactiva.
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sintesis de DNA del plasmidio y del cromosoma después de agregar 1la
droga. Los niveles del plasmidio se reducen a un 15% después de un
tratamiento de &0 min con cloramfenicol, en cambio sélo se reducen a un
41% después del tratamiento de &0 min con rifampicina. Eventualmente,
con tratamientos por tiempos prolongades con estas drogas, se llegaba a
una iphikicion total de la sintesis de DNA (np se muestre). A fin de
precisar que proteinas celulares estan envueltas en la replicacion del
plasmidio, se realizaron los experimentos gque se detallan a

continuacién.

Funciones celulares que afectan la replicacibn de pP4. Para hacer esie
estudio se contd cen una serie de mutantes termosensibles en los genes
dna implicados en la sintesis de DNA. Estudios previos de Bowden et &/.,
{1973) mostraron que la replicacién del fago P4 era independiente de
las funciones dnsA, B, L, y 6, pero que dependia de los genes dnak y H
que codifican para la DNA polimerasa III. Se investigd si el plasmidic
era dependiente de estas funciones, y en caso contrario, su posible
compleaentacién con éstas. Be establecid pP4 en cepas defectivas (¢s)
para funciones draR, B y G, trabajando a la temperatura permisiva
(30°C). F4 tenia un efecto letal spbre la cepa dpaC (0.1%4 de
sobrevivientes después de la infeccién con P4 a una multiplicidad de
infecciédn de 10. Ninguno de los scbrevivientes portaba pP4}, por 1o cual
fue imposible establecer esta cepa. La mutante en la DNA polimerasa 111
egcogida, fue una mutacién en el gen dpaeE, que codifica una subunidad de

1a holeenzima de pol 111 {(Mc Henry y Kornberg, 1977). Se establecito pP4
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en esta cepa a la temperatura permisiva. Los productos génicos dnaf, K
y § estdn implicados en la iniclacion de la replicacion del DNA. El gen
dnalk codifica para una primasa (Rowen y Kornberg, 1978), y fermaria
junto con los productos génicos dnag, L y otras proteinas el
"primosoma” (Kornberg, 1984), compleje que inicia la replicacién del
PNA. El producto del gen dnaf ha sido menes estudiado, pero se sabe gue
participa en la iniciacién de la replicacién del DNA en el origen de la
replicacidn {(Kornberg, 1982). pF2 no complementd para el crecimientp a
la temperatura no permisiva (42°C) con ninguna de estas mutantes. Al
igual que lo observado en Cila(pP4viri), todas estas cepas presentaban
una copia de P4 integrada en &1 cromosoma bacteriano. Pare iniciar el
estudio acerca de la participacion de estas funciones en la replicacicn
del DNA de pP4, se midid la eintesis total de DNA a2 1a temperatura
permisiva {(30°C), observandose como esta se afectaba cuando los cultivps
eran transferidos a2 la temperatura no permisiva (42°C).

En la figura 10 se suestra la sintesis de DNA tptal de las mutantes
dna termosensibles a la temperatura permisiva (30°C), vy luego de ser
- transferidas a la temperatura no permisiva (42°C). El tiempo medio de
duplicacidén celular de la cepa dnaf, con O sin el plasmidio, en las
condiciones descritas para el experimento a 30°C, ets de 45 min. En 1la
figura 10a s&e observa que la curva de replicacidn del DNA a 30'C es
idénticza en la cepa pP2 y en la cepa parental, 5in embargo, a 1la
temperatura no permisiva el patron de comportamiento es diferente. La
replicacidon del DNA de la cepa control cesa después de 60 min de eer

transferida a 42°C, dato que concuerda con el descrito en la literatura,
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Figura 10. Siptesis de DN total en cepas defectivas en funciopes dna
gue portan pP4. Las determinaciones de sintesis de DNA se hicieron como
se describic en Materiales y Métodos. La linea continua representa 1la
cepa que porta pF4, y la linea punteada la cepa sin plasmidio. El tiempo
0 indica 21 momente de cambio de temperatura cuando corresponde. En cada
panel se muestran la cepa sin plasmidio v la cepa que lleva pP4 crecidas
a la temperatura permisiva (30°C) y transferidas a la temperatura no
permisiva (42°C). Las cepas usadas fueron: a) C2307 (mutacitén en dnef) vy
C2307 (pP4virl). b) LD301 (mutacién en dnaE) y LD3OL(pF4virl). c) LDR312
(mutacion en dna®) vy LD312{pP4virl) y d) C230%7 (mutacidn en dnal) vy
C2309(pP&virl). En la figura, (-} representa la cepa sin plasmidio.
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va que esta tepa es de detencidn lenta. BSin embargo, cuando esta cepa
lleva pP4, la detencién de la sintesis de DNA se produce despues de 270
min de ser transferida a 42°C, y alcanza nivelee de gintesie de DNA tres
veces mas altps gque la cepa parental sin el plasmidio. Este resultado
indicaria gque pP4 puede pseudocomplementar por algon tiempo la2 funcidn
dnafh. Podria tratarse tanto de un reemplazo como una estabilizacion de
esta actividad por los productos génicos de pFP4,

El mismo experimento hecho para l2 sutante de dnab se muestra en la
figura 10c. En este caso, el tiempeo de duplicacidn celular a 30°C de las
cepas con o gin el plasmidic es de 103 min, vy al igual que el caso
anterior no hay diferencies en las curvas de sintesis total de DNA de
ambas cepas a 30°C. Cuando estas cepas son transferidas a 42°C, en la
cepa control (sin pP4) se praoduce una detencidén inmediata de la sintesis
de BNA, lo cual estd de acuerdo con datos de la literatura, ya gue esta
cepa ha descritc como de detencidn rapida, La sintesie de DNA de la cepa
pP4 cesa después de 1BO min de ser tranferida a 42°C, pero los niveles
de sintesis alcanzados son muy bajos, o2 modo que probablemente ésta
corresponderia a sintesis residual de DNA del plasmidio. ©Si este fuese
el caso (como se analizari mas adelante), se podria decir gue la
sintesis del DNA de pP4 es independiente de esta funcidn,

En la figura 10d se muestra que sucede cuando se emplea una mutante
en la DNA primasa {(dnaB). El tiempo de duplicaciotn celular a 30°C de las
cepas con o sin plasmidio es de 60 min, Yy ambas cepas poseen el mismo
patrén de sintesis de DNA total a 30°C. Esta cepa también ha sido

descrita como de detencitn répida, vy efectivamente la sintesis de DNA
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cega inmediatamente cuando la cepa contral es transferida a 42*C. Sin
embargo, la cepa que lleva pP4 sintetiza DNA hasta alrededor de 180 min
después de haber sido transferida a 42°C, alcanzando niveles de sinteesis
rel;tivanente altos. Al igual que para la mutante drafl, esto se podria
explicar por una pseudocomplementacién de pP4, vya que la cantidad de
DNA8 sintetizade es mayor que la que uno esperaria stlo para el
plasmidio.

Finalmsente, en la Figura 1i0b se anaiiza el caso de la mutante dnaE.
Esta cepa estd considerablemente mas alierada que las otras, lo que se
refleja en parte en los tiempos de duplicacion celular. La cepa control
(sin pP4) tarda alrededor de 3 horas en duplicarse, siendeo este tiempo
un poco mayor para la cepa que lleva pP4. La cingtica de sintesis total
de DNA a 30°C es un poto mas rapida en la cepa control. Algo similar
sucede cuandoe ambas cepas san transferidas a 42°C. La sintesis de DNA se
detiene alrededor de low 130 min después de la trensferencia & 42°C, vy
ios niveles de sintesis de DNA alcanzado por la cepa gue porita el
plasmidic son oé&s bajos que la del control, aungue ambos niveles son
relativamente bajos si se lps compara con los niveles alcanzados a 3J0°C.
Una explicacidn simple de estos resultados, es gue pFé requiere de pol
I1II, y mas aun, compite por este producto génico defectuoso lo cual
ocasiona el descenso en los niveles totales de DNA de la cepa pP4. Como
los datos presentados hasta agul no permiten sacar una conclusion en ese
sentide, se hicieron experimentos para cuantificar estos efectes a

nivel del DNA del plasmidio y DNA cromosomal.
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Replicacién del DHA del plasmidio y cromosomal bajo condiciones no
peraisivas de las sutantes opa. L& metdodica seguida fue dar un pulso
{10 min) de [é&~®Hl-timidina después de transferir las celulas por 120
min a la temperatura nco permisiva. Se escogid este tiempo para dar el
pulso, pues practicamente en todo® los casos, la sintesis de DNA de las
cepas control {(sin pP4) ha cesado casi por completo, & excepcidn de la
mutante dnefl que es de detencion lenta. En los casos de las cepas que
portan el plasmidio, el tiempo que demora en detenerse la sintesis de
DNA es mayor que 120 min, lo cual permite concluir gue la sintesig de
DNA producida posterior a este tiempo, es debido a un efecto producido
por pPa, El gnalisis de las formas de DNA se hizo a través de gradientes
isopicnicas de CsCl-yodurp de propidio, 1o cual permitid resolver 1las
contribuciones hechas por la sintesis de DNA del plasmidic y del
cCromosoma.

En la figura 1ia se muestra el perfil de DNA de las cepas mutantes
dneA con o sin pP4 que se mantuvieron a 30°C. Como se esperaba, la
cepa control sé6lo presenta sintesis de DNA cromosomal, amientras que 1la
cepa pP4 lleva el plasmidio en numero de copias igual a 6,6. Despugs de
transferir estos cultivos a 42*C (figura 1ib), se observa que la cepa
control disminuye netablemente la sintesis de DNA cromosomal ({alrededor
de 10 veces), en cambic la cepa pP4 presenta un pequefo aumento de la
sintesic de DNA de pP4 y del cromosoma. Esta ultima pupde ser atribuida
a que la masa celular aumentd al seguir creciendo las células por un
tiempo. Para tener un parametro relativo se calculéd el cuociente entre

la incorporacidén de cuentas obtenidas en 1 DNA del cromosoma y en el
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Figura 11, £fecto de /e tepperatura sobre la sintesis de pP4 en cepas
termesensibles en las funciones dnaft v B. los gradientes en CsCl-yoduro
de propidic se realizaron como se describié en Materiales y Métodos. La
linea continua representa la cepa que porta pF4 v la linea punteada 1la
cepa sin plasmidip. a) C2307 y C2307 (pP4virl) {(dnah ¢5) crecidas a 30°C
v marcadas con un pulso de [6~HI-timidina durante 10 minutos. b) Como
en (a) perc transferidas a 42°C durante 120 minutos previos a 1la
marcacian. ©) LD31Z y LDIi1Z2(pP4virl} (dpaB ts) crecidas a 30°C v
marcadas como en (a). d) Comp en (c) pero transferidas a 42°C durante
120 minutos previos a la marcacion.
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plasmidic. En la Tabla Il se muestra que el cuoriente disminuyé de 51 a
26, 1o cual significariea gque el plasmidio se eintetiza preferentemente
sobre el cromosoma, ya sea porque la sintesis del plasmidio aumenta, o
la del cromosoma disminuye, o0 una combinacidn de ambas. En todo caso,
es evidente que la sintesis de! DNA cromosomal es importante, lo cual
implicaria que pP4 pseudocomplementa o estabiliza el producto génico
dnafA. Por otra parte, se concluye gque este producto génico no esté
implicado en la replicacidn de pF4, ya gue éste se replica normalmente a
la temperatura no permisiva. Come se menciond anteriormente, no hay
complementacién total de pP4 en esta mutante, ya gue la cepa pP4 no
crece a temperaturas no permisivas.

En 1la figura 1llc se muestra el comportamiento de la cepa dpaB con vy
sin pP4 a la temperatura permisiva. El namero de copias de pP4 es de
7,4. Al transferir estos cultivos a 42°C (figura 1ld), la sintesis del
DNA cromosomal de la ecepa contrel cesa completamente. El plasmidie se
replica pobremente pero atn & niveles significativos, en cambio el
cromoscma  se replica 2 niveles casi insignificantes (disminuido en més
de 300 veces). De estos experimentos se puede concluir que 1la
replicacion del DNA del plasmidio atin persiste en presencia del producte
inactive del gen draB, vy que ano hay pseudeocomplementacién de esta
actividad. En la Tabla II se aprecia que el cuociente entre la sintesis
del DNA del cromosoma y la del plasmidic a la temperatura permisiva (44)
decae a 1,26 a2 la temperatura no permisiva. En este caso, hay
disminucidn de la sintesis del DNA del crompsoma y del plasmidio, siendo

considerabliemente mayor la disminucidn de 1la correspondiente  al
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TABLA 11

Efecto de putaciones ep las funciones dnaB, B, 6 v E sobre la
replicacion de pP4

% cpm (42°C/30°C) erm/pbP4

crm pP4 30°C 42°g
C2307 (dnaf) 17 - - -
C2307(pFPavirl) 130 235 51 26
LD312 (dnahB) 0O - - -
LD312(pPavirl) 0,32 1z 7,4 1,3
C2309 idnat) 0,52 - - -
C2309 (pPavirl) 2t 44 133 &2
LD301 {dnakE) ol - - -
LD301 {pFasirl) 2,3 21 7.7 0,9

En esta tabla se resumen los datos obtenidos en las fiquras 10 v 11. Los
numerocs de las dos columnas de la izguierda reoresentan el porcentaie de
i1z sintesis de DNA a la temperatura no permisiva (42°C) respecto de 1la
permisiva {30°C), utilizando e! numero total de cuentas del cromosoma y
del plasmidio. Los nimeros de las dos columnas de la derecha con los
cuocientes de las cuentas totales del cromosoma sobre el plasmidipo
incorporadas a la temperatura permisiva (30°C), v no permisiva (42°[).
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cromosoma.

El comportamiento de la mutante dpab a la temperatura permisiva se
muestra en la figura 12a. El namero de copias de pPF4 e de 2,6.- Al
transferir los cultivos @ 42°C (figura 12h) se observa gue la sintesis
de DNA de lz cepa control cesa casi por completo. $Sin embargo, cuando
esta cepa lleva pP4, los niveles de sintesis permanecen relativamente
altos. Como se ve en la Tabla II, el cuociente de replicacién cromosoma
plasmidio baja de 133 a &2, pareciendo que la sintesie del cromosomz se
ve un poco mas afectada. Este experimento revistio especial interes, ya
que el gen dnah ceodifica para una DNA primasa y a su vez se ha postulado
que la proteina « de P4 es una DNA primasa. A pesar que es claro que pP4
no requiere de la DNA primasa celular para replicar su DNA, la proteina
a de P4 no es tapaz de complementar totalmente con esta actividad, vya
que la cepa que lleva el plasmidic no crece 2 temperaturas no
permisivas, pero es tapaz de complementar, por un tiempo, la actividad
defectiva de la primasa.

Finalmente, se analizd la mutacion dnak, gque afectz 1la DNA
polimerasa III. En la figura iZ2c se muestra el comportamiento de esta
cepa mutante gque ileva el plasmidio a 1la temperatura permisiva. El
nimero de copias obtenido a 30°C es aito (44) 1p cual parece estar en
contradiccién con los resultados presentados para la cepa Clai{pPavirl).
La cantidad de cuentas totales del pico correspondiente 21 plasmidip no
parecen estar aumentadas con respecte a los otros experimentes en que el
nimere de copias Jue bajo, pero hay pocas cuentas en el pico

correspondiente a)l DNA cromosomal, 1o cual indicaria que la velocidad
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Figura 112, £EFfecto de la tempesratura sobre fa sintesis de pP4 en cepas
terposensibles en las funciopes dna & ¢y E, Los gradisntes en CsCl-yoduro
de propidio se realizaron como se describid en Materiales y Métodos. La
linea continua representa la cepa gue porta pP4, vy la linea punteada la
cepa sin plasmidio. a) C2309 y C2309(pF4virl) (dpnaG ts) crecidas a 30°C
. v marcatas con un pulso de [6—Hl-timidina durante 10 minutos. b} Como

en (a) pero transferidas a 42°C durante 120 min previos a la marcacion.
c) LD3I01 y LD3AN1{pP4virl) {dnaE ts) crecidas a 30°C y marcadas como en

{a). d) Como en (c)} pero transferidas a 42°C durante 120 minutos previes
& la marcacidn.
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de sintesis del cromosoma disminuyo. Mediante geles de agarosa e
hibridacién en +iltros de niirocelulnsa {no se muestra) tambien se
obtiene un numero de copias mas alto que 21 esperado. Este resultado
seréd discutido mas adelante. A1 transferir los gultivos a2 42°C {(figura
12d), esta situwacidn se torna més dramatica ain. El cuociente de
replicacién del cromosoma con respecto al del plasmidio bajade 7,7 a
30°C, a ©,9 2 42°C {ver Tabla 11), vy en este caso la sintesis del DNA
cromosomal estd mAs desfavorecida que la sintesis del plasmidio. Tomando
camo antecedente la magnitud de la reduccidn de la replicacion del DNA
en la cepa que no lleva el plasmidio, €e podria pensar que el plasmidio
reduce su replicacién en un range similar, vy fue el crompsoma e mas
afectada, porque habria una competencia por el producto génico defectivo
dnaE, en la cual pP4 se veria favorecido por su numero {(mayor gque el
del cromosoma), Yy por su velocidad de replicacidn. Se podria concluir
entonces, que pP4 necesita de este producto génico para su repligacion vy
compite por él.

La centradiccitn aparente gque existe en el numero de copias de esta
cepa determinade a 30°C, puede explicarse mediente el modelo propueste
por Pritchard et a/., (1948), acerca del controcl de la replicacion del
DNA. Los autores poastularon que el némerp de copias de un plasmidio
estaria regulado por la frecuencia de la iniciacion de la replicacion, y
gue existe una relacidn entre masa celular y sintesis de DNA. §i se
aumenta el tiempo de duplicacidn celular {en este ceso mediante una
mutacién), y la frecuencia de iniciacion permanece constante, se

sintetizaran mas copias de pP4 por celula.
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Los resultados gue se presentaron anteriormente, en los cuales hay
incorporacion de cuentas en el pico correspondiente 21 DNA cromosomal de
los mutantes, no pueden ser explicados como incorporacion en DNA de pF4
gque se ha relajado, © que no se ha superenrollado, Yy que migra en la
posicién del cromosoma, Ya que se hicieron los controles adecuados para
gescartar esta posibilidad. Se procedit a hibridar DNA correspondiente a
los picos del cromosoma de todas las mutantes, con DNA radiactivo de
P4, vy los niveles de hibridacién corresponden a2 la copia de P4 que esté
integrada en el cromosomz, no encontrandose el exceso de P4 que pudiese

provenir del DNA relajade (no se muestra)l,

FUNCIONES DE P4 QUE AFELTAN LA MANTENCION DEL PLASKIDIC

Se investigd cuales de las funciones conocidas de P4 afectaban, o
eran necesarias para la mantencidn del plesmidio. Una funcidn gue ee
determiné como esencial es la codificada por el gen o, COmMD Yya &€
describid anteriormente. FPor estudios prevics en £1 fago P4, se sabla
que el gen psu¢ era importante en la regulacion de los niveles de o {(Lee
y Goldstein, 198%5). En estos estudios se observo que la proteina «, que
gs una proteina temprana, que se sintetiza inmediatamente después e la
infeccién, alcanza un méximo en la velocidad de sintesis antes de 1los
diez primeros minutos. Luege 12 sintesis de o se detiene, reiniciandose
nuevamente a los 45 min después de la infeccion, y se mantiene por al
menos & horas después de la infeccidn. La reiniciacidn de le sintesis
de la proteina a parece estar controlada por la proteina psu, ya que
mutantes en esta proteina son incapaces de reiniciar la2 sintesie de la

proteina o, vy ésta se mantiene gn niveles basales relativamente bajos,
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que son alrededor de un 20%Z de los alcanzados en la cepa silvestre (Lee
v Boldstein, 1983). El gen sid también tiene un efecto sobre la sintesis
de o, probablemente un efecto pleiotropico, ya2 que los niveles de
sintesis de psu se ven notablemente disminuidos en una mutante sid, 1o
cual a su vez afecta la reiniciacidn de la sintesis de la proteina «
{Lee vy Goldstein, 1983). Se pensd que estas mutantes que afectaban la
sintesis de o, que ee la proteina de P2 psencial para la replicacitn de
su DNA, podrian afectar la mantencion del plasmidio, vy especificamente
su numerc de copias.

Se establecieron en la cepa Cla, plasmidios de les mutantes 435,
psuel, pse2 y sidl, las cuales llevaban ademas la mutacidn virl, del modo
que estd descrito en Materiales y Métodos. Ninguna de estas nmutantes
revistié especial dificultad en ser establecida como plasmidip, Se
determintd que todas estas mutantes se propagan en ntmero alto de copias
(figura 13) al ser crecides en medio LBE a 37°C con aireacion., Este
hallazgo es sorprendente, vya que para el caso de la mutante pse se
esperaba algfin efecto sobre la replicacidon del plasmidio. Por esta razén
se establecid el plasmidio usando dos mutantes diferentes de psur psul
(con una mutacion ambar) y psel {la cual parece ser una mutacitn de
punto) (Lee y Goldstein, 198%). En ambos cases {figura 13a y b) pPépsu
@ propaga en ntmero 2l1tio de copias. Del miemo modo, la mutacion sidi
(que es una mutacidn &mbar) (figura 13d) no afectd el ntmero de copias.
ta mutante 835, que no produce e} producto génico sid, tampoco influye
en la propagacion de pP4 (figura 13c).

Con el objietivo de clarificar la importancia de 1os niveles de la
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Fiqura 13. Namero de copias de mutantes derivadas de pP4. Los gradientes
en CsCl-yoduro de propidio se realizaron como se describié en la figura
2. wusando las condiclones de crecimiento para numero alto de copias
(medic LBG con aireacidn a 3I7°0). a) Cla{pPapsulvirl). 2)
Cla(pPa4psu2virl)., c) Cla(pP44835virl). d) Cla(pP4sidiviri).
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proteina o en el establecimiento y mantencién del plasmidie, se
extendieron los estudics usando la mutante psu. Se siguid la cinética
del ndmero de copias de F4 después de la infeccidn, de modo de detectar
glgin efectp sobre 21 nimero de copias, gue desapareciese una vez gue
el plasmidip se propagase en forme estable. En la figura 14 se muestra
1z cinética del nimero de copias después de infectar con P4, Se did un
pulso de [&6-Hl-timidina después de 15 min de la infeccién (a), 45 min
(b), 0 min (c}, y 130 min {(d), encontrandose un nimero de copias de 37,
46, 48 vy T4 respectivamente. Para estos experimentos se usd la cepa
hugsped C3103, gque fue usada para los experimentos de determinacién de
productos génicos. Estos experimentpos fueron repetidoe en la cepa Cla
con resultados similares. Los resultados muestran que después de lps 15
min de infeccidn &l nimero de copias permanece relativamente constante,
en 21 rango de los encontradoe para la cepa gque porta el plasmidip en la
forma estahble, vy auin cuandeo los niveles de la sintesis de la proteina o
son significativanmente diferentes a los 15 min con respecto a 90 min
después de la infeccidn (aumentado 3-4 veces), estd no parece tener una
influencia apreciable en el nimero de topias.

For oiro 1lado, se obtuve un resultade muy eimilar después de
infectar con la mutante pse¢l. En la figura i5 se muestra la cinética del
nimero de copias despugs de 15 (a), 45 (b), 90 (c) vy 150 min (d) de
infectar con P4ps¢l, encontrandose gque el ndmerp de copias es de 36,
47, 49 y 33 respectivamente. Estos resultados son basicamente iquales a
los pbservadps en el control de la figura 14, 1o cuzl demuestra oue aun

cuande no hay reiniciacidn de la sintesis de la protelna o, y el nivel
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Figura 14. inética del nlpero de copias de Ia foraa superenrcllada
Peyvirl después de Ja infeccidn. Los gradientes en CsCl-yoduro
propidio se realizaron comp se describid en Materialee v Métodos.
utilizg la cepa C3103 como cepa huésped, vy se infectd con Pavirl a
multiplicidad de infeccidn de 10. Despues de la infeccién, el cultivo
incubd a 37°C con agitacion, vy a los tiempos indicados en la figura
dia un pulsc de 10 minutos con [6-=H]l-timidina.

=
]

de
de
Se
una
e
1=




74

o) 15" (b) 45"
1ok n= 35 P 15 | n- a7 n
<30
- - 80-—
4 J
6 13 - 420
L
- - 40+ L
410
NIV A |
?“’ E!J ! ‘L— | .“r
o} o
; (c} 90’ {d) 150" 1 x
ns= 49 = 85 &
& 10of 7 150 410 &
1 4 ar 4
60 430 46
L
L ) - 2- .
20+ 4i0 | 1z
0 10 20 30 40 0 1 20 0 40

Numero de Fraccién

Figura 15. ¢Cinética del nlimero de copias de [a formdz superenrrollada de
Pépsulvirl después de Ja Infeccibn. Los gradientes, infeccién vy
marcacidn se realizaron como se describid en la figura 14, uséandose la
mutante Pd4psrulvirl.
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basal de sintesis se ha reducide O veces, esto no se refleja en una
disminucidn de la sintesis del DNA de pP4, Esto implicaria gque la
proteina o no es limitante, vy a pesar gque sus nivelee de sintesis estan
reducigdos 5§ veces, la cantidad de proteina o es suficiente para
mantener un nUmero alto de copias de pP4.

En 1los experimentos descritos anteriormente =p anpalizarpopn por
separado los efectos de las autaciones ps¢ y sid, que son genes que
controlan la expresién de «. Con el objeto de estudiar si dobles
mutantes en estps ogengs afectaban la mantencién del plasmidio, se usaron
dos mutantes construides fn vitro. Estas mutantes fueron construidas
invirtiendo el fragmento B de Ripndlll ({&in¢®), v el fragmente B de
B=2»HI (Sipvli}) (ver figura 1&), en las cuales e ha interrumpido el
circuite genico psu-d~sid. Estas mutantes son fenotipicamente &, psu~,
y genotipicamente no producen leos prodguctos génicos psu y sid (Jiang v
Goldstein, en preparacion). Plasmidios con estas mutaciones se
ectablecieron con facilided en 1a cepa Cla, En la figura 172 vy 17h se
muestra qgue ambos pueden propagarse en numero 2lto de copias, de 45 vy
43 para &ipv? y &invil respectivamente. En esta misma figura (figura
17c) se muestra que la mutante AlQ puede ser ectablecida vy propagarse en
numero alto de copias {n=27). Esta mutante tiene una delecitn _de la
parte no esencial del genoma de P4, y en esta regidn se codifica para la
proteina 2 de P4, la cual es unz proteina tempranz de +funcion
desconocida (Kahn et a/., 1980). Esta proteina parece no tener ninguna
importancia en la replicacién y mantencitén de pP4.

Se analizdé también el efecto de las funciones € (relacionada con 1la
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Figura 16. Hutentes Pa4SinvRvirl y Pa&dinviiviri copstruidas ip vitro en
lar cuales se ha rearregiado el circuito geénico pru—-&§-sid. Los mapas de
restriccion EcoRI, Hindlll y Ba»Hl del fago Faviri se muestran al lado
izquierdos de la figura. Nbtese que los fragmentos Hindlll:B y RapHI:E
estan contenides dentro del fragmento £coR1:AP. Para un mayor énfasis,
estos fragmentos se muestran achurados u oscurecidos. Los fagos
resultantes de las inversiones de los fragmentos Hindlil:B y Bas#i:B e
muestran a la derecha de la figura. Las abreviaturas estén explicadas en
la leyenda de la figura 24 y en el texto (tomado de diang vy Geldstein,
en preparacion).




77

5L (e} Cla{pPad inv9wrl) L () cla(pPa8inviivirl) 4 {e) Cla(pP4 & 10virl) 15
nx 4§95 . ne 43 ns= 27

T 3 1t 1t {39
o o
» ' _ i =
E | 1. £
o. ) a
o o

1! } 1 it 4

(] J 1 ] ] L]

0 10 20 30 40 0O 10 20 30 40 0O 10 20 20 40
Numero de Froceidn

Figura 17. Deterrinacién del nleero de copias de -putantes derivadas de
pP4. Los gradientes se realizaron como s& describid en la leyenda de la
figura 2, usando las condiciones de crecimiento para numero alto de
copias (medio LBG con aireacion a 37°C). a) ClaipPasinyIviri). bi
Cla(pP4Sinviiviri). c) Cla(pP4alO¢irl},
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desrepresion del fago P2 {(Geisselsoder et al., 1981), e int {integracion
de P4 en el cromosoma bacteriane, Calendar et a/., 1981), sobre la
mantencion de pP4. Con este obieto se utilizaron las mutantes €z2p104
(mutacidn ambar}, y &2, que fue aislada como una delecion espontanea en
la gque perdid el gen int (Kahn et alf., 1980; Calendar et 2., 1981).
Ninguna de las dos puede mantenerse como plasmidic. Después de infectar
células con la mutante €2p104 no se pudo aislar clones con pPa,
Experimentos gue se describiran mas adelante, descartaron un efecto
inmediato sobre la replicacién de P4, La mutante A2 en cambio, puede ser
mantenida en el estado de plasmidio por algunas generaciones, pero los
clones que llevan pP4 invariablemente terminan segregando el plasmidio,
ig cual sugiere que el efectn es a nivel de la estabilidad de nF4,

También este caso se analizarad en mayor detalle més adelante.

La variacién del niserc de copias por las condiciones de crecimiento
est&d bajo el control genétice de pP4. Hasta el momento, e 2nadlisis de
las mutantes se hizo en cuanto a la capacidad de ser mantenidas como un
plasmidio estable, y en cuanto al nimerc de copias. Be analizé si estas
mutantes variaban su nomero de copias como respuesta a2 las condiciones
de crecimiento. Resultz muy laboriose realizar este analisis mediante la
técnica de centrifugacion at equilibrio en CgCl-yndurn de propidio, por
lo que se recurriéd a2 un método semicuantitativo capaz de discernir
entre nimero alte o bajo de copias. El DNA se prepard por el método de
extraccion alcalina con SDS que estd descrito en Materiales y Métodos,
se sometid & electroforesis en agarosa y tincién del DNA con bromurco de

etidig. Se corrieron muestras cuyos nimeros de copias €e tohoclian por el

o
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método de gradientes, de modo de comprobar que el método distinguia
ineguivocamente entre numero alto y bajo de copias (figura 18). Fue
posible distinguir entre cepas que no llevan el plasmidio (Cla,
Cla(P4awt) y Cla{pPavirlatsél) crecida a 42°C) (posiciones i, 2y 9}
cepas gque lo llevan en ndmero bajo (Cla(pP4virl) crecida a 30°C vy
Cla{pPdvirlatsél) crecida a 37°C) (posiciones 4 y B); vy en numerp alto
{Cla(pP4virl), Cla(pP4virlpsull, Cla(pP4virlsidl), Cla(pPayirtd3y)
crecidas en LBG con aireacién a 37°C) (posiciones 2, 5, 6y 7).

De este modo se analizaron todas las mutantes en cuanto a su
capacidad de responder a la ausencia de glucosa v 2 la temperatura de
I0*C. Como se observa en la figura 19, todas las mutantes 2 excepcidn de
§inv? responden a las condiciones de crecimiento, es decir, presentan un
nimero bajo de copias en ausencia de glucesa, o cuando son crecidas a
Z0°C. El numero de copias de la mutante §inv9, en cambio, permanece
invariable (siempre altp) con las condiciones de crecimiento.

En la figura 20 se muestra la determinacidn del namero de copias de
1a mutante &inv9 a2 través de gradientes al equilibrio en CsCl-yoduro de
propidio, crecida bajo diferentes condiciones. En ella se observa gue el
numero de copias del plasmidio fluctia entre iS5 y &6. En este caso, la
autacion debida a2 1a inversion del fragmento B de Aindlli, o la mutacidn
causada por la delecidn del fragmento B de £coRI, o© ambas, serian
responsables del efecto sobre el control del numero de copias, en
respuesta a condicicones que parecen tan diferentes como son la

temperatura y la glucpsa. El efecto de esta Gltima, no se pierde por la

adicidn de cAMP 10 oM como en el casc del tipo gilvestre d{ver +igura
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1 23 45 6 789 100

DNA cromosoma
DNA relajado de P4

DNA linear de P4

DNA super enrcllado de P4

Figura 18. Deterwminscién semicuantitativae del nimero de copias de pPo,
mediante electroforesis en geles de agaresa. Los geles se prepararon,
corrieron vy tiRieron como se describid en Materialezs y Métodos. La
concentracién de agarosa fue de 0,7%. El DNA se extrajo por el método
de extraccidn rapida {(ver Materiales y Metodos). Las células se
crecieron en medio (Bbh a 3I7*C con oxigenhacitn, a menos gque se
especifique un cambio en estas condiciones. 1) Cla;y 2) Cla(P4wt): 3)
Cla(pPaviri); 4) Cla(pFavirl) crecida a 30°C; D) Cla(pPéprulvirl); &)
Cla(pP4835virl)y 7)) Cla(pP4sidivirl); B8) Cla(pPlatsdblvirl)crecida a
37°C; 9) Cla(pPdatstivirllcrecida a 42°C; 10) pP4virl purificado a
través de gradientes; 11} DNA del fago Pdvirl.
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Figura 19. Determinacibébn semicuantitativa del nimeroc de copias de
putantes derivadas de pP4 crecidas bajo diferentes condiciones pediante
electroforesis en agarosa. La preparacin y electroforesis en agarosa
del DNA se hizo como se describid en la figura 18. Las ceélulas ge
crecieron en medio LBG, a menos que se especifique un cambioc en estas
condiciones. Cla{pP4virl) crecida sin cambios (1), a 30°C (2) y sin
glucosa (33 Cla(pP4psulvirl) crecida sin cambios (4), a 30°C (5) v sin
glucesa (6); Cla(pPapse2virl) crecida sin cambios (7), a 30°C (B) y sin
glucosa (9); Cla(pP4s35virl) crecida sin cambios (10), a 30°C (11) vy
sin glucosa (12); Cla{pP4sidlvirl) crecida sin cambios (13), a 30°C (14)
y sin glucosa (15); Cta{pP4din¢9virl) crecida sin cambios (16}, a I0°C
(17) y sin glucosa (18); Cla{pP4dinviivirl) crecida sin cambios (19), a
30°C (20) y sin glucosa (21); Cla(pP4AlOvirl) crecida sin cambios (22),
a 30°C (23) y sin glucosa (24).
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Figura 20. Cla(pF4§invQvirl) crecide bajo diferentes condiciones. Los

agradientes en CsCl-yodurc de propidic se realizaron como se describid en
la figura 2. Las condiciones usadas para crecer Cla(pP4dinv¢9virl)fueron:
a) LBG con aireacién a 30°C; b) LE con &ireacion a Z7°C: c) LBG sin
aireacién a 3I7°C y d) LBG con aireacién a Z7°C.



21), ya gue el numero de copias permanece alto {(n=24).

Se analizo si todas las mutantes de pP4 que eran maﬁtenidas en <forma
estable, tenian una copia integrada en el cromosoma. Para esto ee uso la
técnica de hibridacién del DNA digerido con la enzima £coRl y transfe-
rencia a filtros de nitrocelulosa. En la figura 22 se muestra que las
mutantes psel, &35 y sidl se han integrado en el cromosoma bacteriane
(dado por la presencia de les fragmentos X1 y X2 que son tenues ya que
no hubo sobreexposicién de la autoradiografia), y puesto que las células
fueron crecidas en condiciones de numero de copias alto la banda de
mayor intensidad corresponde al fragmento AD (proveniente del plasmidio
libre). En la figura 23 se observa un resultado similar para las mutan—
tes &inv9, &ipviil y a10. Se aprecia gue el patron de digestién con la
enzima EcoRI de la mutante &invil es idéntico al del tipo silvestre, va
gue la inversién del fragmento BasHl no compromete el sitioc att (pare
mayor detalle ver la figura 24 en la que se presenta el mapa genhéticeo y
de restriccién de P3), Sin embargo, la mutante A10 difiere del tipo
silvestre en el fragmento €, en gl cual se encuentra la delecion, por lo
que en lugar del fragmento C se resuelve uno de menor tamafo. En 12
mutante &ipve® =e encuentra un fragmento de migracién mayor que el
$ragmento Xi. Este corresponde a uno de los fragmentos gue llevan el
sitio att, el cual, producto de la inversién del fragmento B de Hindlll,
queda localizado en otro lugar. Este resultado indica que el sitio att
estd contiguo a la derecha del corte con Kindlll. La integracion de esta
mutante en el crompsoma bacteriano no tiene facil explicacidn, ya que

carece del fragmento B, en el cual se ha localizado el gen Ipt necesario
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Figura 21, Efecte de cAHP  sobre el numerec de copies de
Cia({pPadinyQuvirl). los gradientes en CsCl-yoduro de propidio

se
realizaron como se describid en la leyenda de la figura Z.

La cepa

Cla{pP4Sinv9virl) +fue crecida en medic LEE a 3JF7°C con abundante

oxigenacion {(a), vy adiciondndosele cAMFP a una concentracion final de 10
M {b).




85

P T

Figura 22. H#Hibridacién del DNA total de mutantes derivadas de pP4
digeride con EcoRI por el »étodo de Southern. La transferencia a
nitrocelulosa e hibridacién del DNA se llevéd a tabo como se describit en
la leyenda de la figura 7. Las células se crecieron en LBG con abundante
oxigenacién a 37°C. 1) Clai{P4wt). 2) pPavirl purificado a través de
gradientes. 3 Cla(pP4psulvirl). 4} Cla(pP4§3Svirl). =)
Cla(pP4sidivirl).
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Figura 23. #ibridacién del DNA total de mutantes derivadas de pP4
digerido con EcoRI por el sétodo de Southern. La transferencia =&
nitrocelulosa e hibridacion del DNA se llevh a cabo comp se describid en
la leyenda de la figura 7. Las celulas g2 crecieron en LB6 con abundante
oxigenacion a 37°C. 1) Cla(Pawt). 2) pP4virl purificado a través de
gradientes. 3) Cla(pP4d&invilyirl). 4)Cla(pP4alOvirl). SiCla(P4wt). &)
pP4virl purificado a través de gradientes. 7) Cla(pF4dipy9viri). Xit’
representa el fragmente de union XiI que se ha modificado debido a 1la
inversién del fragmento BasHI:B.




Figura 24

87




B8

Figura 24. MNaps genético y de restriccién del plaswidio P4. La
localizacién del promotor para la transcripcicn hacia la derecha (Pa)
del gen € y el promotor para la transcripcién hacia la derecha del gen «
estdn basados en los resultados de R.Z.diahg y R. Goldstein {manuscrito
en preparacién). El genoma de 11,5 kb de P4 esté dividido en incrementos
de un kilobase partiendo desde el extremo cchesive izquierdo denotado
cos. Dos guintos del genoma no esencial para el desarrollo litico de P4
en presencia de P2 se encuentra en la region inmediatamente después del
carhoxilo terminal del gen o, hasta el sitio att (sin incluirio)., Los
fragmentos de DNA resultantes de alguna digestién en particular estan
denotades A, B, C, etc. El fragmento A de una digestién en particular es
aguel que ocurre inmediatamente a la derecha del sitioc ces, desde la
izquierda del extremc cohesivo hacia la derecha. Excepto para los mapas
de restriccidn Aval y Tagl todos los otros mapas de restriccion han sido
publicados previamente (Goldstein et a/., 19751 Kahn y Helinski, 19783
Kahn y Hopkins, 1978; Kahn et a/., 198B0; Souza et al/., 1978). El mapa de
Aval fue obtenidc de R.Z. diang y R. Goldstein (manuscrito en
preparacién), y el mapa incompleto de Taql de Lin y Six (comunicacidn
personal). Se escogid presentar el mapa de F4 en la forma circular, adn
cuando todas las representaciones anteriores han sido en la forma
lineal. El DNA intracelular de P4 es una molécula circular
covalentemente cerrada, la cual es linearizada por un corte en los
extremos cohesivos durante la reaccitn de empacamiento. Después de 1a
inyeccidn del DNA de P4 dentro de la célula, los extremos cohesivos
complementarios se unen, dando lugar a la molécula circular
covalentemente cerrada, gque es la que se encuentra en el estado de
plasmidio. Las abreviaturas usadas fueron: ari, origen de 1la
replicacién; Oa, Operador de la derechay gop est& relacionado con la
capactidad de P4 de crecer en un huésped no permisive para Pawty f#, un
gen que parece ser no esencial para P4, cuyos mutantes termosensibles
causan muerte celular. Todos los ptros productos génicos, genes y sitios
se describieron en Materizles y Métodos.
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para la integracién bacteriana (ver figura 24). Mas aun, no fue posible
mantener un plasmidio estable con una delecidn producida inp vitro del
fragmento B de EcoRl.

En la Tabla I1I se muestra un resumen de las mutantes de ¥4 que son
mantenidas come un plasmidio estable, y cual es el efecto de algunas
mutacipnes sobre el establecimiento y mantencitn de eete plasmidio. R
continuacion ee describiran los experimentos disefiados para comprobar
que la integracidn de una copia de P4 en el cromosoma bacteriano es
necesaria para la mantencidn de un plasmidico estable, no asi para su

replicacidn.

La integracién de P4 en el cromosoma bacteriano es necesaria para la
propagacion estable de pP4. FPara abordar el problema de estabilidad
versus integracion se usé la siguiente estrategia: el DNA de pP4 se
corté total o parcizlmente con la enzima EcoRl de modo de obtener 1los
fragmentos AD, ADC y ADBC {ver figura 24), Estos fragmentos fueron
ligados a un gen kanamicina obtenido del plasmidie pUC4K (Viera vy
Messing, 1983), gque tiene un tamafo aproximado de 1,2 kb. Este
fragmento proviene del transposon tn901 (Oka et af., 1981), vy eodlo
contiene la informacién que codifica para el gen que confiere
registencia a kanamicina. Se traneformd la cepa Cla y la cepa MC1041 con
este DNA, vy se selecciond para resistencia a kanamicina. Se  aislaron
cuatro clases de plasmidios, dos de los cuales presentan idéntica
migracidn electroforética {(ver figura 23). Bi las‘células eran crecidas

sin presidn selectiva (es decir en ausencia de kanamicipa), estas




TABLA III

Efecto de wmutaciones de P4 sobre le estabilidad y nlpero de
copias de pP<¢ ¢y sus derivados

Ntimerp Control mi- Copia
Mutacidn Estabilidad copias mero copias integrada
virl + alto + +
virlpsul + alto + +
virlpsu? + alto + +
virld3s + alto + *
virldinv® + altop - +
wirldinvil + alto + +
virlsidl + alto + +
virléanl04 - -
virlatsel (F0°C) 7 + hajo +
viriatsbl (42°C) - +
virla2 - -
virlall + alto + +

Se ust Cla como cepa huésped. La detsrminacion del ndmero de copias cse
hizo como se describid en Materiasles y Metpdos, y s usaron las
condiciones de crecimiento de alto ntimerec de copies. La determinacidn
del numero de copiac de Ela(pFivirl}) se realizéd 24 veces, siendn el
promedio 3& + 10, El profago integrade se determind como e describid en
Materiales y Métodos. ©Se considera aue Cla{pPdatsélivirl) no mantiene el
plasmidio a 42°C, pero i una copia integrada,




91

pUC4K

Figura 25. #8n&lisis de los clones que portan fragmentos EcoRl de pP4 y
kanamicina. La preparacitn y electroforesis del DNA se realizd como se
describid en la figura 1B. Los clones analizados corresponden a ceélulas
transformadas con DNA de P4 digerido con £coRI, y ligado al DNA de pUCAK
digeridc del mismo modo. La seleccién se hizo para resistencia a
kanamicina vy sensibilidad a ampicilina. Por andlisis de la migracion
relativa de la forma superenrrellada de estos plasmidios se establecid
que fragmentos EcoRI de P4 portaban. (1) pP4virlt EcoRI:AD-Km(l)} (2
pP4virl EcoRI:ARDBC-Km; (3) pPavirl EcoRI:AD-Km(2); (4 pPavirl
EcoRI:ADC-Km; (35) pUE4K: (&) pP4viri.
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segregaban el plasmidio, con la consiguiente pérdida de resistencia al
antibistico. Se obtuvieron idénticos resultados usando las cepas huésped
Cila y MC1061, por lo cual para mantener consistencia con los
experimentos anteriores se continuo con la cepa Cla. Un analisis de
estos plasmidios usando las enzimas £coRI y ¥indIIl, indico el lugar vy
la orientacién del fragmento kanamicina {(ver figura 26). 8e obtuvo el
fragments AD ligado al de kanamicina con sus dps posibles orientaciones
{la forma superenrollada de estos dos plasmidios presenta idéntica
movilidad electroforética) y los fragmentos ADBC y ADC ligado a
kanamicina (ver Figura 24). En este Gltimo, el fragmento kanamicina se
insertd entre el fragmento C y el extremo D del fragmento AD, vy 1la
orientacién del fragmento kanamicina procede desde el fragmento C hacia
el extremo D del fragmento AD. La informacién acerca del tamafio esperado
de los #ragmentos producidos por los cortes con estas enzimas, esta
indicada en la leyenda de la figura 26. Comp se observa, tres de estos
plasmidios carecen del fragmento B que es donde &e localiza el gen int,
y no se pueden mantener en forma estable, atn cuando su replicacion en
presencia del agente selective es en nimero alto de copias (ver figura
25), Para demostrar que la estabilidad del plasmidio es conferida por la
integracién en el cromosoma bacteriann, se realizaron los experimentos
que se describirén a continuacion.

Fue necesarioc demostrar gue estos plasmidios hibridos gque carecen del
fragmento B, vy por lo tanto de la funcidn int, no se integran en el

cromosoma bacterianoc, Para esto, el DNA total de células que llevan

estos plasmidios crecidas en presencia de kanamicina 350 pg/ml, se
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Figura 2&. DPeterminacién de Ia orientacién y posicitin del fragmento
kanamicina de los derivados de pP4virl-Km mediante digestién con la
enzime Kindlll. Se analizarcon los clones que se presentan en la figura
25 mediante electroforesis en agarosa del DNA digerido con £coRl o
#indlll. (1) pPavirl EcoRI:AD-Km(1) /EcoRI; {2) pPavirl
EcoRIsAD(2) /EcORI; (3 pPavirl EcoRI:ADBC-Km/EcoRI; (4) pPAvirl
EcoRI:ADC~Km/EcoRI} (5) pPavirl EcoRI:AD-Km(1) /HindII1; (&) pPavirl
EcoRIzAD-Km(2) /HindI1l; (7) pPaviri EcoRI:ADBC-Km/#indl1ls {8)
pPayirlfcoRI:ADC-Km/HindlIl; (9) pUCAK/EcoRI; (10) pUCEK/Hindlli-£coRI;
(11) pPavirl/EcoRl; {12) pPdvirl/Rindlll. Para pP4 y pUC4K se obtuvieron
los fragmentos de £coRI esperados. La digestién con #indlll corta en dos
el fragmento pUC4K EcoRI:Km €1,2 kb): &30 vy 550 pb (pares de bases)
respectivamente, siendo 1la transcripcién de izquierda a derecha. Los
tamafios de los fragmentos £coRI de F4 son: AD, 8250 ph; B, 450 pb; C,
2800 pb. Los tamafios de los fragmentos Hindlll de P4 son: A, 2050 pb; R,
4700 pby C, 450 pby D, 760 pb: E, 1100 pb; F, 300 pb. Por anidlisis de
todas las ¢tombinaciones posibles de la insercién del fragmento Kmy la
orientacién de este tltimo se determind que: pP4virl E£coRI:AD-Km(1)
presenta el fragmento Kam orientado de A hacia Dy pP4virl EcoRI:AD-Km(2)
presenta el fragmento Km orientado de D hatia Ay pP4virl £LcoRI:ADC-Km
presenta el ordenamientc ADC-Km y Km estd orientado de C hacia Dj
pP4virl EcoRI:ADBC-Km presenta el ordenamiento ADCB-Km y kanamicina
esta orientado de B hacia A.
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sometié a digestion con la enzima £coRI, vy luego de una electroforesis
en agarosa al 0,74, se transfiri¢ a un filtro de nitrocelulosa para su
hibridacion con DNA del fago P4 marcado con 2P, El resultado de esta
autoradiografia se muestra en el cuadro izquierdo de la figura 27. Como
control se usé un plasmidio de P4sidl el cual lleva el gen de
resistencia a kanamicina proveniente del transposén tnS insertado en el
gen psu, y por lo tanto tiene la funcidn int intacta. Este plasmidic se
mantiene en ausencia de presion selectiva, y el nimerc de copias
responde a las condiciones de crecimiento de las células. En esta figura
se aprecia que pPdsidl-Km presenta la banda correspondiente a Xi con
una movilidad electroforética menor, debido a que ahora posee el
transposén con e] gen kanamicina (esta insercién no tiene sitios para la
enzima £coRI). Esto indica que la insercién de un fragmento foraneo de
DNA, no afecta la integracién en el cromosoma bacteriano si los genes
necesarios para ella estan presentes. 8in embargo, comp se muestra en
esta misma figura, los plasmidios que carecian del fragmente B no
pudieron integrarse (no presentan el fragmento X1 caracteristico de la
integracién), y esto ee refleit en la imposibilidad de aislar clones que
mantuvieran estas plasmidios en forma estable.

Hasta o1 momento, la evidencia presentada acerca de la necesidad de
integracion para la estabilidad del plasmidio, aunque muy consistente eg
indirecta. Una prueba concluyente es determinar si se logra estabilidad
al integrarse los plasmidies que no pueden haterle, vy que por ende son
inestables. El fragmento AD lleva el gitip att, gue ee el sitic por el

cuzl P4 recombina con el cromosoma bacteriano, vy que es suplido en cis




Figura 27. Hibridacién del DNR total de mutantes derivadas de pP4 con
deleciones de los fragmentos B y C de EcoR1 por el método de Southern.
La transferencia a nitrocelulosa e hibridacidén del DNA se llevd a cabo
como se describid en Materiales y Métodos. Para la construccién de cepas
que llevan la delecidn del fragmento B de £coRI, como plasmidios
estables, se precisd de un virus coadyutor de P4, el cual fue la mutante
1, que provee en trans la funcion int. Las células se crecieron en
medio LBG con abundante oxigenacién a 37°C, salvo cuando se indigue un
cambio en estas condiciones. En 3, 4 y S se adiciond kanamicina a una
concentracion final de 50 pg/ml para evitar la segregaciétn del
plasmidio. El1 DNA total de estas cepas se digirid con £coRI. 1)
Cla(P4wt); 2) Cla(pP4virisidi-Km); 3) Cia(pP4virl £coRIstADC-Km); 4)
Cia(pPaviri EcoRI:AD-Km); ©S) Cla(pP4virl EcoRI:AD-Km) con el fragmento
Km orientado en direccién opuesta a en (4); &) pP4virl purificade a
través de gradientes; Cla(pP4virl £coRI1:AD~-Km) establecida usando 1la
mutante P4CI, sin cambio en las condiciones de crecimiento (7), sin
glucosa (B8) y a 30°C (993 10) Cla(P4wt). Los fragmentos que no se
identifican en la figura, por intensidad y migracién corresponden a
digestiones parciales. X1’ tiene menor migracién, ya que el fragmento AD
es de mayor tamafo al tener la insercion del transposén tnS.
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por el plasmidio que se integra. Este sitio esta presente en todos estos
plasmidios hibridos. La funcion int que codifica para una integrasa
putativa puede suplirse en trans, y estd ausente en estos plasmidios
hibridos. Se ha descriio gque la mutante €1 (Calendar et al., 19Bl1}) gue
es defectiva en la represion de P4, ec deficiente en integracion. Esta
mutante tampoco puede ser mantenida como un plasmidio estable. Por estos
dos motivos se eligi® esta mutante como coadyutor, que puede suplir en
trans las funciones necesarias para la integracion de F4. Comp a su vez
los plasmidicos hibridos pueden actuar reciprocamente promoviendo 1la
integracion de la mutante CI, se siguid el siguiente gisefio
experimental: la c¢epa Cla cecrecida en MLBE se coinfectd a wuna
multiplicidad de infeccidn de § con PACI y con los fagos hibridos que
ilevan el gen kanamicina, La adsorcién se dejo preceder por 10 min a
temperatura ambiente, y se diluyé 1:1 con LB-kanamicina a una
concentracion final de 15 pg/ml., Se incubtd a 37°C con agitacion durante
60 min, de modo de permitir la expresidn del gen int. Las celulas fueron
diluidas 1:50 (para diluir el fago no adsorbido remanente) en LB con
kanamicina 15 pg/ml, y se incubd en un bafio ton agitacion a 27°C durante
la noche. Como la replicacién de P4 es muy pobre a temperaturas
inferiores a 30°C, ee supuso gque aquellas celulas que habian integrado
en su crompsoma los plasmidios con el gen de resistencia para kanamicina
serian las principales sobrevivientes, en relacion a aquellas no
infectadas, infectadas solo con P4CI, o infectadas s6lo con el
plasmidio hibrido. A continuacién, se plaqued para los sobrevivientes en

placas selectivas con !5 pg/ml de kanamicina, las cuales se incubaron
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durante 48 horas a temperatura ambiente. De este modo, se trato de
favorecer el crecimiento de aguellas colonias que tenian integrados los
plasmidios hibridos en el cromosoma, ya qQue el cromosoma bacterianc es
capaz de replicarse a temperatura ambiente, a diferencia del DNA de F4.
Para asegurar que el pesible plasmidio remanente proveniente de la
infeccidn con los fagos hibridos se diluyera, se tomaron 50 colonias de
cada clase, las cuales se replicaron en placas cselectivas para
kanamicina 15 pg/ml, y se incubaron a temperatura ambiente. Las colonias
asi obtenidas fueron replicadas en placas selectivas con kanamicina =0
pg/ml y algunas de las gue crecieron a esta concentracién de kanamicina,
se les probd la estabilidad 2 la resistencia a este antibiotico. Oe
seleccionaron varias colonias con esta caracteristica, peroc se eligieron
aquellas provenientes de la infeccion con el fago hibrido AD-kanamicina,
en el que el fragmento que contiene el gen de resistencia a kanamicina
psta orientado desde el fragmento A hacia el D. Resultados preliminares
muestran que las células gue mantienen este plasmidio de manera estable
lo tienen integrado en el cromosoma bacteriano (ver cuadro derecho ce la
figura 27), Yy responden a las condiciones de crecimiento. En los
resultados mostrados en la figura 27 se observa ademas, que no hubo
recombinacian detectable entre la mutante €I y el plasmidio hibrido en
cuanto al fragmento B y C se refiere. Estos resultades indican que
cuando se suple la funcién int en trans, es posible la integracicn, lo
cual confiere la estabilidad al plasmidio. Aungue concluyentes, estos
resultados tienen el caracter de preliminar, ya gque deberan realizarse

estudios mas cuidadosos en cepas deficientes en recombinacidn.
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EXPRESION DE LOS PRODUCTOS BEHICOS DEL PLASMIDIU P4

El estudio de las funciones de P4 se ha hecho en gran medida, en
relacién al fago P2. De una u otra manera, la gran parte de estas
funciones refleian la interaccién que existe entre P4 v P2, vy en el
estudic de ellas estd implicada la presencia de F2. Lee y Goldstein
(1985), estudiareon la cinética de aparicién de los productos génicos de
P4 después de la infeccién, en ausencia de P2, como un modo de abordar
los procesos regulatorios de P4 por sus propios productos génicos. Be
hizo indispensable conocer que ccurria con los productos génicos de P4
cuando éste es replicado como un plasmidio estable, para comparar la
expresidn génica del fago P4 versus la del plasmidio. Para hacer este
estudio se usaron dos aproximaciones: una fisiolfgica en presencia de
P2, vy la otra en ausencia de P2, en la cual se analizaron los productes

génicos de pP4.

Fisiolvogia de pP4 en presenciz de PZ. Para hacer estos experimentos se
dispuso de la cepa Cla(pPayirt} y las mutantes derivadas. Como medida de
las funciones de #rapnsactivacion y supresion de polaridad del plasmidio
pP4 propagado en ntmerp alto de copias se ensayo lisis celular. Estos
ensayos se basaron en la dependencia de P4 por P2 en el desarrollo
litico de P4, El fago P4 eps capaz de transactivar lps 1B genes tardios
de una mutante de P2, P24, la cual no puede inducir su expresion en
ausencia de P4 (Six y Klug, 1973). Entre estos genes tardios de FZ, est?d
el gen X que es responsable de la lisis celular, por lo tanto ceélulas
infectadas con unaz mutante P28~ no se lisan (Sunshine et al., 1971) (ver

figura 28). La trensactivacidn de los genes terdios de esta mutante de
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Figura 28, Estructura transcripcional de los operones policistrénicos de
los genes taerdios del fago P2, Este mapa se tomd de Geicselsoder et al.,
{1978), vy resume los genes morfeogengticos de F2. Las flechas sobre los
diferentes operones de P2 indican la direccidn de ia transcripcidn.
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P2 da como resultadp lisis celular. Las mutantes & de P4 son incapaces
de ¢transactivar los genes tardios de la mutante P24~,por lo que no
cansan lisis celular (Souza et af., 1977; Kahn et ol., 1980). La
mutacion Oap71 de P2 (ver figura 2B8) es fuertemente polar en los &
genes distales a ella que comprenden un pperon, y entre estos genes esta
el gen de la lisis K. Células infectadas con esta mutante mueren, pero
no se lisan (Sunshine et af., 1971}, El fago P4 es capaz de suprimir la
polaridad transcripcional de esta mutacién, permitiendo que las ceélulas
g lisen (Sunshine et &f., 1976). Mutantes de P4 en el gen psu son
defectivas en supresitn de polaridad por lo cual no pueden inducir la
lisis celular de una mutante F20ap71 (Bauer et al., 1981). La
coinfeccidn de la mutante pelar P202871 con un segunde fago P2 gue
contiene una mutacion diferente pero distal en el mismo operdn, La»?
(ver figura 28) no complementa ni produce particulas virales, debido a
la polaridad de ambas mutaciones (Sunhine et a/., 1974). Sin embargo, la
coinfeccién de P4 con estas dos mutantes trae comn consecuencia la
produccitn de progenie de P2 y P4, debido a la complementacitn
resultante de la supresidn de polaridad @ranscripcinnal {beisselspder et
al., 197B). Las mutantes psu¢ de F4 son defectivas en esta actividad, por
1o cual no pueden inducir ni lisis celular, ni produccion de partipulas
virales despuds de coinfectar con estas dos mutantes de P2 {(Sauer et
al., 1981). La mutante pleiotropica sidl de P4 es parcialmente defectiva
en supresién de poleridad (Geisselsoder et af., 1978), y totalmente
defectiva en transactivacién (Shore et af., 1978).

Basados en los ensayps de lisis celuler descritos mas arriba para
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supresion de polaridad y trapsactivacion, <e infectaron Clai{pP8virt) vy
mutantes derivadas propagadas en numero 2itp de copias con loe tipps
a2propiados de mutantes de P2, de modo de ensayar cualitativamente para
estag funciones. Los resultados de la figura 29a muestran que e! control
en el cual se infecta la cepa Cla que no contiene plasmidio, con un fage
P2 no defectivo, P2virl, causa lisis celular, la cual no se produce
cuando la infeccion es realizada con las mutantes P2zw129 & FP20a2271.
En contraste, se observa lisis después de infectar la cepa Cla(pPaviprl}
crecida en condicicnes de nuamero alto de copias, con cualguiera de estas
mutantes del fage P2 (figura 29c). A pesar que estps resultadeos no
diferencian entre una expresion constitutiva de pP4 versur una inducida
por P2, implican que las funciones & ypsu¢ pueden ser expresadas por pP4.
Los niveles de esta expresidn como medida de la actividad pry, parecen
ser reflejo del numero de copias de pP4 (figuwa 29h). Estas mismas
funciones fueron ensayadas para las mutentes derivadas de pP4, y se pudo
constatar que la mutante psrel era incapaz de suprimir pelaridad en
P202p71 ({figura 29f), que la mutante 435 era incapaz de transactivar a
ia mutante P2822129 (figura 29d) y que ademds las mutantes sidl vy psul
presentaban efectos pleitropicos en su capacidad de fransactivar a
P2Rapl29 (figura 29 vy f respectivamente). Los efectos pleiotrépicos de
estas mutantes se habian descrito anteriormente para el faogo P4 (Shore
et al.,1978; Sauer et =27,, 1981). El tiempo gue demora en transcurrir le
lisis celular después de la infeccion cen P2 de 1a cepa pP4, eg gimilar
al encontrado en la coinfeccidn de los fagos P2 y P4,

En un intentc por cuantificar las actividades & y pse expresadas por
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Figura 29. Lisis celular copo npedida de la expresion de las funciones
de transactivacién v supresitn de polaridad de pP4. Los experimentops de
lisie celular se realizaron como se describid en Materiales y Métodos.
lLas ceélulas se crecieron en condiciones de numero, alto de copias (a nho
ser que indiguen variaciones) vy previo a la infeccidn con P2, a una
multiplicidad de infeccitdn de 10, se suplementaron con Ca vy Mg
necesarigs para la absorcidn {ver Materiales y Metodos).El tiempo 0 en
el grafico corresponde al momento en oue las células se pusieron en un
bafic =2 37°C con agitacion después de la infeccién. a) La cepa hueésped
{sin el plasmidio) se infectd con F20as7ivirl, P2Rem129%irl, vy Fivirl
aue produce lisis celular. En cada cuadro ee muestra infeccion con este
dltimo como un control de lisis, ademas del control sin infectar. b}
Cla(pPayirl) crecida en condiciones de alto, intermedio v bajo numero
de conias (n) (ver Materiales y Métodos) e infectada con 1la mutante
P20a71virl. c) ClalpP4virl) infectada con F202a71virl y P2fawl1Z9virl.
d)Cla(pP44630virl) infectada con F202371virl y F2B8ap129virl. el
ClalpP4sidivirl) infectada con P20a»71virl vy P2Raml2%virl. £
Cla{pP4psulvirl) infectada con PZOse7lvirl v F2Rael2%virl,
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pP4 propagadc en  numero a2lto de copias, se midi¢ el tamafio de 1la
explosién de particulas virales de la progenie de PZ y P4 resultante de
l1a infeccidn con P2 y mutantes derivadas. Cuando se mide transactivacion
a2l infectar con la mutante P2Ra»12?, el tamafo de la explosion se reduce
en alrededor de un SS% en relacién a la infeccidn con P2virl (Tabla IV).
el cual es un resultade similar al encontrado cuando se coinfecta con
los fagos Pavirl y P2Raml29 (Souza ef af., 1977). En un experimento
anadlogo, disefado para probar la actividad psu con los fagos mutantes de
P2, O0a»7i vy Law»7, =e encontré que el tamafic de la explosion de
particulas virales (ver Tablaz IV) es similar al encontrado en la
coinfeccidn con el virus P4 (Geisselsoder et al., 1978). Como se muestra
en la Tabla IV, estas dos funciones fueron probadas para las mutantes
8§35, psul y sidl, las cuales presentan reducciones en los tamafios de
expleosién de particulas virales, gue se torrelacipnan bastante bien con
los efectos pleictrdpicos observados en experimentos andlogos de
coinfeccidn con fagos {Souza et al., 1977; Geisselsoder et 2., 1978,
19813y Kahn et &f., 19B0; Saver et al., 198B1). Lps resultados obtenidos
con este ensayo, al igual que los obtenidos de las curvas de lisis
sugieren que las funciones & y psu son expresadas en el estado de
plasmidio, aungue no se puede diferenciar entre un estado constitutivo o
de inducciftin por el fago P2.

La otra <funcién que es posible medir, e la capacidad de P4 dé
ensamhlar capsides peguefas {(funcién sid). Shore et al., (1978)
demostraron gue los viricnes P2 y P4 pueden ser facilmente resueltos por

su tamafio, a través de gradientes 2] eguilibrio en CsCl de un lisado
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TABLA IV

Tamafic de explosién de PZ y P4 cowo medida de las' funciones de
¢ransactivacién y supresibn de polaridad en células que Jllevan
PP

Tamafo de explosion de F4

Cepas pPavirt P20ap71ivirl
infectadas con F2virl P2Repl29virl + F2lam7virl
Cla{pP4yviri) k31 17 o
Cla(pPapselvirl) 8 2,5 0,01
Cla{nP4535gir1) 11 1,3 1,5
Cla(pPasidivirl) 4 1,1 1,6

Tamafic de explosion de P2

Cla(pPavirl) 39 0,12 0,07
Cla(pPapsulvirl) 40 " 0,08 0,04
Cla(pP4&3Suirs) 26 0,08 0,05
Cla{pPasidivirl) &9 0,16 0,40

Los experimentos se realizaron como se describid en Materiales vy
Métodos. La multiplicidad de infeccitn de P2 y mutantes derivadas fue de
5 en todos los casos. Las células se crecieron en LBG con  abundante
oxigenacién a 37°C. Para medir la capacidad de suprimir polaridad de
pPa4rirl se usaron dos mutantes de P2 (Ga»7l y La»7) que complementan v
permiten la produccién de las proteinas de la capside. El tamafo de
explosién es el nimero de particulas virales producidas por celula
infectada. Células infectadas son centros infectivos menos fago libre.
Estos se determinaron como se describif en Materiales y. -Meéetodos.
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celular: el cuociente DNA:proteina entre P2 y P4 siempre resulta en que
P2 ez mas denso, por lo cual éste migra en una banda de mayor densidad
que la progenie de P4. La presencia de F2 y P4 se mide como la
capacidad de producir "unidades formadoras de placas" (PFU) en la cepa
indicadora respectiva. un tipico perfil de separacitn de las progenies
de P2 y P4 se suestra en la figura 30a, producto de la coinfeccion de la
cepa Cla con P2 y P4. Los resultades de la Figura 30h indican que la
cepa Cla(pP4virl) crecida en condiciones de alto numero de copias
mantiene su capatidad de expresar el producto del gen sid, ya que ‘se
encontré una progenie de P2 y P4 ton temafios de cipside esperados. En
la figura 30c se observan resultados similares a los encontrades por
Shore et al., (1978) en una coinfeccitn de PZ con la mutante sid. En
este caso la infecciédn resultz sédlo en la produccion de dos clases de
progenie de P4yirlsidl: sidlII que es el resultado de un tamafic de
capside comp el de P2, que contiene un trimerp de DNA de P4, qgue por
ende migra a la densidad de P2, vy sidll de una densidad intermed;a,
consistente en cépsides del tamafio de P2 gue contienen un dimero de DNA
de P4. Estos resultados sugieren gque hay expresion del producto génica
sid, pero no disciernen entre niveles'cnnstitutivnﬁ 0 inducidos después
de la infeceidn con P2. Los perfiles de densidad obtenidoes de gradientes
al equilibrip de CsCl de lisados celulares con pP2 que llevan las
mutaciones ps¢ y &, muestran gue la infeccidn de estas cepas con el fago
P2 resulta en la produccién de una progenie de P4, cuya densidad es la
esperada para un F24 normal {(Figura 30d,e y f).

Otra actividad de P4 que ez posible medir en el plasmidio, es la
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Figura 30. Perfiles de gradientes en L) de los lisados celulares de
Clat(pP3virl) y putantes derivadaes infectedos F2viri. Células que portan
pF4virl vy mutantes derivadas fueron crecidas en condiciones de alto
nimero de copias e infectadas con PZvirt a una multiplicidad de
infeccién de 10, El lisado celular cbtenido se centrifugd en gradientes
al epuilibrio de CsCl para separar las particulas virales de P2 v P4,
como se describic en Materiales y Métodos. Se midieroh las unidades
farmadoras de placas (FFU) de P4 (escala derecha) vy P2 ({escala
izquierda). El1 pico de alta densidad de la izguierda (1ipnea punteada)
representa a P2, vy el pico de la derecha (linea continua) corresponde a
P4, a) Control Cla infectada con P2virl vy Pé4yirl simultaneamente.
biCila({pP4virl) infectada con P2rirl. ¢) Cla(pP4sidivirl) infectada con
P2virl. dY Cla(pP443Svirl) infectada con P2Reirl. e} Clal(pP4psu2viril)
infectada con P2Zvirl. f) Cla{pPépsulvirl) infectada con P2¢virl.
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capacidad que tiene P4 de interferir con el desarreollo litico de P2
Diana et al. (1978) demostraren que P4 interfiere con el desarrolio
1itico del fage P2 coinfectante, dirigiendo los operones morfogeneticos
de P2 para ensamblar cépsides pequefias de P4, las cuales son incapaces
de encapsidar completamente el genoma grande de P2, Cuando se coinfecta
con P2 y P4 al mismo tiempo y 2 la misma multiplicidad de infeccién, se
encuentra el mismo tamafo de explosién de particulas virales para P2 vy
P4, pero la explositn de P2 es alrededor de & veces menor que la
encontrada en ausencia de P4, Mas adan, si e usan multiplicidades de
infeccion idénticas, pero P4 es preinfectado 10 min antes que F2, el
tamafic de la explosion de las particulas de P4 es aproximadamente 300
veces mayoer gque agquel encontrado pare P2 {condicion de m&xima
interferencia). El gen sid parece ser importante en esta interaccion, ya
gue la coinfeccién de la mutante P4sidl con PZ, bajo condiciones de
mavima interferencia, resulta en un tamafio de explosion de P2 de 2,6
veces mayor que el de la mutante sid.

Se penso gque =i la expresion génica de P4 mantenido en numero alto
de copias es equivalente a la encontrada durante el desarrollo de P4
como +fago, seria una condicién equivalente =2 1la de maxima
interferencia. Para probar esta hipdtesis, se determinaron los tamafos
de explosidn de particulas virales de P2 y P4 después de infectar
CialpP4virl) crecida bajo diferentes condiciones de numero de copias,
con el fago P2 a distintas multiplicidades de infeccion. Los resultados
presentados en la Tabla V muestran que la produccion de progenie de P4,

es aproximadamente equivalente al ndmero de copias del plasmidip pP4 de
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TABLA V

Tamabe de explosion de PZ vy P4 en fa cepa Cla{pP4virl) infectlada
con PZ

Tamafio de explosion de F4

Namero de copias de MDI de P2 MDI de P2 MOI de FZ
Cla(pPdyirl) 2 10 30
Bajo (n=1-2) 2.6 i,1 0,7
Intermedio (n=10-13) 14,0 9,0 8,0
Alto (n=30-40) 24,0 21,0 17,0

Tamafioc de explosién de P2
Namero de copias de

Cia(pPavirl)

Bajo (n=1-2) &b B8O 110
Intermedia (n=10-15) 32 44 45
Alto (A=30-40) _ 61 41 a2

i.os experimentos =g realizaron como s@ describié en Materiales vy
Métodes, Clal{pFéyirl) se crecid bajo diferentes condiciones, de modo de
cbtener un numero de copias a2lto, intermedio y bajo. Le multiplicidad de
infeccidn (MDI) estd indicada en la tabla. El tamafio de explosion de P2
y P4 se determind como se describid en la leyenda de la Tabla 1V.
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la cepa infectada. Ademas, el tamafic de la explosidn de las particulas
de P2 indica que no hay un nivel significativo de interferencia como los
encontrados por Diana et al., (1978). Este resultado inesperado
implicaria la existencia de niveles mas bajos de expresidn genica de
pP4 al menos para el gen sid.

Como se discutie anteriormente, 1los experimentos para medir las
funciones &, psu y sid en presencia del fago P2, no prueban gue estps
productos génicos estén presentes, ya que puede existir una
¢ransactivacién de P2 hacia P4 de modo de inducir, o aumentar la
expresién génica de P4 (Barrett et al., 1976). El nivel deel o los
productos génicos de pP4 implicados en el fendmeno de interferencia
estan alteradps. Para resolver este problema se decidio estudier los

niveles de los productos génicos de pP4 en ausencia de P2.

An&lisis de la expresidon de los productos génicos producidos por pP4. El .
método wutilizado en el andlisis de los productos génicos de pP4 en
ausencia de P2 fue la observacion directa de las proteinas expresadas
por pP4. Se marcaraon las proteinas con [3®S}-metionina y se resolvieron
a través de electrpforesis en gradiente de poliacrilamida. La
comparacitn de estos resultados con aguellos obtenidos previamente en
la infeccifdn con el fago P4, permitird diferenciar cualguier patron
nuevo de expresion de pFa.

Se us6 como huésped la cepa C3103, gque es uvrfi, Yy habla sido usada
previamente para estudios similares de infeccidon con el +ago P4

(Geisselsoder et al., 19813 Lee y Goldstein, 1983), y en la cual pP4 se

S




i10

propaga en nuamerp alto de copias. Se buscaron las condiciones optimas
de irradiacidn con luz ultravieleta en las cuales hay expresion de las
proteinas de pF4, Dado gue el genoma del plasmidio esta representado un
gran nimero de veces, y gue es més compacto que el DNA cromosomal, el
DNA de pP4 serd menos afectado por la irradiacion que el DNA bacteria-
no. Asi, la sintesis de proteinas codificadas por genes cromosomales ce
verd considerablemente reducida comparado con la sintesie de proteinas
codificadas por el plasmidic. Se usd el mismo razonamiento gque para
establecer las condicianes de irradiacidn ceon luz ultravioleta en ﬁéxi-
células (Bancar et al., 1979). Las condiciones establecidas para la
irradiacién, se describierpn en Materiales y Metodes.

En la figura 31 se muestra una autoradiografia de las proteinas re-
sueltas por geles en gradientes SDS-poliacrilamida. La mutante que tiene
la delecitn alC, C3103(pPaviriai(), se presenta como un control, vya gue
esta delecidn elimina la expresion del producto génico 2, gue es facil~
mente resuelto por sus niveles altos y constitutivos de expresion génica
{Barrett et al., 19763 Geisselsoder et 2/., 1981). Un segunde control
mostrado en esta autoradiografia, es un extracto proveniente de 1la
infeccién de la cepa L3103 con P4 en ausencia de P2, vya gue provee una
indicacién de la 1localizacion v de los niveles de expresion de los
productos génicos del fago P4. La diferencia cbservada en las proteinas
bacterianas en las posiciones 1 y 2 con respectoc al resto, se debe a que
en 1 vy 2 las células fueron crecidas en TPh, método tradicional en 1a

infeccidn con P4. Para lograr alto nimero de ecopias, las cepas pP4

fueron crecidas en LBG. Las protelnas a y psu no son detectables en el
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Figura 31. Expresitn de los productos génicos de pP4 medida & travérs de
marcacién con [¥957-petionirz. La cepa C3103 y derivadas que portan el
plasmidio P4 se irradiaron con luz ultravioleta, se marcaron con [¥9G]-
metionina vy se sometieron a electroforesis en gradiente de
poliacrilamida (7,5-i5,0%), como ee describit en Materiales y Metpdos.
La eepa C3103 no infectada (1) y la infectada con el fago P4 a wuna
multiplicidad de infeccion de 10 {2) se crecieron en TPE (ver Materiales
y Métodos). La intensidad de la irradiacion con luz ultravioleta fue de
105 J/m®. Después de la irradiacion, la cepa CI103 se infectd con P4 y
€2 incubd en un bafo con agitacion durante 90 min a 37°C, de modo de
abservar la expresiédn de los genes tempranos vy tardios de P4. Las cepas
C3103 (3}, C3103{pPaviri) (4} y L3103{pP4al0viri) {3), se crecieron en
medio LBE a 37°C con aireacién y se irradiaron con luz ultravioleta a
una intensidad de 20 J/m=, Posterigrmente, e incubaron a 37°C con
agitacion durante iS5 minutos y se marcaron con E¥SS)-metionina., 6, 7 v B
son como 3, 4 y © a excepcidn que la incubacidn después de la
irradiacién fue por 90 minutos en vez de 15. La avtorradiografia se
llevd a cabo como se describid en Materiales y Métodos., La abreviatura
pg significa producto génico.
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estado de plasmidio, ®&n tanto que la proteina sid aparece como una banda
debil, y s6lo la proteina 2 se expresa en hiveles similares a los
observados durante la infeccién con el fago P4,

Los niveles extremadamente bajos de expresion geénica de algunas
proteinas de pP4, podrian ser atribuidos a un etecto de dosis genética,
es decir gque durante la infeccidn con el fago P4 existieran muchas mas
copies de P4 que las presentes en el estade de plasmidio. Esta
posibilidad queda descartada por los resultados mostrados en la figura
14, en la que se muestra la cinética del numero de copias después de la
infeccién con el fago P4, y estd resumida en la Tabla VI. Los nimeros de
copias mostrados en la Tabla VI muestran que no hay una diferencia
sustancial en el numero de geneomas de F4  presente intracelularmente
durante los primeros 90 min después de la infeccion con e} fago P4. La
similitud en el nuamere de copias encontrada cuando pP4 se propaga en
nimero alto y la determinada despugs de la infeccion, contrasta con la
disparidad en los niveles de expresion geénica determinada por el
andlisis electroforético en geles de SDS-poliacrilamida.

Las proteinas psu y sid gue regulan la expresion de o, podrian Jugar
un papel importante en la regulacién de la expresion de los productos
génicos de P4, Se ha pensado que estas dos proteinas actdan como
antiterminadores de la transcripcidn, que de algin modo antagonizan con
el factor rho (Sunshine et a/., 19743 Geisselsoder et al., 1978). Como
un primer paso para el estudio de la interaccion de estos
antiterminadores putativos y el factor rho se realizaron los

experimentos que se describen a continuacién.




TABLA VI

Linética del nlimwero de copias Gespués de infectar fa cepa (€£3103
con Pdviri.

Tiempo después Nimero de
Infeccién de 1la infecciodn copias
C310Z + P4yirt 15 min 37
C3103 + P4uirl 4% min 46
C3103 + Payiri 20 min ag
C3103 + FPavirl 150 min 54

C3103{pFavirl) -

2
LS}

Los resultados gue se presentan en esta tabla resumen aguellos gue
mostraran en la figura 14, Se incluye el ntmero de copias
C3103(pP4virl) con propgsitos comparatives.

se
de
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Efecto de mutaciones en el factor rho en Ia mantencién de pP4., Las bases
para pensar que las proteipas psuy sid son antiterminadores gque
antagonizan con rho, €on gue en ambos casos, una mutacion en el factor
rho es capaz de reemplazar las actividades eiercidas por estas proteinas
en P2. Antes que la funcidn pse fuera descubierta, Sunshine et a/.,
(1971) describieron que el efecto polar de mutaciones ambar en operones
policistrénicos de P2 podia ser suprimido en un huesped defective para
rho, que 1lleva el alelo suf (Beckwith, 1963). Mae tarde (Sunshine et
al., 1976), se descubrid que P4 podia suprimir e} efectio polar de
mutacicnes ambar de P2 en un huésped rho™, vy que el gen responsable de
esta actividad era psu. Por otro lado, Geisselsoder et af., (1978),
descubrieron que el efecto de la mutante sid se anulaba en un huésped
defectivo en rho. El alelo usado en estos experimentes fue el rhol02
(Korn y Yanofsky, 1976). Cuando se coinfectaba P2 y Pésidi en un
hueésped rho*, las céapsides producidas para empacar P4 eran grandes
{di &metro de 575 A), gue es el tamafio de las cidpsides de P2. Al repetir
este experimento usando esta vez un huésped rhol02, se suprimid el
efecte de la mutacién sid, y P4 fue empacado en capsides pequeRas
normales para P4 (diametro de 4750 A). Mas aun, cuando se infectd solo
‘con P2 en este huésped rho defectivo (rhoi02), se obtuvo que un alto
parcentaje de las cdpsides producidas eran peguefias. .

fAla luz dé estos resultados, los que muestran que hay una relacion
antagénica entre el factor rho y psu y sid, se intentt determinar de gue
mode el factor rho afecta la mantencién del plasmidio. Para estos

estudins se ustd el alelo rhol02. Como se muestra en la Tabla VII,




TABLA VII

Efecto del alelo rholQ2 en Iz mantencibn de pP4

Mutacion Producto gé- Mantencion Mantencidn Efecto de P4 en
de P4 nico afectado en rho™ en rho~ huésped rhol0z
virl - + - Sin sobrevivien-

tes despues de
infectar con P4.

virlpsul psu + + Sobrevivientes
gque llevan F4 cre-
$#irid35 sid + + cen pobremente.
Las células fi-
yirlsidl sid + + nalmente pierden
pfa.
viridinvy psu vy + + Manteneibn y cre-
sid cimiento normal.
virtdinvll psu vy + + Mantencidn y cre-
sid cimiento normal.

En 1la tabla se presenta un resumen del efecto que produce una mutacidn
en rhe sobre la mantencidn de pP2 y mutantes derivadas.
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resultd imposible mantener pP4 en esta cepa rho defectiva. Después de
infectar esta cepa con P4, hay un gran porcentaje de muerte celular
{99%), y ninguno de 1los gobrevivientes lleva pP4. En experimentos
gimilares usando las mutantes psu, sid, o §35, se encuentran clones que
llevan pP4, pero las células son de una apariencia muy alterada, ¥
después Oe pocas generaciones son curadas de pP4. 8in embargo, cuando
estos experimentos se repiten usando las dobles mutantes construidas in
vitro, &inv? y &invil, las cuales no producen los productos sid y psu,
géstas pueden ser mantenidas como plasmidios en este huésped rho
defectivo, siendo la apariencia de las colonias similar a la de células
no infectadas. Estos resultados sugieren que hay interaccion entre los
productos génicps psu y sid y el factor de terminacion rho, que afecta
1a mantencién del plasmidio.

Para determinar si el efecto de rho en la mantencién del plasmidio es
un efecto en la replicacion del DNA {(es decir que se produjese una
pérdida del control de la replicacién del DNA de pP4 traduciéndose en
un efecto letal sohre las células), se hizo una cinética del numero de
copias despueés de infectar 1la cepa rhol02 con el fago P2, Estos
resultados se muestran en la Tabla VIII, en 1la cual se aprecia gue no
hay una diferencia significativa en la replicacicn de P4 en la cepa
defectiva para rho con respectoc a su cepa iﬁngéni;a rho*.

ddicionalmente, se intentd establecer un plasmidie mutante en 1la
funcidn € (implicada en la desrepresitn de F2), en esta cepa defectiva
para rho, ya gue la mutacién ep € es &mbar, vy puede tener un efecto

polar sobre genes que estén distales a ella. Se establecio facilmente
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TABLA VIII

Cinética del nimero de copias de pP4 después de la Infeccidn en
un huésped gue portz el alelo rholdz

nimero de copigs
Tiempo despues

de infeccidn (min) rho™ rholQ2
15 39 80
4% " 44 a7
20 45 42
150 =4 30

La infeccidn y determinacion del nimero de copias se realizd a través de
gradientes como se describid en Materiales y Métodos. Se wsarpon como
cepas huéspedes la cepa CF104 defectiva en el alelo rael02 y su cepa
isogenica C3103 (rho™).
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esta mutante en la cepa rhol02, lo que sugiere que el efecto de la
mutacién dmbar de € es a2 nivel de la transcripcion, y gue no es el gen €
en €i mismo el necesario para la mantencién del plasmidio.

Se determind €i las mutantes que son mantenidas en esta cepa rho
defectiva, mantienen las propiedades de manipulaciébn del numero de
copias por condiciones de crecimiento. Este andlisis se hizo por
electroforesis en agarosa, el cual se muestra en la Figura 32. Aqui se
aprecia que en la cepa isogénicas rho™, en la que se establecieron las
mutantes &inv9 vy &dinvil, se produce el comportamiento esperado. Este
comportamiento es similar al encontrado en Cla, vale decir el numerc de
copias de 4d&inv9 no responde a las condiciones de crecimiento, mientras
que &invil € 1lo hace. El nimero de copias de estas mutantes vy de
€ap104 establecidas en la cepa rhol02Z, no responden & las condiciones
de crecimiento, alcanzando un nivel intermedic en todos los casos(ver
Figura 32). Se encontrd gque estas tres mutantes de F4 estan integradas
en el cromosoma bacteriano de la cepa rhol02, lo que le confiere
estabilidad al plasmidio.

Se determind con precisidn el namero de copias de la mutante €agpi04
crecida bajo diferentes condiciones, a través de centrifugacidén al
equilibrio en gradientes CsCl-yoduro de propidiec. En la figura 33 se
confirman lps resultadeos obtenidos mediante geles de agarosa. El nimero
de copias obtenido en las condiciones restrictivas fluctda entre 11 vy
15, en tantoc que en condiciones optimas alcanza a 27.

Con el propésito de determinar €i la interaccidn entre los productos

génicos psu y sid de P4 y el factor rho defective es zlelo-especifica,
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Figura 32. Deterpinacién sepicuantitativa del pimerc de copias de
mutantes de P4 establecidas en la cepa L3104, defectiva en el alelo
rhol02 mediante electroforesis en geles de agarosa. La preparacidn vy
posterior electroforesis del DNA& se realiz¢ como se describid en 1la
leyenda de la figura 18. Las células se crecieron en medio LBE a 3I7°C
con aireacion, a excepcion que ee indique un cambio en estas
condiciones. C3103(pP4&inviivirl) crecida como estA deserite (1), sin
glucosa (2}, y a 30'C (3). C3i104(pPaSinvilvirl) crecida como esti
descrito (4), sin glucosa (5), vy a 30°C (é4), C3104{pP4cap103virl)
crecida como estd descrito (7)), sin glucosa {(B), vy a 3I0°C (9,
C3104(pP4&invTvirl}) crecida como estéd descrito (10), ®in glucosa (11), vy
a 30°C (12)., C3103{pP4sinyvIvirl) crecida como estd descrito (13), sin
glucosa (14), vy a 30°C (15).
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Figura 33, Nisero-de copias de la cepa CI104{pFacaniQ4viri) (defectiva
en el alelo rhoelQ2) crecida bajo diferentes condiciopes. Laos gradientec
de CsCl-yoduro de propidio se realizaron como se describid en Materiales
y Meétodos. Las células se crecieron en medic LEG con aireacien a 3I7°C
{a): sin glucosa (b); a 30°C (c); sin aireacion (d).
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se praobd el efecto de otros elelos de rho sobre la mantencion del
plasmidio. Se ust el alelo sc¢A (Beckwith, 1963), que tiene una mutacidn
débil en e! factor rho. En esta cepa fue posible establecer pP4 sin
dificultad, como asimismo las mutantes derivadas psul, sidl, &35, §inv?,
Sinvil vy €api04. Esto sugiere gue el efecto es alele especifico, es
decir, que 1la interaccién de los productos génicos de P4 con un factor
rho defectivo depende del tipo de alteracidn en rho. En la figura 34 se
muestra gque el nGmero de copias de pPa en sSuf, detgrminado
semicuantitativamente mediante geles de agarosa, responde a las
condiciones de crecimiento. Lo mismo ocurre con las mutantes dinvil vy
€3pi04, mientras gque el namero de copias de la mutante §inv? no responde
a las condiciones de crecimiento., De lpe resultados obtenidos ton las
mutantes rhol02 y suf se infiere que la pérdida del control del numero
de copias por las condiciones de crecimiento de §ipvil y €amiQ4 en el
hutsped rho102, es un efectp lateral de la mutacion en rho, no asi el
de &inv9 que es una propiedad inherente de la mutacion en P4,

En forma preliminar se probd el efecto del aielo rho20l sobre la
mantencion de pP4 (Guarente et §!., 1977y, que tiene una mutacitdn severa
en el factor rho., @1 infectar con P4 y mutantes derivadas, no se observa
un efecto letal apreciable, y P4 aparentemente no logra replicarse en
esta cepa. En la cepa isogeénica rho*, F4 se propaga como profago. La
mutacion »rho201 puede ser corregida por una segunda mutacion, esta vez
en la subunidad R de la RNA polimerasa (rpo203). Cuando ambas mutaciones
estdn presentes, ge restaura la terminacidgn de 1a transcripcien

(Guarente y Beckwith, 1978). &i se infecta esta doble mutante con P4 o

O
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Figura 34. Deterrinacién semicuantitative del/ nimero de copias de pPe y
»utantes derivades establecidas en [Ia cepa (1844 (suf) pediante
electroforesis en geles de agarosa. La extraccion y electroforesis del
DNA se llevt a cabo como se describid en la leyenda de la figura 18. La
cepa C1844 es rho defectiva en el alela s¢A. Las células se crecieron en
medio LBGE a 37°C con aireacitn a excepcidon aue se indique un cambip en
estas condiciones. C1844(pP4viri) como esta descrito (1), sin glucosa
(2)y y a 30°C (3); Ci1B44(pP4car104virl} sin glucosa (4), a 3I0°C (5), vy
como estd descrito ()3 C1B844(pPaSinv9virl) como estd descrito (7), sin

glucosa (B) y a 30°C (9); pP4virl purificado a través de gradientes de
CeCl (10).
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mutantes derivadas, se observa gue hay un enorme efecto letal: sdlo el
0,1% de las células sobrevive la infeccion, y ninguna de las
sobrevivientes lleva P4, Este efecto no se advierte cuando la mutante
rpo203 es infectada con P4 o mutantes derivadas, vy al igual gque cuando
se infecta un huésped rheo201, no hay crecimiento de P4, Esto refuerza la
idea de wuna interaccién entre productos de P4 y rho, ya eea
directamente o compitiendo por el sitic en la RNA polimerasa.

Estos resultados son sugerentes de una actividad codificada por P4
que es antagébnica con rho, pero no hay una evidencia directa vy
concluyente que pruebe este punto. El descubrimiento que F4 puede
propagarse comc plasmidio, y la construccion de plasmidios hibridos
derivados, facilitd enormemente el estudio de esta actividad, y en la
seccién presentada 2 continuacidon se detallan los  experimentos
realizados que prueban que pP4 codifica para una funcion

antiterminadora de la transcripcion.

pP4 codificea pare una funcién antiterminadora de fa transcripcibn. Fara
este estudic se dispuso de plasmidics de P4 hibridos, vy de un operodn
bacterianoc muy bien caracterizado en el cual se puede estudiar la
actividad potencial de P4 de entiterminar. La cepa huesped escogida fue
X8605, que presenta una delecidn que deja el operon lactosa adyacente
al operdn triptéfano (Guarente y Beckwith, 1978). La eeral de
terminacion de la transcripcién rho-dependiente que estéd al final del
pperén del triptéfano estd intacta, mientras que el promotor del operon
de la lactosa tiene una delecién parcial. Dada la configuracidn de estos

dos operones, la proteina rheo impide la transcripcion hacia el operén de
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la lactosz en la cepa XB&0S, por la accidn del terminador localizado al
final del ocoperdn del triptofano (figura 3ID). E1 antagonisme a 1la
terminacién de la transcripcién mediada por rho se puede ensayar
facilmente, y se detecta directamente por la lectura hacia el operdn de
la lactosa aidiendc 1la enzima B—galactosidasa. La idea consiste en
introducir en XB&OG un plasmidie hibrido de P4, que conste del
fragmento AD de E£coRI (para evitar la integracian de P4}, ligado 21 gen
kanamicina (de modo de seleccionar facilmente el plasmidie). Para la
construccitn de este plasmidio se siguid el esquema sefalado en la
figura 3&. Para determinar cual de los genes de P4 es responsable de la
actividad antiterminadora, se construyeron hibridos derivados que llevan
mutacipnes en 21 genoma de P4. Afortunadamente, como las mutaciones
deseadas estén localizadas en el fragmento AD de £coRI, se siguid el
mismo esquema para las construcciones.

En la Tabla IX se muestran las mutentes usadas, vy un resumen de las
proteinas que estdn ausentes en estas mutantes, 1lp cual ayudard a
vigualizar cuales de estas proteinas son las responsables de 1la
actividad antiterminadera. La lotalizacidn de las mutaciones se muestra
en la figura 24 y 3B, Estas mutantes se estahlecieron en la cepa X8403,
seleccionando agquellas que tienen el gen kanamicina en la misma
grientacién, de mode que lps resultados se;n absplutamente comparables.
En 1la figura 37 se muestra una electroforesis en geles de agarpsa donde
lps plasmidios AD-kanamicina fueron digeridos con la enzimas HindIll, leo

cual da un patron tipico de digestion, dependiendo de la orientacidn del

fragmente kanamicina. En la leyenda de la figura 37 g2 detallan estas
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Figura 35. La regiop trp-tac de la cepa de £E. coli X8505. La distancia
entre el terminpador <¢rpA y la unidn con el opertn lactobsa es de 1800
pares de bases. El promotor Jac (P°) tiene una delecién parcial, por lo
que requiere una lectura continuada desde el operén triptéfano, a traves
del terminador rho-dependiente del triptdfano hacia el operoén lactosa,

para la expresion de la f-galactosidasa (Tomado de Guarente vy Beckwith,
1978).
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pP4 virl EcoRl : AD Km
Al ~94 Kb

pUC 4K
~38Kb Rl |

Figura 36. Construccién de los derivados de pFPavirl EcoRI:AD-Em. E1 DNA
del plasmidio P4virl se digirid con la endonucleasa £coRI . El fragmento
EcoRI:AD de 8,2 kilobases (figura 24) se ligd con el fragmento £coRl de
1,2 kb de pUC4kK, que contiene el gen de resistencia a kanamicina. La
orientacion de este gen se determind por andlisis en electroforesic de
una digestion con Hindlll (ver figura 37). En la construccitn de ecste
plasmidio y de mutantes derivadas. se escogieron clones en los cuales el
gen de resistencia a kanamicina esté& ligado <siempre en la misma
orientacidn. Todos los plasmidios asi construidos pueden eer propagados
como fagos cuando las células son infectadas con P2. A diferencia de
pP4virl, estos plasmidios son incapaces de integrarse dentro del
cromosoma del huésped, vya que no tienen el gen int neceszario para la
integracidn.
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TABLA IX

Expresion de los productos génicos psu y sid por mutantes de P4

Fenotipo (productos oénicos)

Mutante de P4 psu sid
wirl + +
viripsul - +
viridinvll - -
virlsidl + (niveles baios) -

¢#irl835 + -

Todas las mutantes llevan la mutacion virl netesaria para la mantencién
del plasmidiao.
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Figura 37. Determinacién de la orientacién de! fragmento que lleva el
gen de resistencia a kanamicina en Jos derivados de pP4virl EcoRI:AD-Km.
La transformacion en XB&OS se realizé como se describid en Materiales vy
Meétodos. Los clones se seleccionaron para resistencia a kanamicina Y
sensibilidad a ampicilina. Estos clones, se analizaron a2 través de
electroforesis en agarosa, y aquellos que presentaban el fragmento
EcoRI:AD de P4 y el fragmento kanamicina, fueron analizados en mayor
detalle para establecer la orientacidn de este vltimo. El DNA de estos
clones (esta figura) se digirid con la enzima WindlIl, al igual que en
la figura 26, En (16) estd el control con el fragmento kanamicina
orientado como se indica en la figura 36. (1, 2 y 3) pPavirisidl
EcoRI:AD-Km: (4, S y &) pP4virlpsul EcoRItAD-Km; (7, B y 9) pP4viri &35
EcoRI:AD-Km: (10, 11 y 12) pP4virléinve EcoRI:AD-Km: (13, 14 y 15)
pP4viridinvil EcoRI:AD-Em; (1&) pP4virl EcoRI:AD-Em. Los clones de las
posiciones 2, 4, 5, B y 12 presentan la orientaciédn deseada. Los clones
correspondientes la mutante &invll son mas complejos de analizar, vya
que al invertir el fragmento BasHI:B, el corte interno de KHindlll es
desplazado, dando lugar a un fragmento mas grande que el fragmento
HindlIl:B. Esta nueva orientacién origina ademas un fragmento mas
pequefio de Hindlll, debido a2 que el corte de RasHI:B de la derecha queda
mas cerca del corte Hind 111. Este fragmento es de alrededor 530 pares
de bases. Con la orientacion deseada del gen kanamicina, se predice un
fragmento de 780 pares de bases, vy un fragmento de &80 pares de bases
si tiene la orientacidén inversa. Los I clones analizados (13, 14 y 15)
presentan el fragmento de 760 pares de bases (orientacitn deseada). El
calculo del tamafio del fragmento se hizo por aproximacién, vya que
presenta una migracidn muy similar a la del fragmento de 780 pares de
basee del control (16) (ver detalles en la leyenda de la figura 26).
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digestiones y los pescs moleculares esperados, de acuerdo a la
orientaciton de los fragmentos. La mantencion de estos plasmidios se hizo
en presencia de kanamicina 50 pg/ml y éstos se propagan en numero alto
de copias, lo que se determind cualitativamente por electroforesie en
geles de agarosa (no se muestra)l.

La capacidad de pP4 de impedir la terminacion de la transcripcion, en
trans, en el terminador del operon del triptéfano del cromosoma
bacteriano, se determind midiendo la actividad f-galactosidasa de XB&0OT
ilv—. Los resultados cue se muestran en la Tabla X indican que pP4virl
EcoRI:AD-Km antagoniza la terminacion de la transcripcion en el
terminador del triptéfano, ya2 que se encontrd un aumento de alrededor de
20 veces de la actividad (f-galactosidasa en relacion al control sin el
plasmidio, © con el plasmidio pUC4K. En contraste, la capacidad de
antiterminar de un ané&logo de pP4 que lleva una mutacion ambar en el gen
psu, es nula (ver Tabla X). Este ensayo también demuestrz gque el
derivado que lleva la mutacidn &invil, que no expresa las proteinas psu
y sid, ha perdidc la capacidad de antiterminar. La mutacion =sid aque
afecta negativamente el gen psu causa que la actividad antiterminadora
sea baja. En cambio, cuando se uga el plasmidio con la mutacion &35,
la que se sabe produce niveles casi normales de proteina psu, expresa un
aumento de actividad de [E-galactosidasa de 12 veces con respecto del
contrel. En condiciones similares (en ausencia del fago P2), esta
mutante no produce el producto génico €id. Estos resultados sugieren gue
sélo el producto génico psu, Yy no sid, es responcable de la capacidad

de pP4 de impedir la terminacidn de la transcripcién en el terminador
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TABLA X

Expresién de I3 R—galactosidasa como Medida de la terminacith de
la transcripcibn en el terwinador del operén del triptédfano.

Cepa Unidades RB-gal
XBoOS ilv— 9,9 + 0,1
X84035 iJv~ pUCAK Zs8 + 0,1
XB&0T iJv— pPavirl EcoRI:AD-Km 20 + 7
X80T ilv~ pPaviripsul EcoRI:zAD-Km 4,9 £+ 0,6
X860T i/v~ pP4virisinvil EcoRIsAD-Km 9,0+ 0,7
X8&05 i7v~ pP4virlsidi EcoRItAD-Km 11,1 + 0,9
XB&0T iJv~ pFP4virid3S EcoRI:AD-Km 68 1
X8605 rhoz20l 178 + &

Llos resultados de la tabla son el promedic de dos mediciones. Las
unidades estin expresadas de acuerdo a Miller (1972). El crecimiento de
las células vy ensayo de la f-galactosidasa se hizo como se describid en
Materiales y Matodos. Las cenas se construyeron por +transfeccion o
transformacion, y se uso kanamicina 50 pg/ml pare mantener pF4. El
marcador iJv~ cerca del gen rho en el cromosoma de £, cofi es un  un
marcador selectivo para la transduccidn con PL, vy no estd relacionado
con este trabajo.



131

del operdén del triptofano.

Cuando el fragmento AD de EcoRI de P4 es insertado en el sitio £coRl
del plasmidic vector pBR325, la f-galactosidasa se expresa pobremente
en la cepé X8605, en niveles gque no son significativamente diferentes de
la cepa transformada con pBR3ZS, o sin plasmidio {no se muestra). Esos
hibridos P4:pBR325 producen niveles de la proteina « que son muy bajos
(Jiang y Boldstein, en preparacién), por lo cual se tuvo que determinar
si o1 producto del gen « es necesario en la expresion de la actividad
antiterminadora. Se transformd la cepa XB&OT con un plasmidio hibrido,
pd576, el cual lleva el fragmento de DNA de P4 comprendido entre los
sitios Aval y BasHl (ver figura 38), en el cual se codifica solo el gen
ps¢ y otros genes no esenciales de P4. Ni el gen « ni el sid estan
presentes. El gen pse¢ llevado por pdG76 esta bajo el control del
promotor del gen tetraciclina. Este gen de resistencia esta ausente en
pste plasmidio hibrido, ya que limita en sus extremoe con los sitips de
restriccion 8val vy BasHl, vy fue reemplazado por el fragmento de P4
descrite anteriprmente. El1 gen psu esti bajo el control del promotor de
tetraciclina lo cual resulta en la expresion del gen prsu en niveles mas
altos que lo normal. Como se muestra en la Tabla XI, 1a actividad psu
expresada por pdG7&6 induce una expresién significativa de -
galactosidasa, de alrededor de dos veces la producida por pPavirl
EcoRI:AD-Km, vy de un nivel similar al producido por este huésped que
contiene el alelo defectivo rho201l (ver Tabla X).

Estos resultados ne descartan la posibilidad (poco probable) gque psu

pudiera estar actuando directamente para promover la expresion del



132

a(gpt)

Figura 3B. Napa de restriccién de pP4. En esta figura se presenta el
mapa de restriccién de £coRl, RarxHI y Aval de F4. El {fragmento achurado
resultante de la doble digestion Aval y BasHl en el circulo mas interno
corresponde al fragmentoc que se clond en pBR3ZE en el lugar del gen
estructural que confiere resistencia a tetraciclina. Se advierte aue en
este fragmento estd presente el gen psu, y parte de los genes no

esenciales de P4 que no estén incluidos en las construcciones que llevan
el fragmento EcoRI:AD.




TABLA XI

Medide de la R-galactosidara come expresibtn de! gen psu  clonado
en pRRIZS

Cepa Unidades [i—-gal
XB&OS 1/v= pBRIZE &, + 0,6
XBAOE /v~ pdE76 (mé&xima atenuacidn) 162+ @
XB&OS /v~ pdG7& (minima atenuacion) /e + ZE
XB60OS 2/v~ trpR* pdG7& (menos triptétanc) 125 * 13
XBEOS Ilv~ trpRT pldG7& (mas triptétanc) 12,9 + 1,4

Loe ensayos se realizaron como se descri:bid en la leyends de la Tabkla
XI. pJdG76 se construyd clonande en pBRIZS el +ragmento achurado de F4
Aval/FapHl que se muestra en la figura 2B, En estz construccion, el gen
estructural tetraciclina de pBRZ2Z s2 ha sacado, y en su lugar sz ha
insertado el gen pru contenido en el 4ragmento 2evsl/EapHl  antes
mencionado, gquedando bajo el contrel del promotor de  tetraciclinz. La
cepa que porta el plasmidic hibridec se crecid en 20 pg/ml de
cloramfeniceol. Se usd el medico LEG para crecer las ceélulas en
condiciones de maxima atenuacidn. Se utilizd el medic minimo glucosa,
ispleucina, valina vy un andlogo del triptétano, el é&cido IZ-fi-
indeolacrilico para crecer las celulas en condiciones de minima
atenuacidén. La cepa trpR™ e crecid en medio minimo glucosa, isoleucina,
valina y en presencia (100 pg/ml), o ausencia de traptéfano.




operén de la lactosa, en vez de suprimir la terminacién de la
transcripcién en el terminador del triptofano. Fara demostrar que la
lectura del transcripto es iniciada en el operon del! triptétanc, se
hicieron estudics de atenuacién usando un anéloge del triptofanc para
lograr condiciones de minima atenuacion en aveencia de triptéofano (K.
Keolter, comunicacion personal). Como se aprecia en la Tabla XI los
niveles de R-galactosidasa en condiciones de minima atenuacion {(es decir
en la o6ptima expresion del operon del triptofanc de esta cena
constitutiva) son mas del doble gue en condiciones de maxima atenuacion
(células crecidas en presencia de triptéfano). Aungue los resultados son
indicativos que hay control de la actividad f-galactosidasa por el
operén del triptéfano, los cambios en actividad enzimatica nc son
dramaticos. Parez resolver en definitiva este punto, se construyd un
derivado trpR* de la cepa XB&OT i/v-pdG76, la que es constitutiva para
el operén del triptéfano (ver detalles en Materiales y Metodos). La
expresion del operon del triptofanc en esta cepa €rpR™ es ahora
reprimida en presencia de triptéfano, vy por ende, si no hay terminacion
de la transcripcidn al +inal de este operoén, la actividad de fB-
galacteosidasa se verd controlada por los niveles de triptofano. Como se
aprecia en la Tabla XI, la expresion de B-galactosidasa se reduce
alrededor de 10 veces en la cepa trpR* en presencia de triptédfano, 1o
cual demuestra que hay lectura desde el operdn del triptéfanc hacie el
operon de la lactosa, y que ésta estd gobernada desde el operin del

triptéfano.




DISCUSION

Recientemente se demostrd que una mutacion espontanea, virl, permite
gue P4 pueda propagarse como un plasmidio estable. Las condiciones en
que pP4 es mantenido en forma estable. son diferentes a aguellas en que
otros virus se propagan como plasmidios, como es el caso de lambda y Pl
(Echols, 19713 Matsubara y Kayser, 196B: Scott. 1984). La razon de esto,
es que P4 es dependiente de P2 (o fage relacionado) para su desarrollo
litico, en tanto gque mutaciones virulentas de los fagos lambda y Fi
producen la muerte del huésped, en vez de la mantencion del fago como
plasmidic. En contraste, una mutacion espontanea hacia upa forma
virulenta del fago P4 produce la mantencidn de este como un plasmidio, y
no es letal para el huésped. La infeccidn de las cepas gque llevan el
plasmidio con el fago F2 resulta en la produccion de progenie del fago
P4. Se establecieron nuevas lineas celulares portadeoras de pP4, usando
fago P4 ‘"rescatado" después de estas infecciones. No se observaron
diferencias en la frecuencia de aparicidn de lineas celulares gque llevan
el plasmidio estable, ni en el genoma de P4, descartandose la
posibilidad de una nueva propiedad adquirida (mutacion) necesaria para
la propagacitn del plasmidio. La morfologia de las colonias que llevaban
pP4 estable, es indistinguible de la morfologia de_la cepa huésped, asi
como el tiempo de duplicacion celular.

& continvacion se discutiradn los resultados de la caracterizacion de
la propagacidn de pP4 en relacion a otros plasmidios conocidos, y las
ventajas que presenta el uso de este plasmidio como un vector de

clonamiento.

135




Propiedades bésicas de pFP4.

El plasmidic de F4 mantenido en forma estable, presenta la 1inusual
propiedad que su numerc de copias puede ser manipulado de acuerdo & las
condiciones de crecimiento., Cuando las celulas gue portan el plasmidio
son crecidas en medio completo' a 37°C, con glucosa y abundante
oxigenacién, el numerc de copias es alto (n=30-40). Si 2 este medio €e
le agrecan sales hasta una concentracitn de un 1%, el numero de copias
se reduce a un estado intermedio (n=10-15). Finalmente, &i las celulas
son crecidas sin axigenacién, o© sin glucosa, © a2 30°C, se obtiene un
numero bajo de copias (n=1-3). Las causas de esta dependencia entre el
numero de copias y las condiciones de crecimiento no son claras, aungue
alguno de estos efectos se han informado previamente. LUna cepa Qque
porta el plasmidio Co/El crecida en ausencia de gluceosa (Clewell vy
Helinski, 1972), presentea stdlo el 20% de las meoiéculas de plasmidic
en la formz superenrcllada, debidec a la formacion de un complelo de
relajacién DNA-proteina. Sin embargo, baic condiciones similares pare la
cepa pP4., la hibridacién gque se muestra en la +igure 7 no muestra una
cantidad significativa de DNA del plasmidio: la cantidad de +ragmento X1
(el #fragmento de unidn al cromosoma del huésped gue contiene cas: todo
el fragmento AD) estd presente en casi la misme cantidad que el
fragmento AD (generadc sdlo por la torma libre del plasmidio). Este
recultadeo implica que el efecto de glucosa sobre el nimerc de copias de
pF4 es a nivel de la replicacidn del DNA o =u control, mas que a un
nivel topoldégico, como el casc de compleios de relajacion encontrados en

el plasmidic Co/EL.
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La presencia de cAMF simula el etecto de falta de glucesa cuande ésta
estd presente, 1o gue i1ndica que podria operar algun mecan:smo similar
al descrito para la represidn catabdlica. Si se piensa cque cuando pF4 se
replica en numero a2lto de copias se asemeja a2l desarrcllo litico de un
fago. y cuande lo hace en numerc bajo se simula un estado lisogénico, se
produciria una situacién andloga 2 la observada en lambda v P22, en los
cuales cAMP induce una respuesta lisogénica. En estos cascos, la
evidencia suqiere que la iniciacion de la sintes:is del represor reguiere
cAMP y proteina CAF (Grodzicker et &/.. 197Z: Hong et a/. 1971). En
ausenciz de CcAMF se produce una disminucién en la lisogenizacion a
travée del csietema hf/f (Belfort y Wulff, 19743 Hoyt et alz., 198Z). En
el casc de pFé4 no se produce el cicleo litico en susencia ce FZ, vy el
estadoc desreprimido corresponderia al de nimero alto de copias. Aungue
no hay evidencia clara acerce de los mecanismos de control del nuamero de
copias de pP4, probablemente estos son a travees de la interaccion de un
represor. Aparentemente, hay una respuesta mediada por CAMF, por tanto
estudios con mutantes de la proteina CAF o de sintes:e de cAMF. podrian
arrcjar luz acerca del papel aque jugaria este efector.

También puede usarse variacion en la temperatura de crecimiento
celular para inducir el numeroc bajc de copias (30°C). Esta parece cer
una propiedad intrinseca de la replicacién de F4 en ausencia de FZ, vya
gue Kahn vy Hanawalt (1978) describieron que el fago P4 replicaba
pobremente su DNA a 30°C. Sin embargo., el hecho gque exista una mutante
(§inv9) cuyo numerc de copias no es afectado por las condiciones de

crecimiento ni le presencia de cAMF, implicaria la existencia de un
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control comtn de la replicacién del plasmidio, que es independiente de
las condiciones delcrecimiento. Probablemente, en este mecanismo esta
envuelta la accién de un represor gue estéd inactivo en esta mutante, o
bien el sitio de unidn de este represor putativo estd alterado. Como
£inve® es una mutante que adem&s de no sintetizar los productps génicos
psu vy sid tiene unajdelecidn del {fragmento B de EcoR1l, el cual contiene
el gen int (ver figura 16), ne es clarpo si la combinacion de ambas
mutaciones ¢ stlo uha de ellas es responsable de la pérdida del control
del numero de copiag por las condiciones de crecimiento.

La técnica emplpada para la determinacion del nimero de copias solo
es un promedio de copias de plasmidic por cromosoma equivalente, por lo
cual no es posiblp saber =i cada célula tiene 1-2 copias de plasmidio,
6, si un bajo porceptaje de las células tienen miltiples copias mientras
que la mayorla no énsee ninguna. Esto tampoco es posible determinarlo
por los experimentos de explosion de P4 al superinfectar cepas que
lleva nP4 en diferente numereo de copias con F2 (ver Tabla V), va que
agqui también se obtiene un promedio. Un modo directo de hacerlo nodria
ser por visualizacign en el microscopio slectronica.

La funcion de pP4 esencial para su replicacién es la proteina «, la

que se ha postulado como una DNAR primesa, la cual actuaria
sobre la iniciacién de la seintesis de DNA de P4 (Barrett et /., 19723
Gibbs et al., 1973; Barrett et a/., 1983). Los estudios realizados con
la mutante atsél, muestran que « dirige la replicacion de pF4, vy que a
37°C la forma superenrollada es mantenida en forma estable. Después de

cambiar el cultive celular a 42°C (la temperatura no permisiva) durante
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15 horas. no se detectan copias del plasmidic. Estudios preliminares
indican gque no hay un cese inmediate de la replicacion de pF4 durante
las primeras 2 horas (alrededor de I-4 generaciones) después del cambio
a la temperatura noc permisiva. Algunas mutantes del tipo dra que sON
temperatura sensibles asociadas con procesos de  1niciacion presentan
esta demora en la detencién de la sintesis de DNA. For ejemplo las
mutantes dnaf vy dnal continuan con la sintesie de DNA cuando la
temperatura es elevada al nivel nc permisive hasta que todes los
cromosomas aque e estén replicando terminen su ciclo de replicacion
(Zyskind et al/., 1977). En contraste. las mutantes draf (primacsas)
muestrar una inhibicidn inmediate de le replicac:6n después del cambio
hacia la condicién no permisiva (Louarn, 1974:; Wechsler y Gross. 1971).
Ec por esto sorprendente ver esta demora en la inhibicion de la
replicaciéan de pFPéatsélvirl, ya qQue €& Cree que el producto del gen
actua como una primasa.

Loe resultados de ecste estudio también demuestran gue sclo una copia
integrada de F4 es llevada en el cromesoma del huésped cuando
Cla(pP4v1r1;tsbi) ec crecida a 42°C (ver +figure S). El estado de
plasmidio es reinstaurado cuando estas células son crecidas a2 37°L, que
es la condicidn permisiva para la mutante otsél, El uso de esta mutante
permitid demostrar que la replicacién y mantencién de pP4 e al  menos
parcialmente dependiente de funciones codificadas por pF4.

El hecho gue pF4 se pueda integrar dentroc del cromosoma v
subsecuentemente ser generado desde el cromosomz a su forma libre

(probablemente a travée de replicacion Ip situ)., sugiere un parecido con
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los plasmidios R1, R100.1 y su delecion pLCl, un derivado inestable,
cuya replicacién estd manejada por el cromosoma del huésped (Chandler et
g/.. 1977). Al igual gque Kl y R100.1, pP4 es capaz de replicarse
autonomamente. Sin embargo. este Oltimo difiere en gue puede mantenerese
en numero alto de copias., vy se integra 2 través de un sitip att en ve:z
de una secuencia IS. Es claramente diferente del derivado defectivo de
r100.1, pLCl, porque oF4 ec liberado del cromosoma bacterianc en la
misma forma que entrd, y despues se replica autonomamente.

En cuanto a las funciones celulares regueridac para la replicacidn in
vive de pP4, los experimentos de inhibicion con cloramfenicol muestran
que se requiere de la sintesis de proteinas de novo. probablemente
codificadas por pF4., a diferencia del plasmidio fo/El gue no reguiere
proteinas codificadas por el plasmidic y que son  estables en el tiempac,
propiedad gue permite su amplificaciétn en relacidn a2l cromosoma
bacteriano (Clewell, 1972). En general, la agran mayoria de los
plasmidios usa la maguinaria de replicacién del DNR cel huesped en los
procescs de elongacién del DNA.  Las diferencias en el comportamiento
replicativo de 1loe diferentes grupos de plasmidices casl  siempre  son
reélejo de las diferencias en los procesos de iniciacion vy su
regulacion, manifestado en los diferentes requerimientos por sintesie de
proteinas de novo.

El requerimiento transcripcional para la replicacion de pF4 es un
poco maAe dificil de i1nterpretar, vya oue los productos de KRNR  pueden
servir como mensaierps para la sintecie de proteinas nececarias pare le

iniciacién, o como moléculas partidoras necesarias para la iniciacion de
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la sintesie de DNA. Estd descrito que « codifica para una primasa
putativa cuya actividad es resictente a rifampicina (Barrett et a/..
1972). En la Tabla I se aprecia que el grade de inhibicion ge la
sintesie de pP4 :pn vivo en presencia de rifampicina s menor en  un
factor de doe en relacién al del cromosoma. Ambos hechos tavorecen la
idea ogue el reguerimiento transcripcional para la replicac:on del
plasmidic es mas bien 2 nivel de un mensajero necesaric para la sintes:ie
de proteinas envueltas en la replicacion de pF4.

El estudio hecha con las mutantes dpz2 €5 1indico oue los
reguerimientos de pF4 por proteinas celulares son  pocos. No requiere
dnab., EB., vy 6, pero reguiere de dnak. oque codifica para una de las
subunidades de la DNA peolimerasa III. Curicsamente, les productos
celulares ngo reqgueridos para la replicaci:én de pF4 participan en la
iniciacridn de la replicacién discontinue de DNA, en la hebrz de
movimiento retardado. mientras que la DNA polimerasa 111 participa en la
replicacién continua, en la hebra de movimiento dominante (¥ornbera,
1984). Si e extrapolen leos reguerimientoce & lo que es conocido para el
fago, P4 no requiere dnaC (Bowden et a/.. 1974) que participa en el
primosoma Junto con los productos gnaB., G vy las protelnes n  {Arai et
&/., 1981), comoc tampoco de po/R (Kahn v Hanawalt, 1979) aque codifica
para una subunidad de la DNA polimerasa I. ni1 de la proteina rep (Souza
et a/.. 1977) que es una helicasa. Sin embargo. reguiere de la proteina
SSE pare la replicacidén ip vitro de la forma superenrcllada del DNR de
Fa, (krevolin et a/.. 1983) la cual se une 2 una hebra simple de DNA

decectahilizande la doble hebra y permitiendo que la replicacidn del DNA
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pcurra con mayor facilidad.

A pesar gue pP4 no requiere de ealgunas funciones dra, tampoco
complementa con éstaes, como ha sidp descritop para algunps plasmidies.
Por ejemplo, los plasmidios del tipo I codifican para una DNA primasa
(Lanka et a/., 1979}, la cual es capaz de complementar con una mutante
bacteriana dnal (Wilkins et &l., 198B1), permitiendo la replicacién del
cromosoma bacteriano a la temperatura no permisiva, con el consiguiente
crecimiento celular. Asimismo, se han descrito casoe de integracidn
supresiva para mutantes drpaA, por los plasmidios RéK  (Sptomura vy
Yoshikawa, 1975}, Pl vy P7 (Chesney y Scott, 1978), lo gue permite
crecimiento bacteriane a la temperatura no permisiva. Tambien e han
descrito cases intermedies, en que un plasmidic puede reemplazar la
actividad defectiva por un corto perindo de tiempo. peroc que no
complementan, come pP4 con las mutaciones draA v dnab. Es asi como el
plasmidico F suprime integrativamente laz mutacion dnaf durante una hora
(Zeithen y Pate, 19713 Hiraga y Saitoh, 1973), pero no la complementa
(Nishimura et al., 1971).

El comportamiento de pP4 en cuanto a los reguerimientos de funciones
ctelulares es poco usual ya que éstos son muy pocos i se 1e compara con

otros plasmidios (Scott, 1984).

tiso de pP4 copo un vector de clonamiento

Un entendimiento de las propiedades basicas de pP4 es de importancia
practica para el uso de pP4 como un vector de clonamiento. Estas
propiedades confieren a pF4 maltiples wventajas en 81 usoc Ccomo un

vector de clonamiento. las cuales seran enumeradas a continuacion.
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(i) P4 puede ser propagado como un bacteridfago con un cicle 1litico
dependiente de otro colifago como es P2, como profago y como un
plasmidie presente en nimero bajo o alto de copias. (ii) P4 posee un
range inusualmente amplio para su propagacion como fago o plasmidio en
bacterias gram—negativas como Rhizobium, Klebsiella, Serratia y £. coli
(Somerville y Kahn, 1983; Fertani y Bertani, 1970: Ow vy Ausubel, 1280;
Six y Klug, 1973). (iii) pP4 puede ser usado en el clonamiento de
fragmentos de DNA que no son de F4, cubriendo un amplio rango de tamafios
nue son demasiadp grandes para ser encapsidades por otre tipo de
"fasmidios" vectores. La introduccién de la mutacion sid permite la
gplercidn vy el clonamiento de fragmentos de hasta 27.000 pares de base
de DNA, mientras se mantiene la cepacidad de propagacion de plesmidio y
la capacidad de encapsidar este DNA en cdpsides de +ado. (iv) LUna
manipulacion de las condiciones de crecimiento, come son el medio, l1a
temperatura o aireacitn del huéeped bacteriano, permite la eleccidn de
un ntmero bajo de copias {1-3)}, intermedio (10-15) o alto (30-20). (v)
El usp de un derivado otsél provee la capacidad de supripir la
mantencidn del plasmidio mientras se mantiene una copia integrada en el
crompsoma  bacteriano. Fueden usarse cambios de temperatura gurante g1
crecimiento bhacteriane para variar el modo de p;nnagacidn decsde
plasmidio a2 integrado o viceversa. (vi) Debido & sus propiedades de
numero de copias inducible e integracitn, deberis ser posible mediante
la manipulacion de la dosis génica o el estedo libre de plasmidip versus

el integrado, clonar genes cuyos productos son letales para el huesped.

(vii) Su versatilidad como “fasmidic” permite una alta eficiencia de
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infeccidn como fago vector, con la subsecuente mantencién como plasmidio
o profago. Las copias del plasmidic son facilmente encapsidadas en
particulas de fago viables después de una superinteccidtn con FZ. For
otro lado, también es posible la encapsidacion Iin vitro de F4 (Pruses et
a/.. 1974: Pruss et a/.. 1975), lo cual permite la encapesidacidn directa
de P4 que lleva DNA fordnec insertado en el. (viii) kxiste una prueba
(patch-test) la cual permite le visualizacidn directz de celulas que
llevan pF4, Alternativamente, se pueden seleccionar derivades de F4 que
llevan agenes de resistencia a antibioticos, tales come ampicilina,
tetraciclina. kanamicina fLageos et a/.., 1985: Jizng vy Goldstein,
manuscrito en preparacién; Kim, Lagos y Goldste:n, resultados no
publicadeos). (ix) Les sities de insercion pueden ser escogidos basandose
en lpe numerpsce patrones de enzimas de restriccidn  conocidos (ver
figura 24). Esta informacién se ha usado para el clonamiento en P4 de
pequefos fragmentcs de DNA como por ejemplo aguellos envueltos en la
fijacidn de nitrogenc en Kiebsiells (Ow y Ausubel, 1980: 19BI), vy mas
recientemente en el clonamientoc de fragmentos mas grandes de DNR humano
elegidos al azar, los cuales son llevados en forma estable, come fago,
o come plasmidic (Kurnit et a/., 1985). En este dltimo caso0,
utilizdndose la informacién disponible de la caracterizacion de pFé, ce
usd la mutante sigl del! "$asmidio" P4, lo cual permitid la replicacion y
encapsidacion de +ragmentos de DNA de hasta 25.000 pares de bases.
Ectos recombinantes se propagaron en una cepa de £, coli detficiente en
la funcién recAd como un fago virulente en preeencia de FZ, © como un

plasmidio cuyo nimero de copias es inducible en ausencia de FZ. Ge ust
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el ensayc para detectar secuencias homdlogas basado en el eistema de
recombinacién "piVX" para seleccionar los vectores F4sidl gue llevaban

ineerciones de DNA humano.

Funciones de P4 gue afectan /a2 mantenciédn del plaspidio

El an&lisis de F4, usando mutantes con delecicnes sugiere que el
genoma de F4 puede dividirse en dos partes, de las cuales s6lo una es
esencial para el desarrclle litico de F4 en presencia de F2 (Souza et
al.. 1978). Las mutaciones &, ~sfid vy psu que e€e cabe afectan el
crecimiento litico de F4, no afectan el establecimiento v mantencion de
pF4 propagado en numeroc alto de copias (ver Tabla III).

Como <e xpuso en FResultados, la funcion ipt, necesaria pare la
integracién de pP4 en el cromosoma bacteriano es un regquerimientc para
la estabilidad de pF4. El mecaniemo de particidn seria mediante una
"copia maestra" en el cromesoma bacterianc, la cual independiente de la
distribuciétn del plasmidio libre 2l momentc de la division celular,
producird una particién pasiva Junto con el cromesoma en las células
hi ias. Prpbablemente, cuandeo es necesario, esta copia seréd replicada in
site¢ para restablecer 1la forma de plasmidio libre. Se descarta un
mecanismc de excieidn, vz que en este se perderle la copia integrada,
que es la que confiere estabilidad al plasmidic, la que deberia
nuevamente reintegrarse, 1lo que no ocurre un 100%Z de las veces en  una
infeccidn con F4, Ecte mecaniemc de ecstabilidad seria diterente que el
descrito para otros plasmidiecs, ya que en general la mantencion estable

de un plasmidic en células en crecimiento requiere una velocidad de
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replicacidn competible con la constante de crecimiento celular. Esto se
realizaria mediante la accidn de algunoes agentes citoplasméticos, los
cuales regulerian 1la frecuencia de iniciacién de la replicacién del
plasmidio (Pritchard et &/.. 1968). Esta regulacidn mantendria la
concentracidn de plasmidio constante en relac:on a2 la masa celular. La
mantencidn estable del plasmidic tambien reguiere que las células hilas
después de la divisidn celular reciban 21 mence una copia del replicén
proveniente de la célula parental. La talta de un mecanismo de particidn
exacte llevaria a le eventual pérdida del plasmidio debido a eventos
puramente probabilisticos.

El mecaniemo de particién descrito para el plasmidic pSCl0l1 (Meacock
y Cohen, 1980). denende del locus par de accibn en cis, cuya +uncion
es andaloga a la del centrdmero en eucariontes. Un mecanismo similar ha
sido descrito para un miniplasmidic derivado de F1 (Austin vy Abels,
1983), el cual requiere ademds de la accion de una proteina. Fara el
casoc de un derivade del plasmido F tambien se requiere de un Jocus que
actua en c¢is (Oruga e Hiraga, 1983) pero ademds <ee reguieren dos
proteinas gue participarian en un probable anclaje de esta region del
DNA a2 la membrana. También pueden participar +4uncionecs celulares en la
ectabilidad de plasmidios, como se ha descrito pare {o/El, en cue =e
reguiere de las exonucleasa I, III y V (Bassett y Kushner, 1984). EIl
mecanismo de particién de pFé4 a traves de una "copia maestra" eeria
unico, Yy también requiere de un Jocus que actua en cis (el sitiec att)
necesario para la integracidn de pF4 dentro del cromosoma bacterianc.

El contrel inducible del numero de copias de pF4 también estéd baic
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el control genético de F4. La mutante §inv% que ha perdido este control
estd afectada en su gen int {ausente por la delecitn del fragmento B de
EcoRI), vy en la regidn sid-§-psu, lo cual le confiere un genotipe 207,
psu~. Parece haber una interaccion entre ambas mutaciones., vya ocue es
imposible lograr integracidn de F4 gue lleva una delec:én del gen int,
a no ser el caso especifico en que F4 lleve la doble mutacién psu—,
£id-. For otre parte., cuandec se utiliza la doble mutante &ipvil, que
tambien es pru~, sid-, pero gue es Int*, no hay pérdida del control de
namero de copias por las condiciones de crecimiento. &1 no existe
relacién entre estas dos regionee signitica gque el lugar donde se
produce la inversidn del fragmento K de Hindlll es critico en el control
de numerc de copias de pF4,

El estudio del control del nimero de copias de una agran variedad de
plasmidics han veri+icado la prediccion hecha por Fritchard et a2/,
(1968), en cuantec a que la replicacion de los plasmidios estéd controlada
por un circuito de retroalimentacion negativa., Se han encontrado dos
variantes de este control negativo: en uno de elles, actda un inhibidor
que es difusible y estd codificado por el plasmidio, el cual limita la
velocidad de replicacidn al wunirse a un esitio especitice en el
plasmidio. El mecanismo por el cual el inhibidor se une al sitic de
unién para limitar la replicacién, varia entre plasmidio y plasmidio, lo
cual tiene importancia en los comportamienteos de incompatibilidad. En la
otra variante., el plasmidio posee uno © més sitios & los cuales sg une
un producto génico del plasmidio (el iniciador) el cual es reouerido

para la iniciacidén, y esta unidn tiene una funcion regulatoria negativa
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en la determinaciédn de la velocidad de replicacion.

Fara el caso de pF4 ec mas tactible pensar en un mecanismo de
regulacién en el cual esta envuelto un represor, y un €itio de union del
represor. ya Qque estc se asemeja a la regulacidn de la replicacidn
descrita para otros fagos, como es lambda. En este sistema habria un
control negativo por parte del represor cl y la proteine cre, y un
control positivoe por parte del gen & y la proteina F (Ftashne et al..
1980; Johnson et a&/., 1981).

Finalmente., el hecho gue la mutante € gue no pueds ser mantenida en
torma estable como plasmidic, no serie debido a la mutacidn en el gen
€, sino al caracter polar de ésta, ya que dicho efecto es suprimido en
un huésped rho detectivo. Este fenbmenc es bastante compleso., pues se
sabe que estaz mutante produce las proteinas x, psu e1d (Geiccelesoder
et al., 1982). El gen « (el cual tiene su propic promctor) esté distal
a la mutacién admbar en €, y no habria un efecto polar sobre e€l, al mencos
después de la infeccién viral. Pudiese ser gue en el estado de plasmidio
se produjese una inactivacion de este promotor, y gue la transcripcién
se iniciase en el promotor de €. En este promeotor o cercanc a €1 mapea
la mutacidén virl gque es una mutacién promotor-up, indispensable para la
mantencidn del plasmidio. Existiria ademas una relacion entre el gen =
y la produccidén de las proteinas sid y psu, vya gue los experimentos
hechocs en la cepa huésped rho defectivae (rheol02) usando la mutante =,
sugieren que estas preoteinas no son producidas en el estadc de

plasmidio.
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Expresién génica del! plasmidio P4.

Mediante andlisis por electroforesie en geles de poliacrilamida-5DS
se determinéd que el fago F4 expresa alrededor de B proteinas despues de
infectar al huésped en ausencia del +ago FZ (Rarrett et a/.. 1976:
Geisselsoder et al., 1981). Mediante el usoc de mutantes cse ha
determinado que cuatro de estas proteinas son los productos de los oenes
L 2, =si1d vy psu. Después de la inteccion viral se producen niveles
altos de estas proteinas y la cinética de aparicion se ha descrito por
Lee y Geldstein (1985). La proteina psu parece regular a la proteina «.
f la proteina 2 no se le conoce un rol en el desarrollo litico de Fa,
expresandose ésta en forma constitutiva.

La idea de hacer un estudio similar al hecho en fago usando el
sistema de plasmidio, se basd fundamentalmente en la observacion que el
plasmidio de P4 no interferia con el desarrolle 1litico de FZ. El
fenédmenc de interferencia fue descrito por Geisselsoder et a/. (1978),
quienes demostraron gque la mutante sid neo interferia con el decsarrocllo
litico de FZ. El resultado obtenido mediante el andlisis de aqgeles,
muestra que pP4 produce niveles bajos de sid, y que los niveles de psu y
& son indetectables, mientras gque la proteina 2 es producida en cantidad
comparable a la observada después de la infeccion viral. Este resultado
no daria cuenta de la pérdida de la cepacidad de interterencia que tiene
pF4, ya que aungue en niveles discretos, la proteina sid se produce. Una
explicacidn a este +enémeno es que la mutacion £i1d tiene un efecte polar

sobre la proteina psu y es ésta, y no sid, la responsable de la

interferencia. Hasta el momento, la dnica mutante £id que existe es
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ambar, y ésta parece tener un efecto polar en psu, ya sea cuando se mide
la proteina psu después de una infeccion usando la mutante sid, o cuando
se mide la capacidad de suprimir polaridad scbre mutaciones ambar en
operones policistrénicos de FZ. La proteina « por sl misma no intertiere
con el desarrollo litico de FZ, vya que la mutante sid la produce en
cantidades altas. Esta hipdtesis se ve apoyada por datos de secuencia de
DNA de la reqgitén sid-§-psu, (Lin y Bix, comunicac:6n perscnal) en gque
los genes son transcritos en este orden. Ademas, existiria preterencia
por la produccién de un solo transcripto que contendria estos tres
genes., & pesar que existe una region identificada como pesible promotor
del gen ps¢ (Christie y Calendar, comunicacion personal).

De estps resultados es clarc que la expresion genica de pF4 es
diferente a la observada en el fago. Acerca de la expresion en ftforma
constitutiva de la proteins 2 ec dificil especular, vya que no se le
conoce funcion alguna, calvo que copurifica con la KENA polimerasa del
huésped f(Lindoviet, comunicacién personal). Los niveles de expresion
bajos que hacen 1ndetectable la presencia de la proteina o podrian
deberse a un efecto pleiotrdpico de la proteina psu, ya2 Que e Sabe que
esta proteina modula positivamente 2 o (Lee y boldstein, 1983), por 1o
tanto la ausencia de psu resultaria en niveles bajisimos de o. La
proteina & esti presente en cantidades cataliticas, vya que mediante el
uso de la mutante termosensible wotsél se comprobd que era
indispensable para la replicacidn del plasmidio.

Una explicacion del porgué la proteina psu estaria ausente o presente

en cantidades bajisimas, serie que écste es un mecanismo de adaptacion de
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pP4. Comp se describid en Resultados, psu es un antiterminador de 1la
transcripcidn gue antagoniza con el factor de terminacion rho. Celulas
que son defectivas en rho presentan filamentacidén y en general un
fenctipo bastante enfermo gue se traduce en un crecimiente pobre. Las
mutantes rho son parcizlmente defectivas e termosénsibles, va aue la
carencia total de esta actividad es letal para la ceélula. La presencia
de cantidades altas de psu es pernicicsa para la céiula (comp es el
caso del huésped gque lleva al plasmidio pdb79, en gque el tiempo de
duplicacién celular ha aumentado considerablemente), las cuales
adouieren un fenotipe enfermo. El contrel de la sintesis de esta
proteina permitiria gque 1la célula tplerara la presencia de pF24 sin
mayores transtornes. Cuando pF4 es mantenido en forma estable (sin
presion selectival, el fenotipo celular no difiere coe aguel de la cena
parental que no lleva el plasmidio. El mecanismo por el cual se
controlaria la sintesis de esta proteina es desconpcido, aunoue en la
regidn correspondiente al gen § que £s previa al gen ps¢, hay ocho
diadas de simetria, oque pedrian corresponder a terminadores de 1la
transcripcidn {(Lunggquist, Spadaro V' boldstein, resultados no
publicades).

Estp haclia indispensable un estudip mas profundo acerca de la
proteina psu, 1la cual juega un papel importante en la regulacidén de P4,
El desarrollo de! sistema de plasmidioc pP4 permitid la identiticacion de

lz proteina psu como un antiterminader de la transcripcion.
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Identificacién de un antiterminador codificado por F4 que antagoniza con
la terminacién de /& transcripcibn mediada por rho.

La capacidad de F4 de propagarse como un plasmidic permitid
determinar la actividad antiterminadore del gen psc. La evidencia
presentada en los Resultados apoyaria un modelo en gue la actividad
antiterminadora de psu es debida a un efecto antagénico socbre la
proteina rho. Consistente con esta hipotesis, es la observacién que F4
no puede ser establecido como plasmidio en un huésped gque contiene una
proteina rho parcialmente defectiva (alelpo 10Z)., Cuando esta cepa es
infectada con F4 se observa un efecto letal sobre un 99% de las celulas,
y ninguna de las sobrevivientes lleva pP4. Debido a aque un fenotipo rho
totalmente defectivo es letal pare . ceof:z (Das et al.. 1976: lIncko et
&/.. 1977), podria especularse oue el efecto letal observade en la cepsa
rhol0z infectada con F4&, gpe un efectp sinergistico entre psu vy la
proteina rho defectiva. El hecho gue la mutante §2pvll, gue no produce
las proteinas sid y psu, pueda ser establecida comc plasmidic en esta
cepa presta apoyo a esta explicacion.

Los resultados presentados anteriormente no hacen distincidn entre
modelos con mecanismos de accidn antagénica directe o indirecta del
producto génico psu y el factor rho. Entre las posibilidades estan que
psu compita directamente con rho por un sitio de union a la FENA
polimerasa, o gue inactive a la proteina rho, © que compita por el sitip
de terminacién en el DNA., o gue indirectamente antagonice con la

actividad de rho controlando su expresién génica. Tampoco se sabe €1 psu
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puede actuar como antiterminadeor de la transcripcldn en

terminadores rho-independientes.



La preoteina psu actie alterando los patreones de terminacion de la
transcripcién en tres genomas que son esencilalmente heterdlogos: en F4
(Lee v Goldstein, 1985): en el fage temperadec P2 (Sunshine et &/., 1976;
Sauer et a/., 1981): y en el cromosoma bacterianc (Lagos et &/., 198C).
La proteina antiterminadora mas estudiada hasta el momento ha sido la
proteina N de lambda. La proteina antiterminadora N esta limitada en su
especificidad debidc a la dependencia de le presencia de un sitic not,
que se encuentran en el genoma de lambda (Greenblatt, 1981). o un sitio
eguivalente a net ubicade en el operdon rpoU-dnab-rpoD del cromosoma
bacter:ano (Nakamura y Yura, 1976). En el cesc de psu no es posible
discernir i la accién de esta proteina necesita de una secuencia de
reconocimiento andloga., perc diferente del €itio put requerido para la
actividad de N.

A peear de las diferencias en la especificidad de los operones hay
fuertes similitudes en las funciones de psu y N, vy podria ser sugerente
de un mecanismo comin, usado por elementos extracromosomicos, para
modular la expresién de familias de genes no ligados. Ambas proteinas
afectan positivamente la expresidn de DNA primasas (reiniciacion de la
sintesis de la proteina o por psu, Yy niveles altps de expresion del gen
dnab del hudsped por la proteina N). Un huésped de £. co/: gue contiene
un alelo defectivo para rho suprimird el efecto de mutaciones en el gen
N (Brunel y Davison, 1975: Richardson et a/.. 1977) y el de mutac:ones
en P4 (Sunshine et &/.., 1976: Sauer et a&/.. 1981), a pesar de las
diferencias aparentes en los operones regulados por N y peu. Seria de

gran 1interées determinar sl se regquiere de un sitic analoge & nut para
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mediar la accién de psu sobre rho. El descubrimientoc de un nuevo
antiterm:nador abre nuevas posibilidades en el estudio de la terminacion
de la transcripcidn, el gue podria ser similar al papel cue »Juegz la
proteina N en el estudic de los factores del huesped nuef, nusk y nusC vy

las proteinas ribosomales S10 y L11.

Comentario final

La caracterizacién cel plasmidio F4 ha permitido comprender la
funcidn de algunos de sus productes génicos sobre la propacacion de pPa.

Asi, se encontré que el producto del gen ps¢ actia como un
antiterminador de la transcripcién no sélo scbre FZ y F4, cinc tambieén
sobre un operdén bacterianc. La expresion de psu esta regulada en pFé, ya
gue este gen no se expresa en el estado de plasmidio. La accion cde psu
estaria mediada por el tactor rho.

El productoc del gen o es esencial en la replicacion de pF4, pero es
dispensable cuando P4 estd integrado al cromosoma bacterianc.

El producto del gen int le confiere estabilidad a pF4, mediante la
integracidén de F4 2] cromosoma bacterianc.

El rcontrel del numero de copias de pF4 eseria & travées de la
interaccién entre los genes, o productos aénicos int, &, pru y £14d,

La capacidad de F4 de oscilar entrg fago v plasmidic, vy la propiedad
de este ultimo de propagarse en numero de copias alto, 1intermedio. ©

baic., cofieren ventaias al uso de pP4 como vector de clonamiento.
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