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ABREVIATURAS.

DNA: Acido deoxiribonucleico'
RNA: 4cido ribonucleico

DNasa: deoxiribonucleasa
RNasa: ribonucleasa

ATP: Adenosina 5'-trifosfato
CTP: Citidina 5' - trifosfato
GTP: Guanosina 5'- trifosfato
UTP: Uridina 5' - trifosfato

SDS: Dodecilsulfato sédico
Tris:- Trihidroximetil aminoetano
EDTA: etilen diamino tetraacetato
PEG: polietilenglicol

SSC: solucidén salina-citrato

Butil-PBD: 2 - (4' - tercbutilfenil) -5-(4'' Difenilil) -1, 3, 4-oxa-
diazol.

PPO: 2,5 - Difeniloxazol

dimetil POPOP: 1,4 - bis [2(4-Meti1-5 fenil-oxazolil)] benceno
DF': diluyente de fago

sus: sensible a supresor

ts: sensible a temperatura

rpm: revoluciones por minuto

ufp: unidades formadoras de placa

DEAE -celulosa: dietil aminoetil celulosé
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INTRODUCCION




Los virus bacterianos (bacteriofagos o fagos) han
sido objeto de numerosos e importantes estudios en ge-
nética y morfogénesis a nivel molecular debido a su
gran simplicidad, Constan de un nGcleco de material ge-
nético (DNA 6 RNA), cubierto por una estructura pro-
teica regular compuesta de una 6 pocas moléculas dis-

tintas de proteina.

Su capacidad de replicacién y la forma de recubrir
el material genético con un minimo de gasto informati-
vo han hecho de los bacteridéfagos un material muy ade-
cuado como sistema modelo para abordar los problemas
presentados en la comprensién de la estructura y fun-

cién de macromoléculas,

- La estricta ordenacién de sucesos que sobrevienen
cuando un virus infecta una bacteria requiere una maqui-
naria de control de la aparicién y (6) del momento de
actuacién de las proteinas sintetizadas por el virus. Tan-
to la replicacién del material genético viral como la for-
macién de la capsida proteica, en los casos estudiados,

indican la  existencia de controles que aseguran la can-



iidad apropiada de cada proteina en cada momento del

ciclo funcional del virus,

L.a maquinaria bacteriana de sintesis proteica utili-
zada por el virus para su multiplicacién presenta varios
niveles donde controlar la sintesis de las proteinas in-

ducidas por la infeccibén viral.

A nivel ribosb6mico se conocen una serie de factores
(IF3) que permiten la traduccién especifica de distintos
RNA mensajeros (1,2), asi como otros factores (facto-
res de interferencia) que reducen la sintesis de deter-

minadas proteinas ( 3).

Sin embargo, los controles més estudiados de la ex-
presion del material genético de los virus, se han des-
crito a nivel de la transcripcién de DNA a RNA mensa-
jero. La aparicién de los RNA mensajeros especificados
por el DNA de los virus bacterianos suele ser secuen-

cial:



a) Apariciéon de RNA mensajero inmediatamente des-
pués de la infeccién. Estos mensajeros se deno-

minan tempranos y su traduccién produce las lla-

madas proteinas tempranas,

b) Sintesis de RNA mensajero tardio, que produce

las proteinas tardias,

L.os mensajeros tempranos se suclen caracterizar
por estar producidos por la RNA polimerasa de la bac-
teria huésped, Se pueden detectar a@in en ausencia de
sintesis de proteinas (por adicidén de antibidticos como
el cloranmfenicol), lo que indica que el enzima que rea-
liza la transcripcién del DNA para dar lugar a los RNA
mensajeros tempranos estaba ya presente antes de la

infeccibn,

La aparicién de RNA mensajero tardio implica un
sistema de transcripciédn parcial ¢ fotalmen_te nuevo y
especifico del virus, En los fagos de E. coli T3 y T7
aparece una nueva RNA polimerasa inducida (4-7), que

es capaz de sintetizar les RNA mensajeros tardios,
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En el caso de los colifagos N y T4 el mecanismo
para la sintesis de RNA mensajeros tardios es’ distin-
to y méas complejo, Se han detectado proteinas especi-
ficas del virus que son necesarias para la transcrip-
cion tardia. Entre otras, el producto del gen 55 en T4
(8 ), y el producto del gen Q en PN (9-11), aunque es-

te Gltimo pueda resultar parcialmente dispensable ( 12),

Loos productos de ambos genes se han encontrado
unidos a la respectiva RNA polimerasa del huésped,
indicando que esta modificacidén del enzima bacteriano
estd implicada en el control de la sintesis del RNA

mensajero tardio.

El bacteriéfago P 29 que infecta a Bacillus subtilis,

otras bacterias relacionadas, como B, amiloliquefaciens
- ?

contiene un DNA de doble cadena de peso molecular

11 x 106 (13-15), que se puede aislar a partir del virus
como un circulo cerrado no covalentemente por una pro-
teina especifica (15). Teniendo en cﬁenta que el DNA del
fago T7 tiene un peso molecular de 26x 106 (16), _el del
fago N\ de 33x 10° (19 y el del fago T4 de 110 x 10°
(18), el pequefic tamafio del DNA del fago f 29 le hace



un material idéneo para el estudio de la génética y el
control de la expresiéon del DNA para dar lugar r;t la
sintesis de RNas mensajeros y proteinas virales, Si te-
nemos en cuenta que la transcripcién es asimétrica (s6-
lo se transcribe una banda del DNA en cada zona) (19-21)
el tamano del DNA de { 29 tiene informacién para espe-
cificar la sintesis de un reducido ndriero de proteinas

(entre 15 y 20 proteinas de tamafio medio), >

En el bacteriéfago P 29 se han detectado 7 proteinas
estructurales con un peso molecular total de 357,000 (22).
¥sta masa de proteina representa el 60% de la informa-
cién genética del DNA de §29, con lo que el estudio de
las funciones del resto de las proteinas no estructurales
inducidas por el virus, puede ser mas siraple que en el
caso de fagos como T4 (que es material clasico de estu-
dio). En efecto, el DNA de T4 tiene capacidad para de-
terminar la sintesis de 10 veces mé&s proteinas que el
DNA de $ 29 (150 a 200). En el fago T4, se han obteni-
do mutantes en 80 cistrones (23) mientras que en el fa-
go P 29, los mutantes letales condicionales aislados (sen-
sibles a temperatura y sensibles a supresor), se han dis-

tribuido entre 15 y 17 grupos de complementacion (24-28).



EXpérimentos recientes llevados a cabo en nuestro
laboratorio, en los que se ha realizado la complementa-
cién de los cistrones establecidos por Reilly y Anderson
con mutantes sus de P 29 (26) con los grupos de comple-
mentacidén determinados pbr Moreno y coléboradores en-
tre mutantes sus (28) y ts (25), han indicado la existen-

cia de 18 genes distintos en el DNA de P29 (29).

La deteccién de las proteinas inducidas por fagos
como T4 y T5 no presenta dificultades, ya que la in-
feccién por el virus detiene la sintesis de proteinas de

la bacteria (30, 31).

Otros fagos como TT7 y >\ inhiben parcialmente la

sintesis de proteinas del huésped (32, 33).

Sin embargo, el fago § 29 cuando infecta a B, subtilis
no detiene la sintesis de proteinas del huésped., Para
lograr disminuir esta sintesis hasta unos niveles que
permitieran la identificacién de las proteinas inducidas
por el virus, se ha utilizado la irradiacidén con luz ul-
travioleta de la bacteria antes de la infeccién con el

fago (34 - 36).



La aplicacién de esta técnica nos ha permitido de-
tectar en B.subtilis irradiado e infectado con @29, ade-
méis de las 7 proteinas estructurales, otras 12 protei-
nas no esfructurales. Estas ﬁltimzis rebresentan un pe-
so molecular total de 195, 500 que corresponde a un
35% del contenido de informacién genética del DNA de

p 29.

Las proteinas inducidas por § 29 pueden clasificar-
“se, de acuerdo con su tiempo de aparicién después de
la infeccidn, en tempranas y tardias. Las 7 proteinas
estructurales y 3 no estructurales, son tardias, mien-
tras que las otras 9 proteinas no estructurales apare-

cen inmediatamente después de la infeccidn.

La sintesis de proteinas tempranas y tardias de §29,
estd de acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro
laboratorio (37) y en otros (38 - 41), que demuestran
la existencia de dos tipos de RNA especifico de §29,

El RNA temprano se transcribe de una de las bandas del
DNA (banda L) y el RNA tardio de la otra banda (banda
H) (42, 38, 39). La sintesis de este RNA tardio va en
paralelo con la sintesis del DNA, pero es independien-

te de elin (40).
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Estudios sobre el control de la transcripcidén del
DNA del fago § 29, han indicado que la infeccidén no
produce una nueva RNA polimerasa, ni se ha detecta-
do ninguna modificacién de la polimerasa preexistente
en el huésped (37, 43). Queda abierta la posibilidad de
que se trate de un factor con afinidad por el DNA de
f 29, que al interaccionar con el mismo permita de
algn modo la transcripcién de los genes tardios, o
de que se trate de una modificacién atn no detectada

de la polimerasa del huésped,

Para determinar el factor responsable de la apari-
cién de proteinas tardias, se realizaron estudios con
mutantes letales condicionales del fago $29. El mutante
sus O56 (sensible a supresor), cuando infecta a B. sub-
tilis 110 NA (condiciones restrictivas para su desarro-
1l1o) no produce proteinas tardias, lo que indica que la
proteina especificada por el gen O puede estar impli-
cada en el control de la aparicién de las proteinas
tardias inducidas por Q) 29, posiblemente a nivel de
transcripcidén, aunque né se descarta que exista un
control adicional en la traduccién de las proteinas tar- -

dias.



La construccién de las particulas virales y la en-
capsulacién del material genético en ellas plantea una _
serie de problemas que han sido estudiados reciente-
mente. El bacteriéfago §29 presenta una serie de ven-
tajas para el estudio de su morfogénesis, ya que posee
una morfologia complicada, y su DNA especifica un na-
mero reducido de proteinas. La particula viral esta
formada por una capsida en forma de icosaedro prolato,
de la que irradian unas fibras, Completan la particula,
el cuello formado por 2 collares y 12 apéndices, y la

cola cuya parte distal es més ancha que la que esfé

en contacto con el collar inferior (14).

Las proteinas estructurales estan distribuidas en la
particula del modo siguiente: tres de ellas se encuentran
en la capsida (HP1 que es la mayoritaria, HP2 mino-
ritaria y HP3, que forma las fibras), otras tres en el
cuello (NP1 forma los apéndices, NP2 el collar superior

y NP3 el collar inferior), y una en la cola (TP1l) (22).

De las diez protefnas tardias inducidas por § 29,
siete son estructurales. Sdéio las tres proteinas tardias
no estructurales y alguna proteina temprana son buenos

candidatos para ejercer funciones morfogen2ticas (es de-
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cir, que intervengan en la construcci6én del virus pero
que no estén presentes en la particula viral madura).
El problema de detectar la existencia de proteinas mor-
fogenéticasﬁ es méas simple de abordar qﬁe en otros fa-
gos como T4, en los que hay mas de 40 genes impli-

cados en la morfogénesis del virus (44, 45).

Entre los procesos implicados en la construccién
de las particulas virales se ha descrito la transforma-
cibén de cicrtas proteinas  en otros polipéptidos relacio-

nados estructuralmente con ellas,

En el fago T4, cuatro proteinas de la cabeza (P23,
P24, P22, e IPIII), se transforman en polipéptidos de
menor peso molecular durante el proceso de madura-
cién del virus de manera que las proteinas transforma-

das forman parte de la estructura final del fago ( 46 -50).

Las proteinas estructurales de la cabeza del bacte-
ridéfago >\ representan una cantidad de informacién gené-
tica que supera la capacidad teérica de la zona del DNA

del fago que se encarga de especificarlas, Il estudio de’
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estas proteinas ha revelado que las proteinas X1 y X2
provienen de la fusién de la proteina mayoritaria de
la cépsida (proteina E), y de otra que no forma parte
del virus maduro (proteina C) (51). Por otra parte,
la proteina del gen b (12), asi como la proteina del
gen H (52), se transforman en polipéptidos de menor
peso molecular, que forman parte de la capsida ma-

dura y de la cola, respectivamente,

En el colifago P2, existen también dos proteinAas
precursoras de productos de menor peso molecular:
la proteina producto del gen N se transforma en la
. proteina mayoritaria de la c.épsida y la especificada
por el gen O, es precursora de una proteina morfoge-
nética no estructural, La transformacidén es mediada

por una ruptura proteolitica del precursor (53).

Mecanismos similares se presentan en otros fagos
como T5 (54), y cn virus animales.como adenovirus
(55), virus de la encefalomiocarditis (56), sindbis (57)

y polioma (58).

No se conoce la significacién exacta de estas trans-
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L3
formaciones de proteinas implicadas en el proceso de
formacién de las particulas virales, aunque se especu-
la que puedan sefialar pasos irreversibles en la madura-

cién morfogenética,

Para estudiar la posible ex.istencia de proteinas
precursoras entre las proteinas inducidas por $29, se
realizaron experimentos de pulso con aminoadcidos ra-
dioactivos y caza de las proteinas marcadas en presen-
cia de un exceso de aminodcidos no radioactivos., Estos
experimentos mostraron la existencia de un precursor
de la proteina que forma los apéndices del cuello en la
particula viral (NP1l), No se encontrd evidencia de pre-
cursores de oiras proteinas estructurales o no estructu-

rales inducidas después de la infeccién ‘con $29.

Es posible que la transformacién de la proteina pre-
cursora de los apéndices del cuello en el polipéptido que
forma parte de la estructura final de la particula viral
juegue algin papel en algin paso de la morfogenesis del

fago $29,

La existencia de 19 proteinas inducidas por $29 en

B. subtilis irradiado con luz ultravicleta y de 18 cistro-
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nes en el DNA de P29, sugeria que la mayor parte de
las proteinas inducidas por el fago al infectar la bacte-
ria son determinadas por el propio DNA del virus y no-
inducidas en la bacteria por la infeccidén viral. Para

estudiar este problema se prepard un sistema de sinte-

sis de proteinas in vitro de E,coli dirigido por el DNA

de § 29. En estos sistemas de sintesis de proteinas

in vitro, se han ensayado con éxito la sintesis de mlas
proteinas del fago M3 (59) y del fago f1 (60). También
se ha detectado la sintesis de diversos enzimas como
la Pgalactosidasa por el DNA del vfago p 80 (61), la
fosfatasa alcalina, dirigida por el RNA mensajero de
E.coli (62), Fﬁ—-glucosiltransferasa dirigida por el DNA
de T4 (63), la deoxicitidilato deaminasa dirigida por
el DNA de T4 y de los fagos de B, subtilis, SP82 y .
SP5C (64) y la lisozima dirigida por el DNA de T4
(65) y por el DNA de T7 (66).

Una de las actividades enzimdaticas inducidas en
B. subtilis infectado con el fago 29 es lisozima (37).
En el sistema de sintesis de proteinas in vitro prepa-
rado para nuestros experimentos se consiguid deteétar

esta actividad enzimaitica, cuya sintesis era totalmente
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dependiente del DNA de §29. Estos resultados aseguraban
un buen grado de fidelidad en la transcripciéon del DNA, -
y la traducciéon del RNA mensajero en el sistema de sin-

tesis de proteinas in vitro.

Utilizando este sistema dirigido por el DNA de §29,
se detectd la sintesis de RNA temprano especifico de
.929 (67), asi como la sintesis de todas las proteinas tem-
pranas inducidas in vivo cuando el fago infecta a B. subtilis
i;radiado, excepto una prdteina minoritaria de movilidad
electroforética similar a la proteina estructural HP3. Estos
resultados demuestran que todas las proteinas sintetizadas
en estas condiciones estan esbecificadas por el DNA de

6 29.

Por otra parte, la no aparicién de proteinas tardias
indica que el mecanismo que controla su sintesis in vivo,

no opera en las condiciones del sistema in vitro,

Como ya hemos comentado, en nuestro laboratorio se
han aislado una serie de mutantes letales condicionales

(25, 28) que por complementacidén con otros mutantes de
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la coleccién de Reilly y col., (26), se han distribuido
en 18 grupos de complementacién (29). Puesto que se han
detectado 19 proteinas inducidas pof § 29 en B, subtilis '/

irradiado, es muy probable que se hayan conseguido mu-

tantes en la mayoria de los genes del DNA de § 29,

o

Para establecer las proteinas especificadas por los
distintos genes del DNA de $29, se emplearon mutantes
del virus sensibles a supresor (sus), Estos mutantes
son letales condidonales y se han estudiado principalmen-
te en el caso de los fagos lambda. (68) y T4 (69). Los
mutantes sus presentan en su DNA una mutacién que
determina la existencia de un triplete de terminacién
(UAG o ambar, GAA u ocre y UGA u 6palo) en una zo-
na donde normalmente existe un triplete que especifica
a un aminoacido de una proteina. La existencia de estas
sefiales de terminacién anormales en el RNA mensajero
de un mutante provoca la interrupcién de la traduccidn
del mehsaje genético, ya que en las bacterias normales
(su™), no existeningin RNA de transferencia capaz de
reconocer al triplete de terminacién y de introducir un
aminoacido (70), y por lo tanto, se produce una proteina
incompleta o fragmento. La longitud del fragmento es

funcién de la posicién de la mutacién en el cistrdén (7i).
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Esta caracteristica permite la identificacién de la pro-
teina determinada por el gen mutado, ya que el fago
mutante, al infectar a una bacteria su” ., producird
todas las proteinas normales excepto la proteina deter-
minada por el gen mutado, y en su lugar aparecera un
fragmento o bien desaparecera totalmente, ya que algu-

nos fragmentos son facilmente degradables,

i A - +
Existen bacterias supresor positivas (su '), que

poseen un RNA de transferencia mutado de tal manera
que es capaz de reconocer un determinado tipo de tri-
piete de terminacién, Cuando se. infecta una bacteria

su + con un fago sensible a' supresor, el RNA de trans-
ferencia mutado de la bacteria es capaz de reconocer la
sefial de terminacién en posicién errdénea que posee el
RNA mensajero especificado por el DNA del virus mu-
tante e introduce un aminoacido en el lugar donde en
condiciones restrictivas (bacteria su”) se produce la
terminacién de la lectura. Si el amir}oécido introducido
por el RNA de transferencia de la bacteria su + permi-
te que la proteina viral sea funcional, la infeccién de
la bacteria sut+ por el mutante sus del virus serd pro-

ductiva (condiciones permisivas de desarrollo para el

mutante sus),
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Con los mutantes sensibles a supresor obten.idos en
nuestro laboratorio (28) y losde la coleccién de Reilly
y col., (26), se han determinado las proteinas especifi-
cadas por 13 genes de P29. AdemaAs, se ha obtenido
evidencia de que la proteina especificada por el gen O
estd implicada en el control de la sintesis de las pro-

teinas tardias de §29,

La existencia de proteinas tempranas y tardias indu-
cidas por $29 y la localizacién de los genes que las de-
terminan en el mapa genético de §29, nos ha permitido
establecer tres zonas del DNA cuya transcripcién da lu-
gar a la sintesis de proteinas terhpranas, y dos zonas

que contienen genes de expresién tardia,

L.os genes que especifican las proteéinas estructurales
de §29, estin agrupados en el mapa genético del DNA del
virus. Este agrupamiento de genes que determinan protei-
nas relacionadas en su funcién, ha sido descrito en varios
virus. En el genoma del fago >\ , los siete genes que
controlan la formacidén de la cabeza (72) y la maduracidn
del DNA (73) estan situados en el extremo izquierdo del

mapa genético, Los once genes que intervienen en la for-
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macién de la cola estan agrupados g la derecha de los.
genes que especifican la sintesis de las ‘proteinas de la

cabeza (74).

En T4, existen agrupaciones de genes que controlan
la morfogénesis de la cola (45), asi como de las protei-
nas internas que forman parte de una estructura interme-
diaria en la morfogénesis de la cabeza (50). En el fago
P22 de Salmonella existe una agrupacién similar de los
genes que determinan las proteinas relacionadas con la
morfogénesis de la cabeza (75). Estas agrupaciones pue-
den sugerir seg(in Casjens y Hendrix (76) que los genes
estén ordenados de tal manera que indiquen el orden en
que acthan en un determinado proceso las proteinas deter-

minadas por ellos.

Schachtele y cols. han demostrado que el RNA men-
sajero temprano de P29 se transcribe de la banda L del
DNA mientras que el RNA tardio hibridiza preferencial-
mente con la banda H dellDNA (39). Por tanto, la trans-
cripcién temprana y tardfa del DNA de P29 llevan senti-
dos opuestos ya que las dos cadenas del DNA son antipa-

ralelas, y la transcripcién del DNA se realiza siempre en
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direccién 3'- OH a 5'-fosfato para dar lugar a RNA
mensajero que crece en la direccidén 5'- fosfato a

3' - OH., Debido a la existencia de. estos datos y baséan-
donos fundamentalmente en el efecto polar del gen E
sobre el gen H (28) hemos determinado la direccién
de la transcripcién de los genes de P29 en el mapa

genético del fago.

El estudio de .los promotores tempranos del DNA
de §29 mediante la forﬁlacién de complejos RNApoli-
merasa-DNA realizados en nuestro laboratorio (77),
ha mostrado la existencia de tres promotores tempra-
nos que coinciden con los promotores tebricos previs-
tos en el mapa genético de P29, teniendo en cuenta-

las zonas de transcripcién temprana del DNA,
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MATERIALES.

a) Bacterias y fagos

Bacillus subtilis 110 NA es un mutante que no

esporula de B, subtilis 168 try~ , obtenido del Dr,.

F. Moreno,

°*

La bacteria huesped permisiva para los bacteriéfa-
gos sensibles a supresor fué B. subtilis 168 MO-99
[Met— thr-] + g4 +3 spoOA - 3NA preparado por el
Dr. F.Moreno (28) por transformacién de B, subtilis
168 Mu 85 5 1eu-[ met  thr ] T sut 3 spo
(78) con DNA de B.subtilis Marburg spo OA-3NA su’
(79) obtenido del Dr. P. Schaeffer.

+

La preparacién de fago P29 se realizé en la bac-

teria Bacillus amyloliquefaciens estirpe HM, obtenida

originalmente del Dr, B.E. Reilly,

Para la inceorporacién del dcido A, € diaminopi-
mélico-H3 se us6é E.coli C , obtenido del Dr. M.

Schweiger,



Para la obtencién de los componentes del sistema
in vitro de sintesis de proteinas, se utilizdé la bacte-
ria E.coli K12 estirpe 7 glpRc, fosfatasa alcalina” ,

de la colecciétn del Dr. Garcia Ballesta,

El bacteriéfago $#29 fue obtenido originalmente del

Dr. B.E. Reilly, "

I.os mutantes sensibles a supresor 515, K91, E 136,
H542, M1241, P112, D241, O56, 144, L.55, L53, BA47,
N212 y A422 pertenecen a la coleccidon de Moreno y

cols (28).

Los mutantes 626, G614, F769, 13629 pertenecen a
la coleccién de Reilly y cols (26) y se llamaron respec-
tivamente sus Q626 ., J614, G769 y R 629 debido a su
localizacidén (29) en los cistrones descritos por Moreno

y cols (28).

Los mutantes sensibles a temperatura tsB66, tsB73,

tsB74 y tsJ116 eran de la coleccidén de Talavera y cols,

(28).
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—

El mutante sensible a temperatura ts 1810 perte-

nece a la coleccion de Moreno y cols. (28).

b) Medios de cultivo:

La triptona, extracto de levadura, el agar, la pep-

tona y los casaminoacidos se ,compraron a Difco.

La D-glucosa a Fisher Scientific Co., los L-ami-
noAcidos a Sigma Chemical Co., el antiespumante
Rhodosil a Hispania S.A., las sales a Merck y la ge-
latina a BDH.

c) Productos radioactivos:

Leucina-H3 (1 mC/ml, 0,002 mgr/ml) y Leucina-C14
(100 /uC/ml,0,023 mgr/0,5 ml), se compraron a New
England Nuclear, Metionia - S35 (6 mC/5,6 ml, 0,04
mgr/5,6 ml), Metionia-H3 (1 mC/ml, 6,4 Ci/mmol),
4cido CA-€, diaminopimélico-H3 (1 mc/ml, 200 /uc/ umol)
el hidrolizado de proteina-C14 (50 pC/ml. 58 mC/m;éato-
mo de Carbono) y el hidrolizado de proteina-H3 (1 mC/
ml, TRK 440, B.5) se compraron a The Radiochemical

Center, Amersham.
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d) Electroforesis en geles de poljacrilamida:

. . 1 . . . .
La acrilamida y la N, N - metilenbisacrilamida com-
pradas a Bio-Rad Laboratories, se utilizaron sin recris-

talizar.

La acrilamida de Serva Feinbiochemica GMBH. Co.
y la N, N' - metilenbisacrilamida de Merck se recris-
talizaron antes de usarse. La tetrametiletilendiamina se
comprd a Eastman Chemical Co., €l SDS a Sigma Che-

mical Co., y el persulfato sédico a Canalco.

La urea se comprd a Fisher y se desioniz6 con re-

sina mixta de cambio i6énico obtenida de Seta.

e) Determinacién de radioactividad,

El butil-PBD se compré a Ciba Limited, el 2,5-di-
feniloxazol (PPO) y el dimetil POPOP, a Sigma Chemi-
cal Co., el tolueno a Carlo Erba y el papel de fibra

de vidrio (Whatman GF/C y GF/A), a Reeve Angel,
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f) Cromatografia,

IL.a DEAE-celulosa se obtuvo de Serva Feinbiochemica,
GMBH Co. Antes de su uso se eliminaron finos por sus-
pensi()ri en agua destiiada y decantacién posterior. Se agi-
t6 después con 5 volumenes de ClH 0,5 M durante 20 mi-
nutos, se filtré6 y se lavé con agua hasta pH4. La pasta
de celulosa se resuspendié en 5 volumenes de Na OH 5 M
y se agité durante 20 minutos, filtrdndose a continuacién
y lavando hasta pH8. La columna se empaqueté a presidn

y se equilibré con 20 volimenes del tampén de muestra,

El Spherosil, tipo c¢, de didmetro de poro 20-40 m u,
se adquirié a Serva, Para su preparacién se resuspendid
en agua destilada y se desaire6 durante 30 minutos bajo
vacio, Se lavdé con dos volamenes de Cl1 H 1M durante
30 minutos, filtrandose a continuacién y lavandose con
agua destilada hasta neutralidad. Después se traté con

2 volimenes de NH OH 1M y se lavé hasta neutralidad

4
con agua destilada. Por altimo se equilibré con 5 vola-
menes del tampdén de muestra, y se empaquetd sin pre-

sibén.
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La resina Beckman tipo PA-35 se coAmprc’) a la
Divisién Spinco de Beckman Instruments Inc, Péra pre-
pararla, se traté con 10 volimenes de NaOH 4% y se_
filtr6. Se lavé con 10 volimenes de agua destilada y
luego con 10 volimenes de acético 2M, y sucesiva-
mente con 10 volimenes de agua destilada y 10 vola-
menes de Piridina 2 M-acético, pH5. La resina se la-

vé con 10 volimenes de agua y se empaquetd bajd pre-

sidn,

g) Autorradiografia,

L.a pelicula utilizada fué Kodirex para Rayos X

de Kodak,

Se utilizaron indistintamente el Revelador Rapido
para rayos X y el revelador DX-80, asi como el fi-
jador Acido Répido o el fijador FX-40 para pelicula
de rayos X. Todos estos productos se compraron a

Kodak.

El celofan Handi-Wrap, se compré a The Dow

Chemical Co,
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h) Otros productos,.

Las proteinas marcadoras seroalbimina bovina,
inmunoglobulina G, cadena pesada, quimotripsindégeno,
mioglobina y citrocromo C, se compraron a Mann

Research Laboratories y a Calbiochem.

La tripsina TPCK se compré a Worthington Che-
mical Co., el cloruro de cesio y el polietilenglicol

6000 a Serva, y. el reactivo Folin-Ciocalteau a Merck,

La ovoalbGmina, seroalbGmina bovina, la lisozima
de clara de huevo, 2-mercaptoetanol, fosfoenol piruva--
~to, las esferas de vidrio y los trifosfatos de adenosina,

citidina, guanosina y uridina a Sigma Chemical Co.

El ditiotreitol se obtuvo de Calbiochem y el leuco-

vorin célcico de Cyanamid Ibérica S. A,

La DNasa pancreéatica (electroforéticamente pura 6
recristalizada una vez) y la RNasa pancreitica (recris-
talizada una vez), se obtuvieron de Worthington Chemical

Co.



El adjuvante de Freund se comprdé a Difco.

La pronasa (proteasa de Streptomyces grisseus)
grado B, se comprdé a Calbiochem y se autodigirid
segin el método de Young y Sinsheimer (80) del

modo siguiente:

Una solucién de 10 mgr/ml en Tris-Cl1H 10 mM,
EDTA 20 mM pHS8,1, se incubd durante 3 horas a
379C; a continuacién se calenté 5 minutos a 802C
enfridndose después réapidamente en hielo y conser-

vandose congelada,

El fluoruro de fenil-metilsulfonilo se compré a
Sigma, el etanol, el cloroformo, el eter, la acetona

y el acido tricloroacético a Merck.

El isopropanol y el &cido acético glacial a Carlo

Erba.

El fenol a Baker, el azul brillante de Cooménie
R-250 a Serva, la sacarosa a May & Baker Ltd y el
papel Whatman 3MM a Whatman.
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El t-RNA de E.coli B se obtuvo del Departamento

de Bioquimica de la Universidad de Nueva York.

i) Equipo:

Fermentadores de 22 litros de Belenger S.A.

LN

Baios de agua con agitaciéon rotatoria de New

Brunswick Co., Inc., modelo G-T786.

Bano de ambiente regulado por aire con agitaciéon

rotatoria de New Brunswick Co. Inc., modelo G-25,

Bafnos de incubacién de Kowell y Lab-line Instru-

ment Inc,

Centrifugas: Sorvall modelos SS3, RC2-B y Sharples

tipo 24B para flujo continuo.

Ultracentrifugas: Spinco de Beckman modelos L.2-50,

1.2-65 y L3-50.

Espectrofotémetros: Beckman DU-2 y DB-GT y Spec-

tronic,
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Camara termostatizada con colector de fracciones ISCO

modelo 600, con registro modelo UA4,

Estufas: Elektro Helios,
pHmetrd Radiometer, modelo 25 con escala expandida,
Liofilizador Virtis, modelo 1000145-MRBA.,

Fuentes de alimentacién: E-C. Apparatus Corp. Gelman.

Instrument Company y Buchler Modelo 3-1014A.

Cubetas de electroforesis: Hoefer Scientific Instruments para -

geles cilindricos y SE520,

Balanzas: Sartorius y Ohans,
Contador de colonias New Brunswick modelo C110.
Fraccionador de geles Mickle,

Homogenizador Sorvall Omnimixer,
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Contadores de centelleo liquido: Packard Tri-Carb

modelos 3003, 3320 y N‘uclear Chicago Marck II,
Lémpara germicida de 15 W de General Electric,
Bafno termostatizador Lauda K2R.D.

Placa calefactora EGA.

Densitdémetro Chromoscan MKII de Joyce, Loebl Co.



Imm. M ET OD O S
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METODOS.,

a) Medios de cultivo:

1) Para el crecimiento de B.amyloliquefaciens, estirpe

HM, en fermentadores, y para el cultivo de bacterias para
la valoracién del fago §29, se utilizd medio L. (81) compuesto
por triptona, 10 gr/l, extracto de levadura, 10 gr/l y clo-
ruro sbdico, 5 gr/l, suplementado con cloruro de manganeso

0,01 mM y glucosa 20 mM.

2) Para los experimentos de marcaje de las proteinas
inducidas por el fago § 29, (y para marcar el fago con HS)
la bacteria huesped se crecié en medio minimo, que con-
tiene P04Na2 50 mM, PO4I{2K 50 mM, Cl NH4 10 mM,
Cleg 5 mM, C12Ca 0,1 mM, Clen 0,01 mM, SO4(NTI4)
SO,Zn 0,01 mM, glucosa 20 mM y aminoicidos como se

4
indican en cada experimento. Ademdis, seaniaden 0,01 ml

9 1mM,

de solucién de trazas de m.etales por litro de medio; esta
'20, 0,25 mgr
O24 (NHLL)G por 11}:1;0 ‘82).

solucién contiene 2,5 mgr de 012C0 . 6H

SO4Cu. 5H20 y 2,5 mgr de Mo7

3) Para la preparacién de fago $#29 marcado radioacti- o

‘ 14 . 2 . .
vamente con C se crecidé la bacteria huesped en medio
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minimo de Spizizen (83) que contiene PO4HK2100 mM,
PO H_K 50 mM, SO4 (NH4)215 mM, citrato trisédico 5 mM,

4772
ClNa 100 mM, SO4 Mgl mM, Cl, Mn 0,01 mM, cada uno

2
de los aminoadcidos 0,05 mM o como se indican en cada

experimento y glucosa 20 mM.

’4) La preparacién de E,coli C marcado con acido
diaminopimélico-—H3 se llevé a cabo en medio completo
que contenia 5 ml de solucién A (21 gr de PO4HNa2,

9 gr de PO4H2K y 2 gr. de ClNH4 por litro), 2,5 ml
de solucién B (4 ml de gelatina 1%, 60 gr de casami-
noacidos y 120 ml de glicerina por litro), 0,25 ml de

SO4Mg 0,1M y el resto de agua hasta completar 10 ml,

5) E.coli K12, estirpe 7 se crecidé en medio que con-
tiene, por litro los siguientes componentes: 10 gr, de
peptona en 50 ml de mezcla glicerol (3000 gr de glicerol,
3,3 gr de Clzca, 1 gr de gelatina, 100 gr de ClN_H4 y
30 gr de SO4Mg. H2
30 ml de tampbn fosfato (que contiene 1500 gr de PO4HK
y 575 gr de PO4H K en 5 litros).

O por 5 litros), 5 gr de glucosa v

2
2

6) El tampdn utilizado como diluyente de fago (D.F.)

contiene Tris CIH 50 mM, pH7,8, ClNa 0,IM y C12Mg 10 mM.
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b) Purificacién del‘fago 929,

El bacteriéfago P29 se purificd siguiendo el método

desarrollado por V.Rubio en nuestro laboratorio (84),

B.amyloliquefaciens, estirpe HM, se crecibé en fer-

mentadores de 22 1. conteniendo .17 1, de medio L (Mé-
todos a, 1), suplementado con cloruro de manganeso

0,01 mM, glucosa 20 mM y Rhodosil antiespumante 0, 5%
(v/v), hasta una densidad de 2x 108 cels/ml; en ese mo- |
mento, el cultivo se infectd con $29 a una mqltiplicidad
de 2 fagos por bacteria, continuadndose la incubacién a
3'72C con fuerte agitacién, hasta lisis. Al lisado seafa-
dieron 100 Fgr/ml de lisozima, DNasal y RNasa pancreéa-
tica hasta una concentracién final de 0,2 /ugr/ml y
C12Mg 5 mM., Se incubd 30 minutos, centrifugidndose a
continuacién en una centrifuga Sharples de flujo continuo

para eliminar restos celulares,

El fago se concentré por adicién de polietilenglicol
6000 hasta concentracién final de 10% (pesoc/volumen),
manteniendo la mezcla en reposo a 42C durante la noche,
La fase superior se decantd y la fase de polietilenglicol,

que contenia la mayor parte del fago, se centrifugd
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30 minutos a 8000 rpm en el rotor GSA de la centrifuga
Sorvall, obtcniéndose un sedimento que se disolvidé en di-

luyente de fago.

A esta solucién se anadié de nuevo RNasa pancreatica,
DNasa y lisozima a las mismas concentraciones antes in-
dicadas, y se incubdé 30 minutos a 372C. Se centrifugd a
8000 rpm durante 30 minutos en el rotor GSA, y el so-
brenadante se pasd por una columna de Spherosil (35 x7,5
cm) equilibrada con diluyente de fago, eluyéndose el fago
con el mismo tampdbdn, Las fracciones que contenian el
virus se juntaron y se centrifugaron 4 horas a 19, 000rpm
en el rotor 19 de la ultracentrifuga Spinco L3-50 a 4°2C;
el sedimento ,que cohtenia el fago, se resuspendidé en un
pequefio volumen de DF y, para purificarlo posteriormén-
te, se centrifugd hasta equilibrio de densidad en un gra-
diente de cloruro de cesio de densidad media 1,43 gr/ml
durante 24 horas a 29,000 rpm en el rotor 30 de la ul-
tracentrifuga Spinco L2-50 a 152C, Las fracciones que
contenian el fago se dializaron frente a DF y se conser-

varon a 4¢°C.



c) Valoracién del fago 29 normal y mutantes,

Se empled como bacteria indicadora B. subtilis 110NA
para fago normal y mutantes sensibles a temperatura, y
+ 3
B. subtilis MO-99 su para los mutantes sensibles a

supresor,

- La bacteria indicadora se crecié en medio L suple-
mentado con glucosa 20 mM hasta una concentracién
aproximada de 5x 107 células/ml, El agar semisélido
contenia medio L suplementado con 0, 6% (peso/vol.) de
agar. El agar usado en las placas Petri contenia medio

L suplementado con 1,6% (peso/vol.) de agar,

La valoracién de §29 se realizé segin el método
Adams (85): 0,5 ml de un cultivo de bacteria indicadora
se mezcld con 9,1 ml de fago diluido hasta la concen-
tracién adecuada en D.F. La mezcla se extendié sobre
una piaca de Petri que contenia aproximadamente 25 ml
de agar soé6lido, Una vez solidificada la mezcla de agar-
células-fago, se incubd la placa durante la noche en una

estufa a 302C, apareciendo una placa de lisis en el cesped
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de bacteria indicadora, por cada fago (o bacteria infecta-
da) presente, Teniendo en cuenta el nimero de placas
obtenidas y la dilucién realizada, se puede calcular la
cantidad de fago original. Las valoraciones del fago es-

tdn realizadas con un minimo de dos diluciones distintas.

La determinacién del fago total producido a lo fargo
de la infeccién en la bacteria huésped, se realizdé toman-
do alicuotas de 5 /ul del cultivo infectado que se diluye-
ron en 0,5 ml de diluyente de fago, con 250 mugr de liso-
zima, Se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente,
y se plaquearon como se ha descrito. El nimero de pla-
cas de lisis obtenidas, corresponde al niimero de fagos

maduros presentes en cada momento,

d) Retrocruzamiento de mutantes sensibles a supresor.

L

B. subtilis 168 MO-99 su’ 3‘ bacteria permisiva para

los mutantes sensibles a supresor, se crecié en medio
I. (Métodos a, 1) a 372C hasta que la densidad del culti-

vo fue de 1x108 bacterias por ml,
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A 1 ml de bacterias asi crecidas, se afladieron los
mutantes que se iban a retrocruzar (E136, M1é41, D241,
144, A422, L.55 y L53) a una multiplicidad de infecciéh
de 10 fagos por bacteria, y a cada cultivo infectado se
anadié $29 normal también a una multiplicidad de 10

fagos por bacteria,

Se incubaron 10 minutos a 302C en reposo, y se afia-
didé 10 pl de antisuero contra $29 (Métodos, e), incubén-
- dose durante 5 minutos en reposo. Los cultivos se dilu-
yeron 5,000 veces en medio L, y se incubaron 105 mi-
nutos a 302 con agitacién fuerte, al cabo de los cuales
se anadieron 250 ul de cloroformo y se incubaron 10
minutos a 302 con agitacién para lisar las células. Una
alicuota de 0,1 ml del lisado se plaqued como se descri-
be en Métodos c¢) utilizando Bsubtilis 168 MO-99 su +3

como bacteria indicadora,

IL.as placas de lisis obtenidas se pincharon sobre unas
placas que tenian bacteria permisiva' (B. subtilis 168MO-99)"
y otras que tenian bacteria no permisiva (B.subtih}s 110 NA),
Los mutantes que no crecian sobre la bacteria no permisi-

va y que crecian sobre la permisiva se aislaron y se retro-
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cruzaron otras dos veces con el fago $ 29 normal como

se ha indicado antes,

Lags placas de 1isis correspondientes a los mutantes
retrocruzados 3 veces se resuspendieron en diluyente de
fago (Métodos a, 6) y se plaquearon sobre la bacteria per‘-
misiva hasta lisis confluente (entre 5000 y 10000 plécas
de lisis por placa Petri). Se afadié 4,5 ml de diluyente
de fago por placa Petri (unas 10 placas Petri por mutan-

te) y se incubd a temperatura ambiente durante 6 horas.,

A continuacién, se recogidé el sobrenadante de las
placas y se centrifugd durante 10 minutos a 10.-000 rpm
en el rotor SS34, de la 'ceritrifuga Sorvall a 4C. El so-
branadante se centrifugd durante 90 minutos en el rotor
30 de la ultracentrifuga Spinco L2-50 para sedimentar el
fago. El fago asi obtenido se resuspendié en un pequeiio

volumen de diluyente de fago, y se guardd a 429C, -

A los mutantes retrocruzados tres veces se les deno-

mina con su notacién habitual seguida de r3.
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e) Obtencién de antisuero contra §29,

Una mezcla de 1 ml de diluyente de fago con 2 x1011

particulas de §29 normal, se mezclé con 1 ml de adju-
vante de Freund y se inyectd intraperitonealmente en co-
nejos., Este tratamiento se repitié tres veces con inter-
valos de una semana, Diez dias después de la Gltima in-
yeccién, se extrajo la sangre del conejo y se incubdé du-
rante 30 minutos a 562C para inactivar el complemento,
y luego 2 horas a 302C para asegurar la coagulacién. El

suero obtenido se guardd a -202C,

f) Preparacién .de fago marcado radioactivamente,

Para la obtencién de ¢29 marcado radioactivamente

se crecié B. amyloliquefaciens, estirpe HM, en medio

minimo de Spizizen (Métodos a, 3) hasta una concentra-
cién de 2 x 107 células/ml. Las bacterias se concentra-
ron por centrifugacién en el rotor GSA de la centrifuga
Sorvall a 7.500 rpm durante 5 minutos, Las células se
resuspendieron en medio minimo sin glucosa y sin ami-
nodcidos a una concentraciédn de 2 x loscélulas/ml, y se
aftadié fago 29 a una multiplicidad de infeccién de 50

fagos por bacteria, Se incubé durante 5 minutos, al cabo
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de los cuales se centrifugd en el rotor S5S34 de la centri-
fuga Sorvall a 10,000 rpm, durante cinco minutos. Las
células se resuspendieron en el mismo volumen de medio
minimo completo con los aminoacidos 0,1 mM, y seana-
dieron 0,5 /uc/ml de Leucina-C14, 342 mC/mMol. La fi-
gura 1 muestra la incorporacién de la leucina radioactiva
en material insoluble en &cido tricloroacético y, la pro-
duccién de fago total. Una vez lisado el cultivo se anadie-
ron 500 mgr/ml de lisozima, 1 mugr/ml de DNasa y

1 /ugr/ml de RNasa pancredtica, incubandose durante 30
minutos a 372C; a continuacién se centrifugd 10 minutos

a 10.000 rpm en el rotor SS34 de Sorvall paré eliminar
restos celulares, y el sobranadante se centrifugé 2 horas
a 28.000 rpm a 42C en el rotor 30 de la ultracentrifuga
Spinco L2-50, El sedimento se resuspendié en 0,5 ml de
D.F. y se puso en la parte superior de un gradiente de
ClCs por capas de densidades 1,1, 1.3 y 1.5, Se centri-
fugd 60 minutos a 45.000 rpm a 152C en el rotor SW50.1
de la ultracentrifuga Spinco L2-50 y se fracciond el gra-
diente, contidndose la radioactividad presente en cada frac-
cidén tomando una alicuota que se precipitd con acido tri-
cloroacético al 5% (figura 2). Las fracciones que contenian
el fago (7-10 de la figura 2), se dializaron frente a D¥/2

y se guardaron a 49C, Las fracciones que contenian ca-
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‘bezas vacias de p 29 (fracciones 14-16 de la figura 2),
se purificaron posteriormente centrifugidndose en ClCs
de densidad 1,30 gr/ml hasta equilibrio, durante 19
horas a 40.000 rpm en el rotor Ti50 de la ultracen-
trifuga Spinco L.3-50 a 152C, El gradiente se fraccio-
ndé y se contd directamente una alicuota de cada frac-

cion como se describe en Métodos, p (figura 3).

Para preparar fago marcado con HB, se realizc’)
el crecimiento de 1la bécteria B..subtilis 110NA en me-
dio minimo (Métodos a, 2) hasta una concentracidén de
1x 1()8 bacterias/ml, Las bacterias se concentraron
por centrifugacién, se resuspendieron a una concentra-
cién de 5 x 108 bacterias/ml en medio minimo con los
20 aminoacidos 0,5 mM y se infectaron con el fago
$29 a una multiplicidad de 20 fagos por bacteria, Se
afiadieron 10 /uc/ml de mezcla de aminodcidos-H
(TRK. 440, B5), El tratamiento enziméatico posterior
y la purificacién del fago marcado, se realizdé de la
misma manera que se ha descrito en el parrafo an-

terior para el fago marcado con leucina-CM.
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g) Irradiacién de B, subtilis con luz ultravioleta.

1) Efecto de tiempo de irradiacidn.

B. subtilis 110NA se crecié en medio minimo con
20 aminoacidos (Métodos a,2) a conceﬁtracién 0,1 mM
cada uno, hasta 1 x lO8 células por ml de cultivo. Las
bacterias se concentraron dos veces mediante centrifu-
gacién y resuspension en el mismo medio sin glucosa
y sin aminoé.cidoé. 40 ml de bacterias resuspendidas
se irradiaron en una placa Petri (19 cm de didmetro),
colocada en un agitador_rotatoxjio durante 2, 4, 6 y 8
minutos, con una ladmpara germicida de 15 w coloca-

da a 50 cm sobre la muestra,

Después de la irradiacién, las bacterias se concen-
traron 2,5 veces para obtener una concentracién final
de 5 x 10° bacterias/ml, en un medio que contenia
los aminoicidos a concentracién 0,5 mM, excepto leucina
que se ponia 0,01 mM y se incubaron a 372C con agita-
cidén fuerte, Alicuotas de 0,1 ml de los cultivos irradia-
dos a distintos tiempos, se marcaron con ].eucina.-H3

(20 _uc/ml, 0.01 mM) desde el minuto 10 al 13, y la



incorporacién se pard, anadiendo al cultivo &cido triclo-
roacético al 5% frio, determindndose la radioactividad ,
total e insoluble en &cido en todos los casos. De igual
manera, se marcaron alicuotas de ‘O, 1 fnl de cada cul-

tivo desde el minuto 25 al 28.

Como control, una parte de los cultivos irradiados,
se infectd con el fago #29 a una multiplicidad de 15-20
fagos por bacteria y se siguié el desarrollo del fago en
‘las bacterias irradiadas a los distintos tiempos como se
indica en Métodos, c¢. El nimero final de fagos, dividido
por el nimero de bacterias presentes en el momento de

la infeccibén, se tomd como rendimiento de la infeccibn,

2) Incorporacién de leucina radioactiva en bacterias

infectadas mediante pulsos a lo largo del ciclo de

desarrollo del fago.

B. subtilis 110NA se crecid en medio minimo, se
concentrd y se irradid durante 4,5 minutos como se ha
descrito en el partado g,1. Después de la irradiacién,
la bacteria se concentrd 2,5 veces (para obtener '5)<1108
bacterias/ml) en medio minimo con los aminoécidos

0,5 mM excepto leucina que se puso 0,01 mM, La bac-

43



44

teria se infect6 con fago $29 a multiplicidad de 20 fagos

por bacteria y se incubdé con agitacién a 372C,

7

A distintos tiempos se sacaron alicuotas de 1 ml del
cultivo infectado y se marcaron con 1eucina—H3 (25 /uC/ml,
0,02 mM) durante 3 minutos y, después se afnadid Lin
exceso de 100 veces de leucina no radioactiva, continuan-
do la incubacién durante 2 minutos més, Como control,
bacterias irradiadas y sin infectar se marcaron a los
mismos tiempos con leuc'ina-CM (7,5 /uC/ml, 0,02 mM).
Se utiliz6é 3,3 veces més actividad especifica de H3 que
de C14 debido a que la eficiencia de contaje de H3 es
3,3 veces menor que la de 014. De esta manera, los
resultados obtenidos en bacterias infectadas y sin infec-

tar son comparables cuantitativamente,

Después de las cazas con exceso de leucina no ra-
dioactiva las muestras se enfriaron en hielo, y se sedi-
mentaron por centrifugacién a 10.000 rpm en el rotor
SS34 de la centrifuga Sorvall a 42C, durante 10 minutos,
Cada sedimento se resuspendié a la mitad del volumen
original en un tampbén que contenia fosfato soédico 0,01M,

pH7,2, EDTA 1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0, 58 mM
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y lisozima 500/ugr'/m1. La suspensién se incubd a 0°C
durante 2 horas, se congeld y descongeld 3 veces y se.
trat6 con RNasa pancreitica a conqentraci()n de 10
/ugr/ml, durante 30 minutos a 02C, Alicuotas corres-
pondientes a los cultivos infectados y sin infectar se
mezclaron y se concentraron a sequedad, para luego
resuspender en el tampén de disociacién de electrofo-
resis (Métodos m, 1).Como control, para determinar la
incorporacién de leucina en las células infectadas y sin
infectar en los distintos pulsos, las bacterias se mar-
caron uniformemente con 1eucina-H3 (20 /uc/ml) en
presencia de leucina 0,01 mM. De esta manera se cal-

culé la actividad especifica real 'de la leucina en cada

pulso.

3) Marcaje de las proteinas inducidas en bacterias

infectadas: experimentos de pulso y caza,

Las bacterias se crecieron en medio minimo, se
irradiaron con luz ultravioleta durante 6 6 7,5 minutos
y se infectaron como se ha descrito en el apartado an-
terior. Una alicuota del cultivo sin infectar se guardd

como control., A les 22 minutos, una alicuota del cultivo
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infectado y otra del cultivo sin infectar se marcaron por
adicidén deleucina—H3 (40 /uc/ml; 0,8 /.1M)§ dos minutos
después se anadié un exceso de 100 veces de leucina no
radioactiva; inmediatamente una alicuota se anadibé sobre
dos volimenes de sales congeladas, y las células se se-
dimentaron por centrifugacién a 10,000x g durante 10 mi-
nutos a 42C, Las células se lavaron una vez con 2 vola-
menes de sales y se sedimentaron de nuevo, El resto del
cultivo marcado con leucina-H3 en un pulso de 2 minutos
seguido de caza, se incub6 5 minutos més, al cabo de
los cuales las células se lavaron y concentraron como
las anteriores. Un control de bacterias infectadas con
$29 se marcd con 1eucina-C1.4t (7,5 /uC/ml; 0, 023 mM)
entre los minutos 21 y 26 después de la infeccidén y se
cazaron con un exceso de 100 veces de leucina no ra-
dioactiva durante 5 minutos méas. Para seguir el desa-
rrollo de fago, se sacaron alicuotas a diferentes tiem-

pos de los cultivos infectados.

4) Preparacion de las proteinas marcadas por pulso

y caza para electroforesis,

Las células marcadas se resuspendieron en la mitad

del volumen original en un tampén de lisis (Tris C1H 30mM
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pH 6,8, EDTA 1mM y fluoruro de fenilmetilsulfo_nilo

0,58 mM) y se incubaron con lisozima (280 /ugr/ml) du-
rante 2,5 horas a 02C; la muestra se cqngelc’) 'y descon-
geld 3 vecés y se tratd con RNasa ’pancreética (10 /ugr/ml)
durante 30 minutos a 02C. Para quitar aminodcidos radioac-
tivos residuales, la proteina se precipité por adicién de 10
volimenes de acetona después de calentar 2 minutos en
bafio de agua hirviendo en presencia de SDS al 1% y 2-

- mercaptoetanol al 5% (v/v). La proteina precipitada se

secd bajo corriente de nitrdgeno,

5) Marcaje de las proteinas inducidas en bacterias in-

fectadas con mutantes sensibles a temperatura,.

I) Para el anAlisis de las proteinas inducidas por mu-
tantes sensibles a temperatura en el cistrén B, las bacte-
rias se irradiaron 7 minutos y se resuspendieron en medio
minimo con los aminodcidos 0,5 mM excepto metionina
que estaba a una concentfacién de 0,01 mM. Las bacterias se
dividieron en distintas alicuotas y se infectaron con $29
normal o con los mutantes sensibles a temperatura
en el cistrén B (ts B66, ts B73 y ts B74), a mul-
tiplicidad de 20 fagos por bacteria, y se incubaron a 302C

(temperatura permisiva para los mutantes sensibles a tem-
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peratura), 6 a 42°2C (temperatura restrictiva), Los cul-
tivos infectados con los mutantes y las células sin in-
fectar se marcaron con metionina-835 (32 uC/ml,

0,17 M) durante los minutAos 15 a 30 después de la
infeccién., Las bacterias infectadas con §29 normal se
marcaron al mismo tiempo con me’cionina-H3 (50 /uC/ml,
7,8 M), Después del pulso, las células se anadieron
sobre dos volamenes de sales congeladas, se sedimen-

taron y se lavaron como se ha indicado (Métodos g, 3).

Como control de la infeccidn se sacaron alicuotas

a distintos tiempos para seguir el desarrollo del fago,

Lia preparaciéon de los extiractos para electroforesis
se realizd como se ha indicado en el caso de las protei-

nas marcadas por pulso y caza (Métodos g,4).

II') Para analizar las proteinas inducidas por los mu-
tantes sensibles a temperatura de los cistrones I y J, se
crecié B, subtilis 110NA, se irradié 7,5 minutos como se
ha descrito (Métodos g, 1) y se resuspendié en medio mi-

nimo con los aminoicidos 0,5 mM, excepto leucina que
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estaba a una concentraciéon 0,01 mM. El cultivo se separd
en alicuotas que se infectaron con los mutantes ts 1810 y

ts J116 y se incubaron a 302C (temperatura permisiva) y-
a 429C (temperatura re_s.trictiva). Durante la incubacibén se
siguié el desarrollo de los fagos sacando alicuotas de cul-

tivos a distintos tiempos.

s

Los cultivos incubados a 302C infectados con el mutan-
te ts 1810, y un control de bacterias irradiadas sin infectar,
se marcaron mediante un pulso de leucina—CM (5 /uC/ml,
0,014 mM), desde el minuto 20 al 28 después de la infec-
cibébn, La incorporacidén de leucina-C14 se detuvo afnadiendo
un exceso de 100 veces de leucina no radioactiva y se in-
cubb6 dos minutos més, al cabo de los cuales el cultivo se
enfrié y se centrifugd para sedimentar las bacterias marca-
das (Métodos g, 3). El cul'tix;o incubado a 30eC infectado con
el mutante ts J116 y un control de bacterias sin infectar,
se marcaron mediante un pulso en idénticas condiciones a
las descritas, desde el minuto 40 al 48, se cazb en pre-
sencia de leucina no radioactiva dos minutos més, y las

bacterias marcadas se sedimentaron como se ha descrito,
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Las bacterias incubadas a 422C e infectadas con el
mutante ts 1810 asi como un control infectado con f29
normal y otro de bacterias sin infectar se marcaron con
un puléo de leucina-C14 similar a los ya descritos, desde
el minuto 10 al 18 después de la infeccibén, y se cazaron
dos minutos més con aminodcido no radioactivo, Otra
alicuota del cultivo bacteriano irradiado incubado a *42°C,
se infectd con el mutante ts J116 y se marcd mediante
un pulso similar a los anteriores desde el minuto 20 al
minuto 28 después de la infeccidn, y se cazd dos minu-
tos més con aminoicido no radioactivo. Como control,
una alicuota del cultivo bacteriano incubado'a 42°C infec-
tado con P29 normal y otra alicuota mantenida sin infec-

tar, se marcaron de la misma manera,

IL.as bacterias marcadas se sedimentaron, se lisaron,
y las alicuotas correspondientes a las bacterias infecta-
das con los mutantes tanto a temperatura permisiva (302)
como a restrictiva (429), asi como los controles de bacte-
rias sin infectar e infectadas con $29 normal, se preci-
pitaron y se prepararon para electroforesis como se

describidé en Métodos g, 4.
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6) Marcaje de las proteinas inducidas en bacterias

infectadas con mutantes sensibles a supresor,

B. subtilis 110NA su” se crecié en medio minimo y
se irradidé con luz ultravioleta durante 7,5 minutos, como
"se ha descrito en Métodos (g, 1). Las bacterias irradiadas
se resuspendieron hasta una concentracién de 5 x 108 cé-
lulas por ml de medio minimo completo con los aminoa-
cidos 0,1 mM, El cultivo se dividié en varias alicuotas,
que se infectaron con los mutantes sensibles a supresor
F515, K91, 056, R629, Q626, J614, G769, A422, L1386,
H542, B47, [44, 1.53, L55, M1241, N212, D241 y P112,

a una multiplicidad de 20 fagos por bacteria,.

Como control, se infectaron alicuote}s del cultivo con
¢#29 normal. La incubacién se realizé a 372C y se siguid
el desarrollo de tago en todos los cultivos sacando -

alicuotas a distintos tiempos, comprobandose que
s6lo hubo desarrollo normal en el caso de los cultivos

infectados con §239,

A los 5 minutos de incubacibén, 0,5 ml de cada cultivo

se marcaron con 2,5 uc de mezcla de aminoécidos-Cl4
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)

hasta el minuto 13, en el que se afiadié al cultivo un
exceso de 10 veces de aminodcidos no radioactivos, y
se sigui6é la incubacién hasta el minuto 15; a este
tiempo los cultivos se centrifugaron para sedimentar

‘las bacterias infectadas, (Métodos g, 3).

.

A los 20 minutos de incubacién, se marcaron otros
0,5 ml de cada cultivo en idénticas condiciones hasta
el minuto 28, en el que se afiadid el exceso de aminoi-
cidos no radioactivos, y se siguidé la incubacién hasta
el minuto 30. Las bacterias infectadas con los distintos
mutantes y el fago §29 normal, se sedimentaron y se
prepararon para electroforesis como se describe en
Métodos(g, 4). En el caso de los mutantes Q626 y M1241,
se marcaron las bacterias infectadas en un pulso adicio-

nal entre los 35 y 43 minutos,

Como control, se marcaron con aminoicidos radioac-
tivos durante los mismos tiempos cultivos de bacterias
irradiadas infectadas con $29 normal y sin infectar, y

los lisados se prepararon igualmente para electroforesis.
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Para estudiar las proteinas determinadas por los genes
E y H, B.subtilis1l10NA irradiado 7,5 minutos se infectb
a una multiplicidad de 20 fagos por. bacteria con los mu-
tantes sus E136r3 y sus Hb542, en medio minimo (Méto-~
dos a, 2) que contenia todos los aminoécidos 0,5 mM ex-

cepto leucina 0,01 mM,

Los cultivos infectados con los mutantes se marcaron
con 1eucina—C14( 7. /uc/ml, 0,02 mM) desde el minuto 20
al minuto 28 después de la infeccién. En ese momento,
se anadié al cultivo un exceso de 100 veces de leucina no
radioactiva, y a los dos minutos- los cultivos se enfriaron

y se centrifugaron para sedimentar las bacterias marcadas,.

Como control, una alicuota del cultivo de bacterias irra-
diadas se infecté con $29 normal en las mismas condiciones,
y se marcd con 1eucina-(_114 durante el mismo tiempo. Por
otra parte, otra alicuota del cultivo de bacterias irradiadas
se mantuvo sin infectar y se marcd con 1eucina~H3( 25 ,uc/ml

0,02 mM) al mismo tiempo.
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Las bacterias marcadas correspondientes a los dis-
tintos cultivos, se resuspendieron en la mitad del volu-
men original en tampén de lisis,y se lisaron cono se
describe en Métodos g, 4; la proteina se precipité y se

prepard para electroforesis como se indica en Métodosm, 2.

L3

h) Anélisis de péptidos tripticos de proteinas radioac-

tivas,

1) Marcaje de las proteinas y aislamiento,

Las bacterias se crecieron e irradiaron como ya
hemos descrito,y se resuspendieron en medio completo
a una densidad de 5 x 108 células/ml, con los aminod-
cidos 0,5 mM, excepto metionina que estaba a una con-

centracién 7,5 M.

Las bacterias se infectaron con $29 a multiplicidad
de 20 fages por bacteria y se incubaron a 372C., Una
alicuota del cultivo se marcé desde los 33,5 a los 35
minutos con metionina«s35 (65 /uc/ml, 0,35 uM). Des-
pués del pulso, las células se lisaron y prepararon como

se ha descrito en el apartado anterior (Métodos, g,5).0Otra
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alicuota de las células infectadas se marcéd desde los 15
3

a los 35 minutos con metionina-H"~ (50 /uc/ml, 7,8 /1M),

siguiéndose el desarrollo del fago en alicuotas sacadas

a distintos tiempos a lo largo de la incubacidn.

Un control de células sin infectar, se marcdé con me-
N 35 , ;3 . N
tionina-S 6 H, respectivamente, como se indicé para

las células infectadas,

Las bacterias infectadas con $29, marcadas con metio-
nina 835 6 H3 somo se indicdé en los apartados anteriores,
se lisaron y se sometieron a electiroforesis en el sistema
de pH discontinuo que se describe en Métodos m, 2. l.os
geles se cortaron en rodajas de 0,8 mm y la proteina se
eluyé del gel por incubacidén durante la noche a 372C en
0,5 ml de SDS 0,1% y fluoruro de fenilmetil-sulfonilo
0,58 mM, después de congelar y descongelar 3 veces,
Una alicuota de 25 /ul de cada fraccibén se contbé en un
contador de centelleo liquido, y las fracciones con ra-
dioactividad correspondiente a las préteinaé que se iban
a analizar, se juntaron y se liofilizaron; el residuo se

disolvid en 1 ml de agua destilada esteril, Como control,

se comprobd que la electroforesis correspondiente a las



56

células sin infectar, marcadas en las mismas condiciones
que las infectadas, no mostraba ningin pico de proteina
en la zona que se iba a someter a andlisis de péptidos

tripticos.

2) Analisis de péptidos tripticos.

Una mezcla de las proteinas cuyos péptidos tripticos
E . . . .35 3
se querian analizar marcadas con metionina-S y H se
liofiliz6 y se resuspendié en 1 ml de HzO. Se afniadieron
0,25 ml de ovoalblmina (20 mgr/ml)y 0,12 ml de ditio-

treitol 0,64 M, y se incubaron durante 1 hora a 372C (86),

Se anadieron después 0,24 ml de lodo acetamida 1, 08M,
y se incubd 1 hora a 0°C en la oscuridad., A continuacién
se anadid 0,625 ml de Acido tricloroacético 100% y se

incubd durante 20 minutos a 0°C,

il precipitado se centrifugdé 20 minutos a 10,000 rpm
a 49C en el rotor SS34 de Sorvall y se lavd 3 veces con
etanol absoluto a temperatura ambiente, El precipitado se
secé a 602C durante 12 horas y se resuspendié en 1 ml

de COBHNH4 0,1 M pHS, 3.
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A continuacion se anadieron cada 3 horas 0,1 ml de
Tripsina (1 mgr/ml de C1H 1 mM) durante 48 horas. Las
muestras asi tratadas se liofilizaron, se resuspendieron
en 0,5-1 ml de tampdbén piridina 0, 2M-acético, pH3,1 y
se aplicaron a una columna (22 x 0,9 cm) de Beckman
PA-35 mantenida a 502C., La cromatografia se desarrolld
bajo presién a un flujo de 1 ml por minuto con un gra-
diente lineal de 200 ml de piridina 0,2 M-acético, pH3,1 y
200 ml de piridina 2M-acético pH 5,0, Se recogieron
fracciones de 2 ml en viales (4,5 x 1,2 cm) que conte-
nian un papel de fibra de vidrio de 2,4 cm de didmetro
(Whatman GF/A). Los viales se secaron a 902C y se

contaron como se describe en. Métodos p.

i) Preparacidén del sistema de sintesis de proteinas

in vitro de E. coli.

Se siguidé el procedimiento descrito por Gold y

Schweiger (87).

E.coli K12, estirpe 7, se crecié en medio rico (ver

Métodos, a 5), hasta 0,8 unidades de absorcién 6éptica a



58

660 nm. Las bacterias se lavaron 2 veces con tampbén A
(Tris-C1H 10 mM pH7,5, acetato magnésico 10mM, acetato
aménico 22 mM y ditiotreitol 1 mM).

A 6 gr. de bacterias se anadieron 6 ml de tampbdn A
y 24 gr. de esferas de vidrio, La mezcla se triturd en
un recipiente refrigerado de un homogenizador Sorvall
"Omnimixer durante 3-4 minutos a velocidad méaxima. Las
esferas de vidrio se eliminaron por centrifugacién durante
5 minutos a 10,000 rpm a 49C en el rotor SS34 de Sor-
vall, El sobranadante se centrifugd 20 minutos a 35. 000
rpm a 42C en el rotor Ti 50 de la ultracentrifuga Spinco
1.2-50, para eliminar restos celulares, y el sobrenadan-
te se centrifugd a 49.000 rpm durante 100 minutos a 42C

en el rotor Ti 50 para sedimentar los ribosomas.

El sobrenadante se pasé por una columna de DEAX-ce-
lulosa (2,5 gr. de peso seco), equilibrada con tampdn A,
a un flujo de 0,5 ml por minuto, La éolumna se lavdé con
25 ml de tampbén A, y se eluyd con el mismo tampbn con
CINH, 0, 25M, recogiéndose las fracciones del pico de pro-

4
teina, juntdndose (2,85 mgr de proteina por ml), y guardin-



dose en pequenas alicuotas a -702C/

I.os ribosomas obtenidos se incubaron' en un tampén
compuesto por ATP 10 mM, 3-fosfoglicerato 0,1M, Tris-
ClH10mM, pH7,5, acetato magnésico 10mM, cloruro
amoénico 22 mM y ditiotreitol 1 mM, para degradar el
RNA mensajero presente, A continuaciodn, 1os}ribosomas
se centrifugaron nuevamente en las condiciones descritas,
se resuspendieron en tampoédn A hasta una concentracion de
100 mgr/ml (1500 unidades de densidad optica a 260

nm, por ml) y se guardaron en alicuotas a -702C.

j) Aislamiento de DNA lineal de £29 para el ensayo

in vitro-

Fago 29 a una concentracién de 100 unidades de
Ay60 /ml se incub6é 3 horas a 372C en presencia de
1 mgr/ml de pronasa autodigerida (Materiales, h) y SDS
* hasta una concentracién final de 0, 1%; al cabo de este
tiempo se afadié nuevamente la misma cantidéd de pro-
nasa autodigerida y se siguié incubando 3 horas més, La
mezcla se diluyé cinco veces con Tris-ClH 0,1M pH?7,8

y se extrajeron las proteinas a temperatura ambiente con
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un volumen igual de fenol destilado equilibrado en el tam-
p6én anterior, agitando la mezcla suaVemente, para evitar
la rotura del DNA, durante unos minutos a temperatura
ambiente (88). Las dos fases se svepararon por centrifuga-
ci6bn a temperatura ambiente en el rotor SS34 de la Sorvall
durante 5 minutos a 5,000 rpm. La fase acuosa se reex-
trajo con fenol de la misma forma dos veces méis, y el
conjunto de fases fendlicas se reextrajo con un volumen
igual al original de Tris-ClH 0,1M, pH 7,8, Las fases
acuosas se juntaron y dializaron contra dos litros de

1 xSSC esteril durante 24 horas, El DNA asi obtenido, se
analizé por un gradiente neutro de sacarosa entre el 5 y
el 20% (peso/volumen) en un tampdén Tris-ClH 50mM pHY, 8,
EDTA 10mM y ClNa 1M, La sedimentacién se realiz6 du-
rante 2,5 horas a 48.000 rpm a 42C, en el rotor SW50, 1

en la ultracentrifuga 1.250 (figura 4).

Para comprobar el grado de rotura en una de las
bandas del DNA, éste se analizd también en un gradiente
alcalino de sacarosa del 5 al 20% (peso/volumen) en un
tampdén Tris-ClH50 mMpH7,8, EDTA 10mM, CIlNaO,9M y
NaOH 0, 1M. Las condiciones de sedimentacién fueron idén-
ticas a las empleadas en el caso del gradicnte neutro (fi-

gura 5),
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< k) Ensayo de sintesis de proteinas y RNA en el sistema

in vitro de E, coli .

1) Método de ensayo. -

La mezcla de incubacién contenia, en un volumen de
0,1 ml, los siguientes componentes: Tris-ClH 50 mMpHS,
~acetato potadsico 50 mM, ditiotreitol 2mM, ATP2mM, CTP,
GTP y UTP 0,5 mM cada uno, foéfoenolpiruvato 20mM,
Teucovorin céalcico 0,31 mM, 19 aminoicidos (menos leu-
cina) 0,2 mM cada uno, 100 pgr de tRNA dé E., coli B,
500/ugr de ribosomas de E_)_._cg}gl ;{12, 0, 04 ml de fraccidn
proteica purificada por DEAE-celulosa y 5 pgr de DNA
lineal de $29, IL.a concentracién de Mg“!n_f'T se ajustoé a

14,5 mM con acetato magnésico,

L.a incubacién se realizdé a 379C, afiadiendo a la mez-
; . 14 , .3 ..
cla de ensayo leucina-C 6 H como se indica en cada

caso,

Para seguir la incorporacién de leucina radioaétiva
en proteinas, se afadior. leucina-H3 (4 /uc/ml, 0, 05mM)
y a distintos tiempos se sacaron alicuotas.de 25 /ul, que
se calentaron durante 15 minutos a 902C antes de filtrar

y contar como se describe en Métodos (p).
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La preparacién de proteinas marcadas para analisis
por electroforesis, se realizd afiadiendo a la mezcla de
incubacién l‘eucina—C14 (15 /uc/ml, 0,05 mM)., Después de
17,5 minutos de incubacién, se afiadié un exceso de 100
veces de leucina no radioactiva, continuando la incubacién
2,5 minutos, Como control, las proteinas sintetizadas en
un ensayo sin DNA, se marcaron con lemcina-H3 (‘50 /uc/ml,

0,05 mM) en las mismas condiciones,

La incorporacién de UTP en RNA, se siguid utilizando

un ensayo similar al descrito, con los 20 aminoicidos 0,2

mM, y se anadid ‘U’I'YP—H3 (20 /uc/ml, 05 mM), Se tomaron
alicuotas de 25 ul a distintos tiempos, se precipitaron

con acido tricloroacético frio al 5%, y se contaron como

se describe en Métodos, p.

2)Preparacion de las proteinas sintetizadas in vitro para

clectroforesis,

Alicuotas marcadas con leucina radioactiva de los ensa-
yos de sintesis in vitro dirigidos por el DNA de $29, y sin
DNA respectivamente, se trataron con RNasa pancreética

(10 /ugr/ml) durante 1 hora a 02C. Después se precipitaron
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con acido tricloroacético al 10% durante 15 minutos a
02C, y las proteinas precipitadas se sedimentar:on por
centrifugacién a 10.000 rpm durante 20 minutos en el
rotor SS34 de la centrifuga Sorvall, a 40C., El sedimen-
to se lavd una vez con etanol-eter 1:1 (vol/vol), y dos
veces con etanol-eter 1:3 (vol/vol), El precipitado lavado

se secd bajo corriente de nitrdgeno.

ILLa disociacién de las proteinas para electroforesis

“se realizé como se describe en Métodos m, 1.

1) Ensayo de actividad lisozima,

1) Preparaciéon de filtros marcados radioactivamente,

La determinacién de la actividad enzimatica se basa
en la liberacién de radioactividad de filtros de papel
Whatman 3MM que tienen adsorbido E.coli marcado con
dcido og- diamino;imélico-Hs. La preéeparacién de filtros
se realizé segin el método de Gold y Schweiger (87).

Las bacterias radioactivas se prepararon creciendo E.coli
¢ en 10 ml de medio completo (Métodosa,,4), en presen-
cia de 100 puc de acido ¢)\,‘5.-di.aminoipirriélico-H3 (1 mc/ml,
.?200 /uc/ A Mol), incubéndose a 37¢2C con agitacién hasta

que el cultivo bacteriano alcanzd fase estacionaria, La fi-
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gura 6 muestra la incorporacién de la radioactividad en

material insoluble en &cido tricloroacético al 5%.

7

Se distribuyeron alicuotas de 0,1 ml del cultivo en
filtros Whatman 3 MM (de 2,4 cm. de didmetro). lL.os
filtros se lavaron con 2,5 ml de &acido tricloroacético
al 10% durante 4 horas agitindose suavemente, luego dos
veces con acido tricloroacético al 5% durante 10 minutos
y una vez con etanol:;eter (1:1) durante 10 minutos. Los
’filtros se hirvieron durante 10 minutos en acetato améni-
co 0, 11‘{[ y se lavaron dos veces coﬁ acetato amobnico frio,
secindose a continuacién con papel de filiro., Los filtros
marcados, que tenian retenidas entre 80,000 y 100.000

cpm. cada uno después del proceso, se conservaron a

4eC,

2) Métodos de ensayo,

A los tiempos indicados en los experimentos, se sa-
caron alicuotas de 50 /ul de los ensayos de sintesis de
proteinas in vitro, y se afnadieron a viales ccnteniendo un
filtro con E, coli marcado con &cido «:‘{,&:-diarninopimélico--H3

y 0,5 ml de acetato amébnico 0,1 M,
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t

Los filtros se incubaron 4 horas a 372C, al cabo de
las cuales se recogidé el sobrenadante, se anadié a un -
filtro de papel Whatman GI'/A, y se secaron a 60-809C.

Liuego se contaron como se describe en Métodos, p.

Como control, se tomaron alicuotas de las proteinas
sintetizadas in vitro en ausencia de DNA, y se valoraron

igualmente,

Como control de que la actividad sintetizada en el
ensayo no era proteasa, se pretrataron los filtros marca-

dos con «,- diaminopimélico con lisozima de clara de

huevo (GO)Jgr/O, 5ml de acetato aménico 0,1M). Una vez

liberada del filtro toda la radioactividad susceptible a

la accién de la lisozima (un 40% de la radioactividad

total del filtro) los filtros se cambiaron de medio y se
incubaron con un enzima proteolitico (iripsina, 60_/4.1gr/0, 5 ml
de acetato aménico 0, 1M). La tabla I muestra que en es-
tas condiciones se libera aproximadamente otro 40% de la
radioactividad total presente en el filtro antes del trata-

miento con los enzimas.



TABLA I. ENSAYO DE ACTIVIDAD PROTEASA EN FILTROS CON

E.coli MARCADO CON ACIDO o&-g, DIAMINOPIMELICO—I-I3

) a) cpm.liberadas por b) cpm liberadas por
Tiempo de tratamiento
lisozima/100 ul tripsina/100 ul
0 min, 29 160
15 " 1350 1036
30 " 2470 1960
45 " 2870 | 2535
60 " 2905 2970

Filtros de papel Whatman 3MM conteniendo E,coli marcado.
con acido o;E-, diaminopimélicoA-Hs, preparados como se ha des-
crito en Métodos 1,1, se trataron (a) con lisozima (60 }Jgr/OS ml
de acetatoamoénico 0,1 M), Se tomaron alicuotas a los tiempos in-
dicados, y se contd la radioactividad total liberada como se des-
cribe en Métodos, p. A los 60 minutos los filtros se cambiaron
de medio,y se incubaron (b) con tripsina (60 j,lgr/O, 5 rhl de ace-
tato amoénico 0, 1M), Se sacaron alicuotas a los tiempos indicados

y se contd la radioactividad total liberada,
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De igual manera, alfcuotas tomadbas a distintos tiempos
de incubacién de un ensayo de sintesis de proteinas in vitro
dirigido por el DNA de §29, se incubaron con filtros pre-
tratados con lisozima (es decir, que habian liberado toda
la radioactividad susceptible a la acciédn de la 1isozima.),

para seguir la liberacidén adicional de radioactividad,

Una unidad de lisozima, se define como la actividad de
enzima capaz de liberar 1 cpm por minuto de incubacién a

372C (89).

m) Electroforesis en geles de pdiacrilamida,

1) Sistema de pH continuo,

Las muestras de proteina precipitada se disolvieron en
0,2 ml de tampdén de disociacién (fosfato sbédico 5 mM pHT, 1,
SDS 1%, 2-mercaptoetanol 1% (v/v) y urea 8M) y se calen-

taron 3-5 minutos en un bafio de agua hirviendo.
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Se utilizaron geles de 15 cm. de longitud y 0,55 cm
de didmetro. La solucién del gel contenia acrilamida
12, 5%, N-N', metilenbisacrilamida 0, 6%, urea 6M (90)
PO4 Na 0,05M pHT, 2, SDS 0,1% (9) y tetrametiletilendiamina
0, 05% (vol/vol)., Los geles se polimerizaron con 1/100

(vol/vol) de persulfato amoénico 15 mgr/ml.

El electrolito utilizado contenia fosfato sdédico 0, 05M

pH7,2 y SDS 0, 1%.

La electroforesis se llevdo a cabo a temperatura am-
biente, durante 12 horas, a una intensidad constante de

5 mA/gel.

Los geles se cortaron en fracciones de 1mm. con
un cortador de geles Mickle y las fracciones se pusie-
ron en viales, a los que se anadi6é 0,25 ml de SDS 0, 1%
Los viales se congelaron y descongelaron 3 veces, y se
incubaron durante la noche con agitacién suave a 372C,

para cluir la proteina del gel,
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La radioactividad presente en cada vial se determind
como se describe en Métodos, p, poniendo en cada vial
un papel de fibra de vidrio Whatman GF/A de 2,5 cm

de didmetro, y secando lentamente entre 70 y 902C.

2) Sistema de pH discontinuo.

Las muestras de proteina precipitada, se disolvie-
ron en 0,2 ml de tampdn de disociacidén, que contenia
Tris-ClH 0, 0625 M, pH®6,8, SDS 2%, 2-mercaptoetanol
5% y urea 6M, y se calentaron de 3 a 5 minutos en un

banio de agua hirviendo,

Se utilizaron geles de 10 cm de longitud y 0,55 cm,
de didmetro siguiendo el sistema descrito por Laemmli (49).
El gel de separacién contenia acrilamida 10%, N-N'-me-
tilenbisacrilamida 0, 25%, Tris-ClHO, 325 M pH 8,8, SDS
0, 1% y tetrametilendiamina 0, 05%, y se polimerizé con

un volumen 1/100 de persulfato aménico (37,5 mgr/ml),
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El gel de concentracién contenfa acrilamida 3%,
N-N'-metilenbisacrilamida 0, 25%, Tris-ClH 0, 125 M
pH6,8, SDS 0,1% y tetrametilendiamina 0,1%, y se

polimerizé como el gel de separacidn,

El electrolito utilizado era,Tris 0,025M, glicina
0,192M, ajustado a un pH de 8,6, conteniendo SDS
al 0, 1%.

IL.as electroforesis se llevaron a cabo a 90 voltios
durante 6,5 horas (6 como se indica en cada caso), L.os
geles se cortaron en fracciones de 0,8-1mm como se
indica en cada caso y se sometieron al proceso descri-

to en m, 1 para eluir la proteina del gel.

Para analizar las proteinas sintetizadas por los mu-
tantes sus K136 y sus H542, se realizé una modificaciéon
en los geles: el gel separador se prepard a partir de
dos soluciones de acrilamida una del 10% y otra del 20%
siendo el resto de los componentes como se ha descrito

antes. Hstas soluciones se mezclaron en un formador de
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gradientes lineal, y se polimerizaron como se describe
en Métodos m, 3, El gel de concentracién y el electro-

lito utilizado fueron los ya descritos en este apartado.

Los geles se corrieran a 1,5 mA/gel durante 14
horas, y después se cortaron en rodajas de 1 mm y se

eluydé la proteina como se describe en este apartado.

3) Electroforesis en placa y autorradiografia,

Las muestras se disolvieron en 75 ul de tampdbdbn que
contenia Tris-ClH 0, 0625M pHS6,8, SDS 2%, 2-mercaptoe-
tanol 5% y urea 6M, y se calentaron 3-5 minutos en bafio

de agua hirviendo,

L.as placas de gel se formaron en un aparato de Hoefer
Scientific Instruments de 30 cm de longitud y 14 de anchura,

Se utilizaron los espaciadores de 1,5 mim de grueso,

El gel de separacién se prepard a partir de las si-

guientes soluciones:
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i) Tris-CI1H 0,325 M pHS8,8, acrilamida 10%, N-N'-
metilenbisacrilamida 0, 25%, SDSO0, 1%, tetrametiletilendiamina
0,05%, y se anadi6 1/200 (vol/vol) de persulfato aménico

25 mgr/ml para que polimerizara el gel,

ii) Idéntica a la anterior pero con acrilamida al 20%,
y N-N'-metilenbisacrilamida 0, 33%., Cada solucién fria,
se coloc6d en las cubetas de un formador de gradientes
-lineales, y la mezcla se bombed en el aparato de elec-

troforesis desde abajo,

El gel de concentracién utilizado fue el mismo que
el descrito en Métodos (m, 2). Antes de polimerizar el
gel de concentracidén se insertéen el aparato un'peine
formador de cédmaras, que se retiré cuando finalizd la
polimerizacién, Las dimensiones de las camaras para
las muestras eran de 4 mm de largo por 1,5 mm de

ancho, separadas por espacios de 2,5 mm,

El electrolito utilizado fue el mismo que el descrito

en Métodos (m, 2).
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I.a electroforesis se llevd a cabo durante 15 horas

a una intensidad constante de 20 mA por placa,

Una vez terminada la electroforesis, los geles se
tieron como se describe en Métodos(fl) o se secaron
mediante una modificacién kdel método de Fairbanks (92).
Para ello, se colocd debajo del gel una ldmina de Handy
Wrap, y en la parte superior se colocd papel Whatiman
3MM y una tela de acero inoxidable, El gel asi prepara-
do se colocd entre dos laminas de caucho de silicona,
una de las cuales tenia un orificio que se conectdé a una
bomba de vacio, y se colocd sobre una placa calefactora

a 1502C, hasta que se secd (1-2 horas).

El gel seco se puso en contactc con la pelicula Kodirex
los tiempos indicados en cada caso en completa oscuridad.
La pelicula se reveld con revelador rapido para Rayos X
durante 3-5 minutos y se fijéo con fijador réapido para uso

radiografico durante 5 minutos.

Para realizar la densitometria de las placas de pe-

licula de autorradiografia, se cortaron en tiras de apro-
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ximadamente 1 cm. de anchura, y se midieron en el den-

sitbmetro Chromoscan MKII, a una longitud de onda entre

7

610 y 690 nm.

n) Recristalizaciéon de los reactivos para electroforesis,

Se realizd segin el método descrito por Loening (93),

1) Acrilamida: Setenta gramos de acrilamida se di-
solvieron en 1 litro de cloroformo a 50°2C y la
disolucién se filtré por papel. El filtrado, se de-
j6 a -152C durante 12 horas y los cristales se re-

cogieron por filtracién y se secaron en vacio.

«

2) N, N'-metilenbisacrilamida: Diez gramos de N, N'-
metilenbisacrilamida se disolvieron en 1 litro de
acetona a 452C, La suspensién se filtré por papel,
y el filtrado se dejé6 a -15°C .durante 12 horas., Los

cristales se recogieron por filtracién y se secaron

en vacio.
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3) Dodecilsulfatosddico: Se afnadieron sesenta gramos
’de SDS a 2 litros de etanol 97% en ebullicién, y
se filtraron en caliente, El filtrado se dejé 12
horas a temperatura ambiente y los cristales de
SDS se recogieron por filtracién y se secaron por

liofilizacidn,

fi) Tincién de proteinas en geles,

Se utilizdé el método de Fairbanks y col. (94). Los

eles, se pusieron en una solucidén de isopropanol 25%
s p prop

dcido acético 10% y azul brillante de Coomassie R-250
al 0,025%, y se mantuvieron en ella durante la noche,
con agitacién ocasional. Después, se pasaron a una so-
lucidén de isopropanol 10%, &cido acético 10% y azul
brillante de Coomassie R-250 al 0,0025%, donde se agi-
taron durante 6 horas, El gel parcialmente destenido,

se pasd a una solucién de &cido acético 10% con azul
brillante de Coomassie R-250, 0,0025% durante la noche ;
luego se terminaron de desteiiir y se conservarcn en

dcido acético al 10% .
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o) Determinacién del peso molecular de los polipéptidos

inducidos por 29,

Se corrieron proteinas disociadas de peso molecular vcono-
cido en geles paralelos (Métodos m, 1) determinidndose su mo-
vilidad relativa (95). Los marcadores utilizados fueron (ademés
de las proteinas estructurales de 29 marcadas con 1eucina—C14
las siguientes: seroalbiimina bovina (peso molecular 68, 000),
inmunoglobulina G, cadena pesada (peso molecular 55, 000),
quimotripsinbégeno (peso molecular 25,000), mioglobina (peso
molecular 17,200), citocromo c¢ (peso molecular 12, 300) y
los péptidos obtenidos del citocromo c tratado con bromuro
de cian6geno segin el método descrito por Gross (96): 1,2 mgr
de citocromo c se disolvieron en 0,5 ml de Acidc férmico 70%,
y se afiadié un cristal de bromuro de cianégeno, La mezcla se
mantuvo a 402C durante 24 horas en oscuridad, se liofilizé y
se resuspendié en 0,1 ml de agua destilada esteril, Los pe-

sos moleculares de los fragmentos obtenidos son 7760, 2780

y 1810 respectivamente,

El peso molecular del precursor de la proteina NP1, se
determiné en geles de pH disontinuo (Métodos m, 2), utilizando
como marcadores las proteinas estructurales del fago p29, y

fosforilasa a (peso molecular 92, 500).

Las proteinas se tifieron como se describe en Métodos, 1.
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p) Determinacién de radioactividad,

L.a determinacién de radioactividad insolubleren acido
tricloroacético al 5%,» se realiz6é por precipitacién duran-
te 15 fninutos, seguida de filtraciéon a 42C a través de
discos de fibra de vidrio (Whatman GF/C de 2,5 cm de
didmetro), Los filtros se lavaron con Acido tricloroacético
al 5% frio y se metieron en pequefios viales (4,5 x 'i,Zcm);

para secarlos en estufa.a 1202C durante 1 hora.

A los viales con los filtros secos, se les afadieron
3 ml de liquido de centelleo (4 gr de butil-PBD por litro
de tolueno, 6 50 mgr de dimetil POPOP y 4 gr de PPO
por litro de toluené), y se contaron en contadores de cen-

telleo liquido Packard Tricarb o Nuclear Chicago.

La radioactividad total se determindé aplicando la
alicuota que se querfa contar a un papel de fibra de vi-
drio (Whatman GF/A de 2,5 cm. de didmetro), y se-
cando en estufa a 90-1202C. A continuacién, se anadid
el liquido de centelleo, y se contaron en los contadores

antes mencionados.
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q) Determinacién de proteinas.-

Se utiliz6 el método de Lowry y colaboradores (97).

Para ello se prepararon cuatro soluciones:

A) Carbonato sédico 2%; B) sulfato de cobre 0, 5% en
tartrato sédico-potasico al 1%; C) solucién B con 50

voliamenes de solucién A; D) reactivo de Folin 50%.

El problema cuyo.contenido en proteina se queria
determinar, se diluyé hasta 0,1 ml en NaOH a una con-
centracién final de 1M, y se anadié 0,25 ml de solucién
C; después de 10 minutos.a temperatura ambiente, se
afiadieron 25 sl de solucién D, agitdndose inmediata-
mente, y la mezcla se mantuvo 20 min, a temperatura
ambiente, determinéndose finalmente su absorcidén a

670 nm.,

Como patrédn se utilizd una solucidén de seyoalblmina
bovina cuya cantidad de proteina se habia determinado

por su coeficiente de absorcidén molar,
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Iv.




a) Efecto de la luz ultravioleta sobre B, subtilis 110NA, .

Para estudiar el efecto de distintas dosis de irradia-
cibén con luz ultravioleta en B. subtilis 110NA , las bac-
terias se irradiaron durante 2, 4, 6 y 8 minutos. lLas
bacterias irradiadas se marcaron con.leucira radioactiva a
dos tiempos diferentes: de 10 a 13 minutos y de 25 a 28
minutos después de iniciada la incubacidén de las bacte-

rias irradiadas.

La tabla II muestra los resultados de la incorpora-
cién de leucina radioactiva en material insoluble en 4cido
tricloroacético al 5% en células irradiadas durante los

distintos tiempos.

La irradiacién de dos minutos ha‘ce disminuir unas
2 veces la incorporacidén de leucina radioactiva en el
pulso de 10 a 13 minutos; en el de 25 a 28 minutos
apenas detiene la incorporacién, La irradiacidon de 4
minutos produce un descenso en la incorporacién del
aminoacido radioactivo de 4 veces en el pulso de 10 a

13 minutos, y casi de 2 veces en el de 25 a 28 minutos



TABLA II. EFECTO DE LA IRRADIACION DE B.SUBTILIS 110NA
CON LUZ ULTRAVIOLETA A DISTINTAS DOSIS.

Tiempo de %I;:l)corporacién 2/‘); Incorporacibén CIz“ago final (ufp)
irradiacién pulso 10-—13 pulso 25—28 por bacteria

0 min, 54, 6 44,8 152

2 min, 28,9 35,6 200

4 min, 13,7 23,5 86"

6 min, 5,1 3,7 40

8 min, 3,7 2,8 36

B. subtilis 110NA , se crecid y se irradié con luz ultravioleta
como se describe en Métodos, durante 2,4,6 y 8 minutos, (a) ali-
cuotas de 0,1 ml del cultivo se marcaron con leucinahH3 (20 /uc/n;ll,
0,01 mM) del minuto 10 al 13, y la incorporacidén se detuvo-éﬁa—
diendo Acido tricloroacético al 5%. La radioactividad se determind
como se ha descrito en Métodos b . De igual manera, se marcaron
las células del minuto 25 al minuto 28, El porcentaje de incorpora-
cibn representa el tanto por ciento de la radioactividad total afadi-
da al cultivo,' que se incorpord durante el pulso en radioactividad

insoluble en &cido.

Una alicuota de los cultivos irradiadosse infectd con fago P29
como se describe en Métodos, para ver el desarrollo del fago en
las bacterias irradiadas, y calcular el nGmero de fagos obtenidos

por bacteria infectada (c).
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sobre el control de células sin irradiar,

Y ~

La irradiaci6on durante 6 minutos produce 11 veces
menos incorporacién en el pulso de 10 a 13 mimitos, y
més de 12 veces menos incorporacién en el pulso de 25
a 28 minutos, respecto a los controles sin irradiar,
mientras que la irradiacidén de las bacterias por més
tiempo (8 minutos), no produce ;:lescenso adicional con-

siderable de la incorporacién del aminoacido radioactivo,

Una alicuota de los cultivos irradiados a los distin-
tos tiempos, se infectd con el fago $29, calculidndose el
rendimiento, al tiempo de lisis,de los fagos obtenidos
por bacteria infectada; La irradiacibén de las bacterias durante
4 minutos hace disminuir a la mitad el rendimiento de
fagos/bacteria sobre el control sin irradiar; la disminu-
cibn es de cuatro veces en las células irradiadas 6 mi-
nutos. Irradiaciones durante més tiempo no afectan apre-

ciablemente el rendimiento de fagos obtenidos por bacteria.

b) Proteinas inducidas en B, subtilis 110NA irradiado

e infectado con el fago $29.

B. subtilis 110NA irradiado 4,5 minutos con luz ultra-
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violeta, se infectd con 29, y a distintos tiempos se
marcaron las bacterias infectadas con leucina—H3 (pul-
sos de 3 minutos), llevando como control bacterias no

infectadas marcadas a los mismos tiempos con leucina-C

La figura 7 muestra el desarrollo del fago $29 en
bacterias irradiadas, siendo el rendimiento final de 60
unidades formadoras de placa por bacteria infectada. La
relacidén de incorporacién de leucina radiocactiva que se
muestra en la figura 7,' indica que después del primer
pulso (de 0 a 3 minutos), la bacteria infectada incorpora
radioactividad en material insoluble en &cido en mayor
proporcién que la no infectada (hasta dos veces mas en

el pulso de 25 a 28 minutos).

Los nmoles de aminoicido incorporados, se calcu-
laron a partir de la actividad especifica real del ami-
noacido radioactivo en el momento que se di6é el pulso,
Para ello se tuvo en cuenta la correccién de la activi-
dad especifica debida al consumo de la leucina presen-
te en el medio de incubacién en cada momento, Este

cilculo se realizd siguiendo la incorporacién de aminoa-

14
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cido radioactivo en un marcaje continuo durante el

periodo de desarrollo del fago (figura 8).

7

Para seguir la sintesis de los polipéptidos induci-
dos por $29 en B, subtilis 110NA, se mezclaron alicuotas
de cultivos infectados con $29 (marcados con leucina-Hg),
y de cultivos de bacterias sin infectar (marcados con
1eucina-Cl4), se lisaron y se disociaron las proteinas
para someterlas a electroforesis en geles de poliacri-
lamida en un sistema de pH continuo (Métodos m, 1),

La figura 9 muestra los resultados de la coelectrofeore-
sis de las proteinas sintetizadas en células infectadas
con P29 y sin infectar marcadas en un pulso de 0 a 3
minutos después de la infeccién, Como puede verse, la
radioactividad correspondiente a la bacteria sin infectar
es mayor que la correspondiente a la bacteria infectada,
excepto en la posicién de la proteina denominada III en
la que hay un ligero incremento de radioactividad debida
a H3 sobre C14. L.as proteinas no estructurales induci-
das por §29, se nombraron provisionalmente segin su
movilidad electroforética en estos geles, siendo las pro-
teinas I y XII las de menor y mayor movilidad, respecti-

vamente,
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~

La figura 10 muestra la coelectr:oforesis correspon-
diente al pulso de 5 a 8 minutos: la sintesis de la proteina
III se incrementa considerablemente respecto al tiempo
anterior , y aparecen otras proteinas, una de peso mole-
cular mayor (proteina I) y otras de menor peso molecular
(proteinas V-IX, XI y XII), La zona de las proteinas VII-IX

es heterogénea y sbélo se resuelve en pulsos més tardios.

La figura 11 corresponde a la electroforesis de las
proteinas sintetizadas en un pulso de 10 a 13 minutos: la
sintesis de todas las proteinas presentes en el pulso an-
terior se incrementa, Ademés aparecen dos pequefios pi-
cos de radioactividad con movilidad correspondiente a las
proteinas estructurales HP1 (mayoritaria de la chpsida)

y HP3 (proteina que forma las fibras).

La figura 12 muestra la coelectroforesis correspon-
diente al pulso de 15 a 18 minutos: la sintesis de las
proteinas III, XI y XII decrece y la de las proteinas V-IX
permanece en su valor méximo. La mayoria de las pro-
teinas estructurales se detectan ya en este pulso, y tam-
bien dos proteinas no estructurales (II y X). En las condi-

ciones de separacién de estos geles, no es posible identificar
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a la proteina pD, que solapa con la proteina NP3. La
identificacion de esta proteina como producto del cis-

trién D se verid més adelante,

En la figura 13 correspondiente al pulso de 20 a 23
minutos, se observa que la sintesis de las proteinas III,
XI y XII decrece maés, mientras que la sintesis de las

proteinas V-IX se mantiene a la misma velocidad,

Las proteinas estructurales NP1, TP1, HP1l, NP2,
NP3 y HP3, son ya muy definidas y su sintesis, asi
como la de las proteinas pD, II y X aumenta respecto
al pulso previo. Ademéas, aparece en este pulso un nuevo
polipéptido inducido en 1as.bacterias infectadas denomina-

do IV.

La figura 14 corresponde a la electroforesis de las
proteinas sintetizadas en un pulso de 25 a 28 minutos.
La sintesis de las proteinas III, XI y XII continGa decre-

ciendo, mientras que el resto presenta un valor méximo,
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En la figura 15 se muestra la electroforeis de las

proteinas sintetizadas en un pulso de 34 a 37 minuto's. La
sintesis de la mayoria de las proteinas decrece, debido

probablemente a la lisis de las bacterias infectadas,

c¢) Coelectroforesis de las proteinas estructurales pre-

sentes en la particula viral y las proteinas estructu-

rales inducidas en bacterias irradiadas marcadas ra-

dioactivamente mediante pulso y caza,

La posiciéon de las proteinas estructurales sintetiza-
das en las bacterias irradiadas e infectadas con el fago
$29 se determindé por coelectroforesis de una mezcla de
proteinas marcadas con 1eucina-H3 de cada pulso y fago
29 marcado con leucina-C14 y purificado como se des-

cribe en Métodos f.

Como la proteina HP2 no se resuelve bien en el sis-
tema de electroforesis empleado, se utiliz6 el sistema
pH discontinuo en geles cilindricos de 10 cm., como se
describe en Métodos m, 2. La figura 16 muestra la coe-

lectroforesis en este sistema de las proteinas inducidas
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en la bacteria irradiada e infectada con $29, marcadas
con leucina-H3 en un pulso de 20 a *23 minutos, seguidos
de caza de 2 minutos, y fago $29 purificado marcado con
1eucina-C14. Todas las proteinas ‘estructurales del fago
se resuelven y corresponden con proteinas marcadas en
el pulso obtenido de las bacterias infectadas, Se ha de-
mostrado (98) que en el sistema de electroforesis de
pH discontinuo empleado en estos experimentos, la mo-
vilidad de las proteinas estructurales NP2 y NP3 presenta ano-
malias respecto a su movilidad en los geles de pH conti-
nuo. In la figura 16, la proteina pD se superpone con el
pico correspondiente a la protéina NP2 en vez de coinci-
dir con la proteina NP3 como sucedia en los'geles de

pH continuo,

Como control, se realizd una coelectroforesis de las
proteinas marcadas en un pulso idéntico .(20 a 23 minutos),
en bacterias sin infectar e infectadas con $29 (figura 17),
Los picos de radioactividad correspondiente a las proteinas
HP2 y NP3 solapan parcialmente con un pico de proteina
sin infectar, mientras que el resto de las proteinas estruc-

turales no tiene contaminacién de proteinas de la bacteria.

Si se calcula la radioactividad especifica del fago me-
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diante el método de Mayol y Sinsheimer (99), consi-
derando que la radioactividad de H3, debida a protei-
nas inducidas pof el fago despdés de la infeccibén es

igual a la radioactividad de H° obtenida en el conta- -
dor, menos la relacién minima d>e HS/CM determina-
da en las fracciones del gel, multiplicada por la ra-
dioactividad de 014 obtenida én el contador para cada
fraccién, De esta forma, aparece un pico de radioac-
tividad especifica de bacteria infectada en la zona de
las proteinas HP2 y NP3 (figura 18), e igualmente

aparecen claramente definidas el resto de las protei-

nas estructurales,

d) Cinética de sintesis de las proteinas inducidas

por el fago $29.

La cinética de sintesis de las proteinas inducidas
por $29 se ha determinado calculando el porcentaje. del
méaximo valor de la proteina sintetizada para cada una

de ellas, en cada pulso,

Para calcularlo, se determindé la radioactividad
correspondiente a las proteinas especificas del fago

en cada uno de los picos de proteina radicactiva, mar-
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cada en los pulsos de 0 a 3 minutos, 5 a 8, 10 a 13, 15 a
18, 20 a 23, 25 a 28, 34 a 37, seguida en todos los casos
de una caza de dos minutos. El célculo de la radioactividad
especifica de fago se realizé segin el método de Mayol y

Sinsheimer (99), descrito en el apartado anterior.

La figura 19 muestra los resultados obtenidos para
las proteinas inducidas no estructurales, Se pueden ob-
servar 3 esquemas distintos de sintesis: a) IExisten
3 proteinas ( III, XI y XII), que aparecen inmediata-
mente después de la infeccién (0-8 minutos), alcanzan
su velocidad méxima de sintesis a los 10-13 minutos, y
después decrecen, b) Otro grupo es el formado por las
proteinas V a IX, que aparecen inmediatamente des-
pués de la infeccidén, pero que una vez alcanzada su velo-
cidad méxima de sintesis (15 minutos), permanecen al
mismo nivel durante todo el ciclo de desarrollo del fago.
La cinética de la proteina I no se ha representado, ya

que es dificil diferenciar de la proteina HP3 deSpués
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Figura 19, - Cinética de sintesis de las proteinas no estructurales

inducidas en B, subtilis infectado con el fago p29, -



del pulso de 10 a 13 minutos debido a la gran
cantidad de esta Gltima que se sintetiza. En cualquier
caso, la proteina I puede ser clasificada como tem-
prana ya que aparece poco después de la infeccidn,
c¢) Un tercer grupo de proteinas no estructurales in-
cluye las proteinas 1II, IV y X, cuya sintesis empie-
za al mismo tiempo que las proteinas estructurales,
y presenta una cinética similar a éstas, En las con-
diciones de separacién empleadas, la cinética de la
proteina pD es indistinguible de la cinética de sintesis

de la proteina NP2, La figura 20 presenta las cinéti-

cas de sintesis de las proteinas estructurales del fa-
go f29, inducidas en bacterias irradiadas. Como se

ve, la cinética de todas ellas es similar, empezando
la sintesis entre los 10 y los 13 minutos, aumentando
a lo largo del desarrollo del fago hasta que alcanzan
un maximo entre los 25 y 30 minutos, y después de-
crecen, debido probablemente a lisis de la bacteria

huesped,

88
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e) Existencia de un precursor de la proteina que

forma los apéndices del cuello del fago $29.

Cuando se marca con 1eucina’-H3,.B,subtilis irradiado
e infectado con P29, durante un pulso de 22 a 24 mi-
nutos después de la infeccién, y se somete a electro-
foresis en geles de poliacrilamida como se ha descrito
(ver Métodos g, 3), aparecen todas las proteinas indu-

cidas por el fago en un control marcado durante un

pulso de 21 a 26 minutos seguido de una caza de 5 mi-

nutos (figura 21). Adema4s, aparece una proteina .(RNPI)
que en el control marcado en pulso y caza, se obtiene
en bajas cantidades. Para resolver mejor esta zona,

se empled un sistema de electroforesis de pH discon-
tinuo como se describe en Métodos m, 2. En estas con-
diciones (figura 22) se aprecia claramente la existencia
de la proteina P-NP1l, en una zona que corresponde a

un peso molecular de 90,000 (figura 23),

La figura 24, muestra la electroforesis de las
proteinas marcadas durante dos minutos y cazadas en
presencia de un exceso de leucina no radioactiva du-

rante cinco minutos,
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Coelectroforesis en sistema de pH continuo de las proteinas
marcadas radioactivamente en un pulso de 22 a 24 min, des-
pués de la infeccién de B, subtilis con $29 frente a las pro-

teinas marcadas radioactivamente en un pulso de 21 a 26 min,

seguido de caza, -
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La mayor parte de la radioactividad presente en el
pi co de proteina P-NP1 desaparece y se obtiene un in-
cremento paralelo en la zona correspondiente a la pro-

teina NP1,

En el sistema de pH discontinuo se observa maés

claramente esta transformacidén (figura 25).

Los controles de las proteinas sintetizadas en las
mismas condiciones en bacterias irradiadas sin infectar
(figuras 26 y 27) sometidas a electroforesis en geles
de poliacrilamida en los dos 'sistémas (pH continuo y
discontinuo), demuestran que el polipéptido de peso mo-
lecular 90,000 no estid presente en células sin infectar,
lo que indica que es una proteina inducida después de la

infeccidn,

Otra manera de demostrar la relacidén estructural
entre las proteinas NP1 y P-NP1 es analizar los péptidos

tripticos de ambas proteinas.

Una mezcla de proteinas P-NP1 y NF1 marcadas con metio

3
nina-835 y H respectivamente, digeridas con tripsina, se.
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marcadas radioactivamente en R, subtilis infectado con §29,

marcadas mediante pulso de 2 min, y caza frente a las pro-

teinas marcadas en pulso de 5 min, y caza.-
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Figura 26, - Coelectroforesis en sistema de pH continuo de las proteinas

22 a 24 min, frente a las proteinas marcadas en B.subtilis

infectado con $29, en un pulso de 21 a 26 min., seguido de

caza, -
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sometieron a cromatografia de cambio de ién en una
. columna de resina cambiadora Beckman PA-35 como

se describe en Métodos, h., La figura 28 muestra que

los péptidos tripticos de ambas proteinas son muy si-
milares, indicando una estrecha relacién estructural

entre ambas,

f) Bloqueo de la transformacién del precursor en

proteina NP1 en mutantes sensibles a tempera-

tura en el cistré4n B,

El andlisis de las proteinas sintetizadas por el
mutante sus B47 al infectar a Bsubtilis su , muestra
que en estas condiciones restrictivas no se produce ni
la proteina P-NP1 ni la NP1 (100). Estos resultados
indican que la proteina precursora P-NP1 estd especi-

ficada por el cistréon B.

Para ver si los mutantes sensibles a temperatura

91

en este cistrén tienen o no bloqueada la transformacién

del precursor en producto, se infectd B. subtilis irra-

diado con luz ultravioleta con 3 mutantes sensibles a



92

temperatura en el cistrén B realizdndose la incubacidén
a temperatura restrictiva (422C), Las bacterias infec-
tadas se marcaron mediante un pulso de 15 a 30 minu-
tos y se analizaron por electroforesis en geles de polia-

crilamida como se describe en Métodos m, 2.

L.a figura 29 muestra que entre las proteinas sin-
tetizadas por el mutante ts B73 en condiciones restric-
tivas de temperatura, se acumula una mayor cantidad
de precursor que en las sintetizadas .por el fago 929 -

normal en las mismas condiciones,

Como control, la figura 30 muestra la electroforesis
de las proteinas sintetizadas por fago normal y las sin-
tetizadas por la bacteria sin infectar en las mismas con-
diciones, L.a proteina acumulada en las bacterias infecta-
das por el mutante ts B73 en condiciones restrictivas es

especifica del fago,

Un resultado similar se obtuvo con las proteinas
sintetizadas en condiciones restrictivas de temperatura,

con los mutantes ts B66 (figura 31) y tsB74 (figura 32)
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Para dewmmostrar gue la transformacidén del precursor
en los mutantes sensibles a temperatura era dependiente
de &sta, sc realizd un experimento control llevado a ca-
bo en las mismas condiciones que log anteriormente des-

. ¢
critos, exceplo por la temperatura que fue 302C,

La figura 33 muesira gue en la infeccién con el mu-

tante ts1373 en condicioncs permisivas (302C), se produce
la transformacidén normal del precursor P-NP1 a proteina
NP1, mientras que la infeccién a 429C producia el blo-

queo de esta transformacion.

g) Peso molecular de las proteinas no estructurales

inducidas por el fago $29,

Los pesos moleculares de las 12 proteinas no estruc-
turales inducidas por el fago §29 en bacterias irradiadas
se determinaron por electroforesis en geles de poliacrila-
mida de pH continuo (Métodos m, 1) en presencia del de-
tergente SIS, I'n estas condiciones, las proteinas se re-
cubren de detergcﬁte, quedando cargadas negativamente de

manera uniforro, ILa movilidad en estas condiciones es



proporcional al peso molecular (95).

La figura 34 muestra las movilidades relativas de
las proteinas inducidas, frente a las movilidades rela-
tivag calculadas con las proteinas marcadoras descritas
en Meétodos, o. ILlos valores de los pesos moleculares
obtenidos oscilan entre 36,000 para la proteina pD (que
coincide en movilidad con la proteina NP3) y 4,000 pa-
ra la de menor peso molecular. Il peso molecular to-
tal de las proteinas inducidas es 195, 500 que equivale
a un 35% del contenido de la informacién genética del
DNA de $29 (tabla 1II), La denominada proteina IV no
se ha detectado como proteina especifica del fago en al-
gunas ocasiones, ya que coincide en movilidad electro-
forética con una proteina bacteriana., Como por otra
parte no se ha podido detectar como proteina especifica
del virus en eleciroforesis de pH discontinuo (Resulta—‘
dos, i), no se ha incluido como proteina inducida por
29 en la tabla III. El peso molecular de las siete
proteinas estructurales del fago, obtenido por Mendez
y col, en nulestro laboratorio (22) se muestra en la ta-

bla como comparacién, si bien como la proteina NP1 se
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TABLA T, PESO MOLECULAR DE LAS PROTEINAS INDUCIDAS
POR EL. FAGO f29.

Proteinas no  Peso rnolecular‘ Proteinas Peso molecular

estructurales estructurales

pD 34. 000 P-NP1 90. 000
I 217,000 TP1 71. 000
11 26. 000 HP1 54, 000
111 22. 500 HP2 48,000
\Y% 17. 000 NP2 40, 000
V1 16. 000 NP3, 36. 000
VII 13. 000 HP3 28. 000
VIII 11. 500 Total 367. 000
IX 10, 500
X 8. 000
X1 6. 000
X11 4, 000
Total 195.500




sintetiza en forma de precursor (P-NI’1l) de peso mole-
cular 90,000 es este valor el que se ha incluido en la
tabla. En total las proteinas estructurales representan

un 60% de la informacién del DNA de $29.

h) Proteinas sintetizadas in vitro en presencia del

DNA del fago $29,

Con el sistema acelular de I, coli obtenido como se
describe en Métodoé, k y dirigido por el DNA de §29
se consiguié sintesis de RNA, medida por la incorpora-
cién de UTP-H3 en material insoluble en &cido triclo-
roacético (figura 35a) y sintesis de proteinas, medidas
por la incorporacién de 1eucina-H3 en material inso-
luble en &cido tricloroacético después de calentar 15 mi-
nutos a 902C (figura 35 b). Como muestra la figura,
hay una estimulacién apreciable en la incorporacién de
ambos precursores marcados en material insoluble en

4dcido debida a la presencia del DNA de p29.

Una de las actividades enziméticas inducidas en

B. subtilis infectado con el fago 29 es la actividad tipo
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lisozima (37). Actividades similares se han detectado

en otros sistemas acelulares de E. coli dirigidos por

el DNA de diferentes fagos (65, 66). Como control
para nuestro sistema de sintesis de proteinas in vitro,
se ensayd la sintesis de actividad tipo lisozima dirigi-

da por el DNA dec §29,

La figura 36 muestra que después de un periodo
de 10 minutos desde que comienza la reaccidén se em-
pieza a sintetizar una actividad tipo lisozima capaz de
liberar &cido diaminopimeélico de la pared de E.coli,
hasta alcanzar un maximo. Ista actividad no se puede

detectar en un ensayo paralelo sin DNA,

Para comprobar que la actividad sintetizada in vitro
no era proteasa, de un ensayo de sintesis de proteinas
dirigido por DNA de $29 se tomaron alicuotas para en-
sayar aclividad lisozima como se ha descrito en Méto-
dos, 1, y otras alicuotas se ensayaron sobre filtros
pretr.atados con lisozima de clara de huevo, I.a tabla IV

muestra que mientiras que en el sistema se detecta la
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!;TAB‘J'ZJA IV, ENSAYO DI ACTIVIDADIES LISOZIMA Y PROTEASA EN EL

i SISTITNA _11 _Vitro
; .

Actividad lisozima, cpm/200 pl Actividad proteasa, cpm/200 pl

‘ Tiempo de

| incubacion + DNA §29 - DNA _+ DNA 29
i

0 min. 282 382 682

3 321 286 ' 464

10 " 484 332 440

20 " 744 288 486

30 " 1059 311 ' 319

De la mezcla de sintesis de proteinas in vitro en presencia de DNA de §29,

. s¢ sacaron alicuotas a los tiempos indicados, y se incubaron a 372C durante

24 horas con filtros conteniendo E. coli marcado con &cido d,{, diaminopimé-

1i<:o—H3 (para seguir actividad lisozima) 6 con filtros pretratados con lisozima
(para seguir actividad proteasa)y se determiné la radioactividad total liberada
de los filtros en una alicuota de 200 }11. Como control se siguié la actividad

lisozima sintetizada en un ensayo sin DNA,
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sintesis progresiva con el tiempo de incubacién de una
actividad lisozima, no aparece un aumento paralelo de
actividad proteasa:‘ En el control de las proteinas sin-
tetizadas in vitro sin DNA, no aparecidé una sintesis

progresiva con ¢l tiempo de ninguna actividad,

Si la aclividad sintetizada en ¢l ensayo dirigido por
el DNA de $29 fuera proteasa debia haber aparecido en
el ensayo sobre filiros pretratados, ya que en filtros
controles tratados con tripsina en las mismas condicio-
nes (Métodos, 1, 2) se produjo una liberacién de radioac-
tividad del mismo orden que la producida por la lisozima

de clara de huevo (tabla I).

Las proteinas sintetizadas in vitro, marcadas con
leucina radioactiva, se analizaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida como se describe en Métodos

m, 1,

La figura 37, muestra la coelectroforesis de las
proteinas sintetizadas in vitro en presencia de DNA de

29 (marcadas con 1eucina—C14) y las proteinas sinteti-
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. : . 3
zadas en ausencia de DNA (marcadas con leucina-H"),
En el perfil electroforético correspondiente a las pro-
teinas marcadas en el ensayo dirigido por DNA de

p29 aparecen varios picos especificos.

Iin la figura 38, se muestra la goelectroforesis de
las proteinas sintetizadas in vitro en prescncia de DNA

. . 14 . .
de 29, marcadas con leucina-C™ ", y las proteinas sin-

tetizadas in vivo en B, sublilis irradiado e infectado con

$29, marcadas en un pulso de 20 a 23 minutos con leu-

cina—IIS, como se ha descrito en Métodos, g, 2.

Las proteinas sintetizadas in vitro corresponden
con las proteinas III, V a IX y XII sintetizadas in vivo,
Todas las proteinas sintetizadas in vitro son tempranas,
no apareciendo ninguna proteina tardia, estructural o no

estructural,

i)Anélisis de las proteinas sintetizadas por los mu-

tantes sensjbles a supresor de $29 en condiciones

restrictivas.

B. subtilis 110 NA es una bacteria su  y por tanto no
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permite el desarrollo normal de los mutantes sensibles

a supresor (sus)del fago 29,

Para analizar las proteinas inducidas en condiciones
restrictivas por los mutantes sensibles a supresor de (29,
B.subtilis 110NA se irradié con luz ultravioleta y se in-
fectdé6 como se describe en Métodos g, 6, con los mutan-
tes T515, K91, O56, A422r3, E136r3, 11542, B47,144r3, "
.53, I1.55r3, M1241r3, N212, D241r3 y P112 de la co-
leccién de Moreno y cols (28), y con los mutantes R 629,

Q626, J614 y G769 de la colecciéon de Reilly y cols (26).

ILos mutantes A422, 11136, 144, 153, L55, M1241 y D24
se retrocruzaron tres veces con el fago 29 normal para

eliminar posibles dobles mutaciones (Métodos, d).

La figura .39 muestra el mapa genético lineal de §29,
con el lugar donde estadn localizados los mutantes emplea-
dos en nuestros experimentos, Los mutantes de la colec-
cion de Reilly y cols. se han localizado en nuestro labo-
ratorio (29) en relacidén con el mapa genético obtenido

previamente (28),
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La figura 40 muestra el desarrollo de fago en las
bacterias irradiadas e infectadas con 29 normal y con
algunos de los mutanies empleados en nuestros experi-

mentos,

La cinética de desarrollo obtenida para todos los
mutantes emplcados es similar a la mostrada en la fi-
gura para el mutante 144, lo que indica que no se desa-
rrollaron, excepto en el caso de los mutantes M1241r3

y N212.

El mutante M1241r3 alcanza un rendimiento de fagos
por bacteria infectada ligeramente superior al obtenido
por infeccién con 29 normal, pero su cinética de desa-
rrollo es mucho maéas lenta, Una particularidad de este
mutante es que en las condiciones empleadas en estos
experimentos no lisa las bacterias que infecta, y puede
que ésta sea la razén de su alto rendimiento final en

términos de fago obtenido por bacteria infectada.

En el caso del mutante N212 se aprecia también un

retraso anormal en el desarrollo respecto al control in-
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Figura 40, - Desarrollo de mutantes sus en B, subtilis 110NA .
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fectado con 29 normal, También este mutante en las
condiciones empleadas tarda mucho tiempo en lisar
las bacterias que infecta (aproximadamente dos veces

més que el fago normal),

Las bacterias infectadas con cada uno de los mu-
tanles, se marcaron a dos tiempos distintos con ami-
noacidos radioactivos como se describe en Métodos g, 6.
Il primer pulso se realizé entre los 5 y 13 minutos
después de la infeccibén para analizar las proteinas tem-
pranas inducidas por los mutantes, y el segundo pulso
entre los 20 y 28 minutos para analizar las proteinas

tardias,

En el caso de los mutantes Q626 y M1241r3 fue ne-
cesario marcar las baclerias infectadas con un pulso 4
adicional entre los minutos 35 y 43 debido a que la sin-
tesis de sus proteinas parece ir considerablemente re-

trasada respecto al resto de los mutantes.,

L.as proteinas marcadas en las bacterias infectadas

con los mutantes ya citados asi como los controles co-
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rrespondientes a bacterias sin infectar e infectadas con
f29 normal, se sometieron a eleciroforesis en placas

de gel de poliacrilamida de pH discontinuo, en los que
el gel separador tenia un gradiente de acrilamida entre

el 10 y el 20% (Métodos m, 3).

En el sistema de electroforesis empleado, las pro-
teinas caracterizadas se han nombrado con la letra corres-
pondiente al gen que delermina a la proteina como se ve-
ré méas adelante, excepto en el caso de las proteinas en
las que no se conoce el gen que las especifica, que se
han nombrado con nameros Aarabes del 1 al 5, Esta asig-
nacién gen-proteina se detalla més adelante en este mis-

mo apartado,

La figura 41 muestra la densitometria correspon-
diente a las proteinas inducidas en B, subtilis 110NA in-
fectado con $29, marcadas con 1eucina—C14 en un pulso
de 5 a 13 minutos, frente a las proteinas sintetizadas
por la bacteria sin infectar, marcadas en idénticas con-

diciones, Como puede verse aparecen 9 proteinas espe-
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cificas de la bacteria infectada (pK, pP, pQ, pIl, pl, p2,
p3, p4 y P5). Las proteinas pl y p2 se consideran es-
pecificas del fago aunque coincidan en movilidad con
proteinas de la bacteria debido a que son sintetizadas

en un sistema acelular de sintesis de proteinas de k. coli,
dirigido por el DNA de $29 (101). En este pulso aparece
algo de proteina HP1, cuya sintesis aumenta considera-
blemente en el pulso tardio, a diferencia de lo que su-

cede con las proteinas tempranas (figura 42).

La correlacién entre las proteinas tempranas carac-
terizadas en el sistema de electroforesis de pH continuo
y las caracterizadas en el sistema de gradiente de acri-
lamida y pH discontinuo se puede realizar de acuerdo
con el peso molecular, de manera que las llamadas
proteinas I y III corresponden con las proteinas pK y
pP respectivamente, l.a zona de proteinas V-IX, que en
el sistema de electroforesis de pH continuo se resolvia
pobremente, en el sistema de pH discontinuo se resuelve

claramente en cinco proteinas, que se han denominado

PR, 1, 2, 3 y 4.
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La protcina XI corresponde con la proteina pb del

sistema de pll discontinuo y la XII con la proteina pl.

Lia figura 42 muestra la densitometria de las protei-

nas inducidas en 13__.~subtil'i.§ J10NA infectado con $29, mar-

. 14 .
cadas con leucina-C en un pulso de 20 a 28 minutos,
frente a las protcinas marcadas en idénticas condiciones

en ]_5’_,subtili§ 110NA sin infectar.

I.a posicién de las proteinas estructurales en la auto-
rradioagrafia se determind haciendo electroforesis en las
mismas condiciones de fago $29 purificado y marcado con
1eucina-C14 (Métodos f). l.a figura 42 muestra que ademés
de las proteinas estruclurales del fago (NP1, TP1l, HP1l y HP2,
NP3, NIP2 y HI’3), en bacterias infectadas aparecen otras
tres proteinas: la proteina pD (que en el sistema de electro-
foresis de pIH continuo no se podia separar de la proteina
NP3), la proteina pN que corresponde con la proteina II de
las caracterizadas en electroforesis de pH continuo ‘, y la
proteina pJ que debe corresponder con la proteina tardia X
caracterizada en Resultados, b. También aparece una pro-

C
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teina de movilidad electroforética en la zona de peso molecular
aproximado de 10,000, Esta proteina no aparece cuando

se infecta B, subtilis 110NA con mutantes sus en el cis-

tréon B, Iistos datos pafecen indicar que esta proteina

es el fragmento producido en la transformacién de la pro-

teina 1>-NIPP1 a NP1.

Para determinar la posicién de la proteina NIP’3 (figura 43).
> compard la autorradioagrafia de las proteinas estructurales

del fago (29 purificado, y las proteinas estructurales de

las cabezas vacias que aparecen en los lisados obtenidos
cuando se infecta con $29, marcadas y purificadas como se
describe en Métodos f, ya que la proteina NIPP3 estd ausen-

te de las cabezas vacias (22). Como se indica en la figura,

la movilidad de la proteina NP3 en el sistema de

pH discontinuo estd alterada respecto a la movilidad de '

esta proteina en el sistema de electroforesis de pH con-

tinuo (98).

La figura 44 muestra la autorradioagrafia correspon-

diente a la electroforesis de las proteinas marcadas en un
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pulso de 5 a 13 minutos después de la infeccién de B, subtilis
110 NA con los mutantes RG29,F515, K91, 056 y Q626,
frente a un control de las proteinas sintetizadas por el fago

$29 normal.

El mutante sus R629 presenta las mismas proteinas
que el control infectado con 29 normal, excepto dos pro-

teinas tempranas de bajo peso molecular (p3 y p4).

Los mutantes F515 y O56 inducen aparentemente las
mismas proteinas que el conirol de fago $29 normal. E1
mutante K91, induce todas las protcinas tempranas indu-
cidas por $29 normal menos una de movilidad algo menor
que la proteina estructural HP3. La proteina ausente en la

infeccién con el mutante sus K91, se llamdé pK.

En la infeccién con el mutante Q626, se detectan to-
das las proteinas inducidas por el fago normal, excepto

una proteina temprana mayoritaria (pQ).

La figura 45 muestra la autorradiografia de las pro-

teinas sintetizadas después de la infeccién con los mutantes
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sus RG29 ,¥F515, K91, 056y Q626, asi como los controles
de bactecria sin infectar e infectada con $29 normal, mar-
cadas en un pulso de 20 a 28 minutos para analiéar las
proteinas tardias, y un pulso adicional del mutante Q626
marcado entre los 35 y 43 minutos, ya que la sintesis de
proteinas tardias en este mutante parece realizarse mas
lentamente y a niveles bajos. Los mutantes R629, 515,
K91 y Q626 presentan todas las proteinas tardias estruc-
turales y no estructurales que aparecen en el pulso del
control infectado con $29 normal y las proteinas tempranas
aparecen disminuidas, Ademés siguen sin sintetizarse las
proteinas pK, p3 y p4 y pQ en los mutantes K91, R629 y

Q626, respectivamente,

El mutante O56 no sintetiza ninguna proteina tardia,
ya sea estructural 6 no estructural, a pesar de que pare-
ce sintetizar todas las proteiﬁas inducidas por el fago nor-

mal en el pulso temprano.

L.a figura 45 muestra la autorradioagrafia correspon-



Figura 45. - Autorradiografia de las proteinas inducidas por los mu-

tantes sus R629, sus F515, sus K91, sus O56 y sus Q62

marcadas en un pulso tardio. -
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diente a la electroforesis de las proteinas inducidas en

B. subtilis 110NA por los mutantes J614, G769, A422r3,

II136r3, 11542 y B47, marcadas en un pulso de los 5 a
los 13 minutos después de la infeccién, En todos los
mutantes aparecen las mismas proteinas que en el con-

trol infectado con $29 normal.

Lha figura 47 muesira la autorradiografia correspon-
diente a las proteinas inducidas por estos mutantes marc'adas
en un pulso de los 20 a los 28 minutos después de la in-
feccidén, El mutante J614 no induce una proteina de bajo
peso molecular que aparece en los pulsos tardios de bac-
terias infectadas con §29 normal. Esta proteina se deno-
mina pJ. Ademés, aparece la proteina que forma las fi-
bras de la cabeza (HP3) con una movilidad algo mayor

de la que aparecc en cl lisado obtenido con 29 normal.

L.a infeccibén con el mutante G769, induce todas las
proteinas presentes en un lisado control infectado con
29 normal, excepto las proteinas estructurales HP1

(mayoritaria de la cipsida) y HP3 (fibras),



Figura 47.- Autorradiografia de las proteinas inducidas en condicione

restrictivas por los mutantes sus J614, sus G769,

sus A422r3, sus E136r3, sus II1542 y sus B47, marcadas

en un pulso tardio. -



110

las sintetizadas por los dos mutanies E y H, se realizaron
experimentos de doble marca con leucina-C 4 y H3 en
condiciones resirictivas, como se describe en Métodos

g, 6. Las proteinas sintetizadas por los mutantes E136r3

y Hb542 asi como las inducidas por $29 normal se mar-
caron con 1euciua—C.,14 y se mezclaron con alicuotas igua-
les dec cultivos bhacterianos sin infectar marcados con
1eucina—I—I3, para someterlos a electroforesis en geles

cilindricos de gradiente de acrilamida entre el 10 y el

20% (Mcétodos m, 2).

La figura 48 muestra la coelectroforesis de las pro-
teinas inducidas por $29 normal frente a las proteinas
presentes en la bacteria sin infectar, Si se calcula la
radioactividad especifica debida a proteinas inducidas
por el fago mediante el método de Mayol y col (99), como
se describié en Resultados, c, se define la presencia de
la proteina NP3 y su posicidén en el gel ( figura 49). La
figura 50 muestra la coelectroforesis de las proteinas
inducidas por-el mutante 1136r3 frente a las proteinas
estructurales del fago 29 purificado y marcado con una

e 3 .
mezcla de aminoicidos-H como se describe en Métodos, f.
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En la posicién de la proteina NP3, no aparece un
pico definido de proteina inducida por el mutante. ILa
coelectroforesis de las proteinas inducidas por el mu-
tante E136r3 frente a las proteinas de la bacteria sin
infectar se muestra cn la figura 51. Cuando se calcula
la radioactividad especifica de proteinas inducidas por
el fago no aparece un pico definido de proteina en la

posicién de la proteina NP3, (figura 52),

La figura 53 mucstra la coelectroforesis de las
proteinas inducidas por el mutante 542 marcadas con
1eucina—C14, frente a las proteinas estructurales de $29
normal marcadas con aminoécidos-Hs. L.a proteina NP3
seflalada por ¢l marcador de fago—H3 no corresponde con
un pico de proteina inducida por el mutante, I.a figura 54
muecestra la coelectroforesis del control de proteinas de

la bacteria sin infectar frente a las inducidas por el mu-
tante 11542, Si se calcula la radioactividad especifica de

fago por el método de Mayol y col. no aparece proteina

NP3 entre las inducidas por el mutante H542 (figura 55).

La figura 56 muestra la autorradiografia de las pro-

teinas sintetizadas por los mutantes 144r3, 1.53, Lb55r3,



cpmx 102/ fraccidn

L)
4974’, .
33605
21514 o8 HPB#‘
16 - °
LU 1
F &
]
L
2 |
HPL pD
NP1 .
[
§
4 > [y
8 | L ]
3
[ ] r >
J
4 r TP NT e ]
1
11
12 g A :
P-NPI zﬁi ‘L? . i ;
! o & o ,,’5; ‘5? 2 e
?;ﬁl;%' J(?’Q}ﬁ{} 0}8%2%’? = i s w
B ool it ) L L 1
a0 . 80 120

N2 de fraccion

I"igura 51} - Coelectroforesis de las proteinas inducidas en
B, subtilis 110NA infectado con el mutante sus
E136r3 y de las proteinas marcadas en bacterias

sin infectar, -



4639,

215!
i6 M
2012
L8 wps g ﬂ
I o “
i g
[ |
2 r HPI

pD
NPI

cpmx 10" ¥ fraccion

- P-NPI i [ J i. ,I :
m—m‘?ﬁéi_iLé_ MMJ " LA” 1 WE:E;WJ
40 80 120 160 200 240

N2 de fraccion

TFigura 52.- Radioactividad especifica del mutante sus E136r3 en

geles de gradiente de acrilamida. -



o
9 ps
S °T P :
= HE b
[}
N ¥
Q o,
x o
E 4t : pO iR
Q. NP i1
o 5L Gnoe
i e
[
@& [ J
3 i
- o ale
2 P35 ?‘; l 1'
£
i §h e g ‘
O 3 S{’ H
;’ BZ‘ g 1 L
&b S N £ 3 »
e s [ ka‘ s i
s 1 q 01“7921“ ."r it ¥ 1 1 L W —

120 160 200 240
N2 da fraccion

Figura 53. -Coelectroforesis de las proteinas inducidas por el
mutante sus H542 frente a las proteinas estructu-

ales del fago $29, -



[ =4
e
8 6 I HPI
E ]
“w—
o L
h
©
b4 PO HP3
£ a4} NP2 R
5 f
(S

NP B}L i, ' £ { %ﬁé Al
| wo Sl gl A AT
P"NP“{T 2%, % %‘3%'}/:}:\3& :)fvs%;% {g%ﬂél? %‘"

mdﬁgj;ﬁ! Se? U %gf"‘“??:ﬁ = )
40 80 120 160 200 240

N2 de fraccion

Figura 54, - Coelectroforesis de las proteinas inducidas en
1. subtilis 110NA infectado con el mutante sus
H542 y de las proteinzis marcadas en bacterias

sin infectar, -



1740
o
mz’““‘s
Y
8 -
[ o
o HPI
o 6
o
o
| 98
[,
o [
o
»
£ 4 Npp HP3
8. °
bl
2t I
i
®
: 1
P-NPI TPI 1 I J l ? qu ‘.
J r b \
40 80 120 160 200 240
N2 de fraccidn
Figura 55.- Radioactividad especifica del mutante sus H542 ecn

geles de gradicnte de acrilamida, -



112

M1241r3, N212, D241r3 y 1’112 marcadas con un pulso
de aminoécidos-C14 de 5 a 13 minutos después de la in-

feceidn,

Bl mutante 144 no induce la sintesis de la proteina
temprana de menor peso molecular presente en el con-
trol de proteinas inducidas por $29 normal (pl). Ademés,
no tiene proteina pP de movilidad normal, y en su lugar

aparece una proteina con movilidad ligeramente menor,

El1 mutante 1.53 tiene todas las proteinas presentes
en el control infectado con fago normal. Sin embargo,
otro mutante del mismo cistréon, el sus Lb55r3, que esta
localizado a la derecha del anterior en el mapa genético
de 29, no tiene proteina pP normal, y en su lugar apa-
rece una proteina de movilidad electroforética ligeramente

mayor,

El mutante M1241r3 sintetiza las mismas proteinas
que el control sin infectar excepto que no tiene ni proteina

pP ni proteina pQ normales. En su lugar tiene dos pro-
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teinas de movilidad en geles de poliacrilamida ligeramente
mayor que las proteinas citadas., Bl mutante N212 induce
la sintesis de las mismas proieinas tempranas que el
c:ontroi infectado con (29 normal, asi como el mulante
D241. El mutante P112 no induce la sintesis de una pro-
teina temprana mayoritaria entre las inducidas por fago

normal (pD).

La figura 57 muestra la autorradiografia de las pro-
teinas marcadas en un pulso de 20 a 28 minutos sinteti-
zadas por los mutantes 144, L.53, I.,5‘45r3, M1241r3, N212,
D241r3 y 112, y un pulso adicional desde los 35 a 43
minutos después de la infeccidn con el mutante M1241r3.
L.as proteinas tardias inducidas por 29 normal estdn pre-
senies en los mutanties 144, 1.53, Lb55r3, M1241 y P1l12.
X1 lento desarrollo del mutante M1241 (figura 40), puede.
ser debido a la sintesis retrasada de las proteinas tardias
inducidas por el mutante, ya que solo en el pulso de 35
a 43 minutos Qdespués de la infeccién aparecen proteinas

estructurales en cantidad apreciable,

El mutante N212 no induce la sintesis de la proteina

tardia no estructural pN, que aparece en bacterias infec-
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tadas con ¢29 normal con una movilidad electroforética

algo mayor que la proteina estructural HP3.

El mutante D241r3 no induce la sintesis de una
proteina no estructural que estd presente en los pul-
sos tardios en bacterias infectadas con fago normal
(pD). Ista proteina tiene una movilidad electroforética
en estos geles ligeramente mayor que la proteina es-

tructural NP2,

j) Andlisis de las proteinas sintetizadas por los

mutantes ts 1810 y ts J116 en condiciones per-

misivas y restrictivas, -

Para estudiar el efecto de la mutacién de las pro-
teinas determinadas por los genes I y J en la produc-
cidon de las proteinas pP y HP3 con movilidad electro-
forética anormal, se realizaron experimentos de mar-
caje de las proteinas inducidas por mutantes sensibles
a temperatura en estos cistrones en B, subtilis 110NA

a 302C (temperatura permisiva) y 422C (temperatura
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restrigtiva).

La figura 53 muestra el desarrollo de los mutan-
tes tsI810 y ts J116 al infectar a B. subtilis110NA irra-
diado e incubado a 302 y 429, Un control de bacterias
infectadas con $29 normal se incubbé a 429C como con-
trol positivo de¢ desarrollo del fago. Como puede verse,
los mutantes sensibles a temperatura cuando infectan

B. subtilis a temperatura resirictiva no se desarrollan.

Los mutantes a 302 se desarrollan més lentamente que

el fago normal a 422C, pero dan un titulo final incluso mayo
que el obtenido en la infeccién con 29 normal, Las pro-
teinas inducidas por los mutantes ts 1810 y ts J116, tan-

to a temperatura permisiva como restrictiva, se marcaron
con 1eucina-C14 como se describe en Métodos g, 5, asi
como los controles de bacterias irradiadas sin infectar

y bacterias infectadas con fago normal,

La figura 59 muestra la autorradiografia de las pro-
teinas marcadas a 302C y 429C por infeccién con el mu-

tante ts 1810, analizadas por electroforesis en placa de
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gel de poliacrilamida (Métodos m, 3)., Como controles se
muestran un pulso equivalente de bacterias infectadas
con P29 normal, y las proteinas marcadas de las bacte-
rias‘ sin infectar, tanto a 309C como a 429C., La movi-

lidad de la proteina pP, al contrario de como sucedia en
el caso del mutante sus 144/es idéntica tanto a 302 como
a 42°2C e igualmente idéntica a la del control infectado

con fago normal,

L.a figura 60 presenta la autorradiografia de las pro-
teinas inducidas por el mutante ts ‘J116 a 302 (tempera-
tura permisiva)y a 422C (temperatura restrictiva), ana-
lizadas por electroforesis en geles con un gradiente de

acrilamida (Métodos m, 3).

Tanto en condiciones permisivas como en condiciones
restrictivas, el mutante ts J116 induce la sintesis de pro-
teina HP3 con la misma movilidad que la proteina HP3
inducida por $29 normal, al contrario de lo que ocurria
con el mutante sus J614 que inducia una proteina HP3 con
movilidad ligeramente mayor que la proteina inducida por

$29 normal,
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Utilizando B. subtilis irradiado con luz ultravioleta
antes de infectar con el fago $29 para inhibir la sintesis de pro
teinas de la bacteria huésped se ha detectado la induccién de
12 proteinas no estructurales, ademéas de las 7 proteinas

estructurales presentes en la particula del fago (22),

Las proteinas inducidas después de la infeccién con
el fago $29 se pueden clasificar en dos grupos principa-
les: aquellas que aparecen inmediatamente después de la
infeccién (tempranas), y otras cuya sintesis ocurre a

tiempos posteriores (tardias).

Entre las proteinas tempranas existen dos tipos:
aquellas cuya sintesis decrece considerablemente a tiem-
pos tardios(IIl 6 pP, XI 6 P5 y XII 6 pl) y el resto cuya
sintesis se mantiene esencialmente constante durante todo

el periodo del desarrollo del fago.

En el grupo de proteinas tardias se -incluyen todas
las proteinas estructurales de la particula viral (HP1, IIP2,

HP3, NP1, NP2, NP3y TP1l) y otras tres proteinas no
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estructurales (pD, pN y pJ), cuya sintesis presenta una

cinética muy parecida a la de las proteinas estructurales.

La ‘existencia de proteinas tempranas y tardias implica
un control temporal de la sintesis de las proteinas induci-
das por $29., Cuando se infecta B, subtilis 110NA con el
mutante sus 056, no se induce la sintesis de ninguna de
las proteinas tardias. LEste resultado indica que la proteina
determinada por este gen juega un papel importante en la
regulacién de la aparicién de las proteinas tardias induci-
das por §29. Este control podria realizarse a nivel de re-
gulacién de la producciéon de RNA mensajero o bien en el

paso posterior de traduccién del mensajero en proteinas,

L.os datos obtenidos después de la infeccién de B. subtilis

con $29, indican que se ejerce un control, al menos en 1a.
produccién de RNA mensajero, Los resultados de Hermoso
(37), de Schachtele y cols (38, 39) y de Loskutoff y cols

(40, 41) mue'stljan la existencia de dos clases de RNA espe-
cifico de $29. E1l RNA temprano se transcribe de la banda

L del DNA, y entre el RNA que se sintetiza a tiempos més
tardios en el periodo de desarrollo del fago, existen especies

de las caracterizadas como tempranas, y otiras exclusivas
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del periodo tardio. Experimentos de hibridacién y compe-
tencia del RNA es;r)e’cifico de $29 con la banda L. del DNA
mostraron que el RNA temprano de $29 compite con to-
das las especies presentes en el RNA tardio que hibridi-
zan con la banda L. del DNA, mientras que no es capaz
de competir con el RNA tardio que hibridiza con la ban-
da H del DNA. Iste resultado indica que las especies

de RNA temprano sintetizadas tanto a tiempos tempranos
como tardios son transcritas de la banda L del DNA ex-
clusivamente, mientras que las especies de RNA tardio

se transcriben de la banda H( 39).

En este aspecto, la transcripcién del fago 29 se pa-
rece a la del fago T4, ya que en éste los genes tempra-
nos se transcriben preferentemente de una banda del DNA
(banda 1), y los genes tardios de la otra (banda r) (102),

En ambos casos se requieren probablemente lugares distin-
tos para la iniciacién de la transcripcién de los dos tipos de

RNA,

Entre las especies de RNA temprano determinadas por

el DNA de $29, hay unas que se sintetizan tanto a tiempos
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tempranos como {ardios (especies de peso molecular 370, 000,
250. 000, 90.000 y 40,000), y otra especie de RNA que
solo se sintetiza a tiempos tempranos (de peso molecular
750,000) (38, 41). I.a desaparicion de la sintesis de las
proteinas pP, pb y PI a tiempos tardios podriaser com-
patible con la posibilidad de que estas proteinas fucsen
especificadas por la especie de RNA de peso molecular
750,000 que solo se sintetiza inmediatamente después de
la infeccién de la bacteria con {29, Sin embargo el hecho
de que los genes que determinan ia sintesis de las protei-
nas pP ¥ pl estén separados en el mapa genético por una
region de genes tardios (ver figura 59) descarta esta po-
sibilidad e implica la existencia de un control en la sinte-

sis de estas proteinas a nivel de traduccidn,

El total de las proteinas tempranas caracterizadas
después de la infeccién pér ¢29 representa un 21% de la
informacién presente en su DNA, y las especies de RNA
temprano inducidas dan cuenta de un valor muy préximo

al 27% (40, 41).
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Estos resultados, junto a los obtenidos en la sintesis

in vitro de las proteinas y la asignacién de las proteinas

especificadas por los genes de 29, (que se discutirdn
méas adelante), indican que en el sistema de bacterias
irradiadas e infectadas con P29, se detectan la mayoria

de las proteinas tempranas inducidas por el virus.

n conjunto, las proteinas no estructurales (tempra-
nas y tardias) inducidas por el fago $29, tienen un peso
molecular total de 195,500 que dan cuenta del 35% del
contenido de informacion del DNA de $29. Otro 60% de
la informacién del DNA se emplea para especificar la
sintesis de las proteinas estructurales (22). Por lo tan-
to, las proteinas detectadas hasta la fecha dan cuenta
de aproximadamente un 95% de la capacidad de informa-

cién del DNA de $29.

Como ya hemos comentado, el DNA de 29 se puede
aislar en forma de circulos unidos no covalentemente por
una proteina cuya movilidad electroforética en geles de

poliacrilamida con dodecil sulfato sbédico, es idéntica a



122

la de la proteina mayoritaria de la cépsida, con un
peso molecular aproximado de 54,000 (15). LKl ané-
lisis de los péptidos tripticos de la proteina mayo-
ritaria de la cépsida del fago (HP1l) y de la proteina
asociada al DNA (DAP) ha indicado que ambas pro-
teinas estan muy relacionadas estructuralmente,
aunque presentan algunas diferencias (103). Una po-
sibilidad es que ambas proteinas procedan de un mis-
mo gen, que diese lugar a una preproteina que después
se lransformase por roturas especificas en las pro-
teinas HP1 y DAP, Otra posibilidad es que sean de-
terminadas por dos genes distintos, con lo que habria
que aumentar en un 9% la informacién del DNA que

se traduce en proteinas.

Como hemos indicado antes, las proteinas detecta-
das hasta la fecha, excluyendo la proteina asociada al
DNA, dan cuenta de un 95% de la informacién del DNA
de $29. Teniendo en cuenta que la precisién en la de-
terminacién de los pesos moleculares de las proteinas
por electroforesis en geles de poliacrilamida en pre-

sencia de SDS puede ser de _‘_L 10%, seria posible
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incluir en el DNA de p29 la capacidad para especificar
la sintesis de la proteina asociada al DNA (si ésta no
procede de un gen comin con la proteina mayoritaria

de la cépsida) o dealguna otra proteina no detectada

hasta la fecha,

Es también muy probable que en el DNA de (29
existan senales, bien de control de transcripcidén o de
traduccién que no se traduzcan en proteinas, como se
ha encontrado en otros casos, En el fago >\ , Se ha
descrito la existencia de una region en un operdn
temprano, de 200 pares de nucledtidos que no se
transcriben., Esta zona, parece estar situada entre
el punto de unién de la RNA polimerasa al DNA, y
el de la iniciacién de la cadena de RNA (104). Por
otra parte, en los colifagos Qi?) y R17, cuyo mate-
rial genético es RNA, existen senales intercistrénicas
no traducidas en proteinas (105)Si existen estas sefa-
les en el DNA de $29, seria necesaria una informacién
adicional. Recientemente Talavera ha determinado el
peso molecular del DNA de 29 por microscopia elec-

tronica utilizando como marcadores internos el DNA
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del fagoT7 y la formurelicativa del fago X174 (1086).
IZ1 valor obtenido para el peso molecular del DNA de
Q"Q ha sido de 12 x 106. Este valor es superior en
cerca de un 10% a los obtenidos previamente (15).
L.a informacién adicional que tebéricamente puede al-
macenar el DNA de $29 con este valor de peso mo-
lecular, podria ser suficiente para dar cuenta de la
sintesis de la protecina asociada al DNA si ésta no
procede de un gen com@n con la proteina HP1, asi
como de la existencia de alguna otra proteina no de-
tectada altn y de sefales iftercisirénicas no traducidas

en proteinas,

Los experimentos de pulso y caza realizados en
B. subtilis irradiado e infectado con $29 sugerian una’
relacion precursor-producto entre las proteinas P-NP1
y NP1, Esta relacidén se confirmd por la gran seme-
janza de los péptidos tripticos obtenidos de ambas
proteinas,’ que implican una estrecha identidad es-

tructural.



Por otra parte, cuando se infecta B. subtilis con
mutantes scnsibles a ternperatura en cistrdén B (que
especifica la sintcsis del precursor de la proteina
NTP1l) en condiciones restrictivas de temperatura, se
produce acumulacién de la proteina P-NP1, mientras
que en bacterias infectadas en condiciones permisivas
para el fago mutante, no se produce esta acumula-
cidn de precursor, y aparece la proteina NP1 en can-
tidades normales, Iistos resultados indican una clara

relacién entre ambas proteinas,

Utilizando geles de gradiente de poliacrilamida,
ha sido posible detectar un polipéptido en la zona de
peso molecular 10,000, que no estd presente entre
las proteinas inducidas por mutantes en el cistrén B.
Es posible que este polipéptido sea el fragmento que
se produce en la transformacién de proteina P-NP1

(peso molecular 90,000) a NP1 (peso molecular 80.000).

L.a existencia de un precursor (P-NP1) de la pro-

teina que forma los apéndices del cuello de la parti-
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cula viral sugiere que, a semejanza con otros casos
similares en fagos como T4 (46-50), lambda (12, 51,
52), P2 (53) y TH (54), esta proteina puecde estar im-

plicada en algln paso en la maduracién del virus,

Para estudiar el momento de transformacién de
la proteina P-NP1 en proteina NP1, se analizaron las
proteinas inducidas por mutantes en los cistrones J
y G que no son capaces de ensamblar ningin tipo de
particula. L.a transformacibédn normal del precursor
a producto en estos mutantes indica que ésta puede
realizarse antes del ensamblamiento del precursor

en la particula.

Teniendo en cuenta la posicién de los apéndices
del cuello en la particula viral seria posible que la
transformacién del précur‘sor (P-NP1) en proteina
NP1 estuviese implicada en el proceso de la encapsu-
lacién del DNA, ya que el cuello puede ser el "tapdn'

de la cépsida y por tanto determinar de alguna manera
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la cantidad de DNA encapsulado.

Otra posibilidad es que los apéndices del cuello
tengan una actividad litica que actie bien en el pro-
ceso de inyeccidén del DNA 6 en el de rotura final
de la bhacteria. Iil1 bacteriofago n® 11 de Klebsielia
induce la sintesis de una actividad polisacérido de-.
polimerasa que estd presente en los apéndices de
las particulas del fago (107)., Estos apéndices son

muy similares a los apéndices del cuello de §29.

Actualmente sc estd estudiando la posible induccidén
de una actividad similar después de la infeccién con
$29 y, si se detecla dicha actividad, su posible rela-

cién con la proteina P-NP1 y /o NP1,

Los experimentos realizados de pulso y caza no
han indicado la existencia de otros precursores de
proteinas inducidas por $29, estructurales o no es-

tructurales.
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En el sistema de sintesis de proteinas in vitro

de Ii, coli dirigido por el DNA de (29, se sintetiza
RNA que es desplazado de un hibrido con el DNA
de 29 en més de un 80% por el RNA sintetizado
in vivo en presencia de cloramfenicol (RNA tem-
prano). Il porcentaje de competencia no aumenta
cuando se anade RNA tardio como competidor, que
contiene todas las especies de RNA inducidas por
el fago (67). Lstos resultados indican que el RNA

sintetizado in vitro es esencialmente temprano.

E1 anélisis de las proteinas sintetizadas in vitro

con DNA lineal de 29 mucstra que se sintetizan la
mayoria de las proteinas inducidas in vivo a tiempos

tempranos, menos una proteina minoritaria (pK).

La ausencia de sintesis de proteinas tardias, de
acuerdo con el hecho de que no se sintetiza RNA men-
sajero tardio, pucde deberse a que en nuestras condi-

ciones de ensayo la RNA polimerasa de I.coli no es
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capaz de reconccer los promotores del DNA de $29
que darian lugar a la sintesis de RNA mensajeros

tardios,

Se ha descrito que un aumento en la concentracién
B R e s . .
de Mg da lugar a la iniciacién de la sintesis de
RNA en ciertos promotores que a una menor concen-

N
tracién de Mg " no son transcritos (63),

Para estudiar esta posibilidad hemos realizado
experimentos con distintas concentraciones de Mg’
sin que se apreciase la sintesis de ninguna proteina
tardia. Solo se observaron cambios en las proporcio-

nes relativas de las proteinas tempranas sintetizadas.

Es posible que para la transcripcidon de los genes
tardios del DNA de $29 se vrequiera la presencia de
una proteina especifica que interaccione., bien con la

propia RNA polimerasa, o bien directamente con el
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DNA, dando lugar al reconocimiento y lectura de los
promotores de las proteinas tardias del DNA, Si se
tratase de una proteina que interaccionase con la
propia RNA polimnerasa es posible que fuese incapaz
de hacerlo con la RNA polimerasa de I, coli, por

lo que seria conveniente eliminar del sistema in vitro

esta polimerasa y afiadir en su lugar la de B, subtilis,

La eliminacion de la RNA polimerasa se puede conse-
guir pasando la fraccidén proteica sobrenadante del sis-
tema de E,coli por columnas de DNA -celulosa, que
retienen la RNA polimerasa, dejando pasar el resto
de los enzimas implicados en el proceso de sintesis
de proteinas (43). Anadiendo después la RNA polime-
rasa purificada de B.subtilis es posible estudiar la
sintesis de proteinas tardias anadiendo diversas frac-

ciones procedentes de células infectadas con $29.

Otro posible camino de estudio del control de la
transcripcién de los genes tardios de $29 in vitro,
puede ser utilizar un sistema de sintesis de proteinas

in vitro de B. subtilis similar al descrito recientemente




131

por Legault-Demare y col. (108).

Otra posibilidad es que el mecanismo que con-
trola la produccién de RNA mensajero tardio sea la
conformacién del DNA., IIs decir, que a partir del
DNA lineal solo se produzcan RNAs mensajeros tem-
pranos, y que para la transcripcién de genes tardios

se requiera la presencia de DNA circular,

La transcripcién del DNA del virus SV40 depende
de la conformacién del mismo. Cuando est4d en forma
circular y superenrollado se transcribe in vitro el ge-
noma completo dando lugar a productos asimétricos
de transcripcién, Cuando se produce un corte en una
de las bandas y el DNA se desenrolla, se transcriben
las dos bandas dando productos simeétricos de trans-

cripcién y de tamafio heterogéneo (109).

También la transcripcién del DNA del fago lambda

depende del grado de superhelicidad del mismo (110).
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La principal dificultad para estudiar esta posibilidad
en cl caso del DNA de 29 es que el método de obten-
cién de DNA circular puesto a punto hasta la fecha no
permite obtener la cantidad requerida para los ensayos
de sintesis de proteinas in vitro, Actualmente se estéd

tratando de resolver este problema,

De cualquier manera, el sistema de sintesis de pro-
teinas in vitro ofrece una serie de posibilidades para
el estudio del control de la transcripcidén de los genes
tardios del DNA de $29. También mediante el empleo
de RNA mensajero aislado de bacterias infectadas por
29 se podré estudiar la existencia de alghn posible

control a nivel de traduccién.

Entre las actividades enziméticas inducidas en
B, subtilis infectado con ¢29, se encuentra una actividad
de tipo lisozima (37). Como f29 es un fago litico para

B. subtilis, podria pensarse que la lisozima es el enzima
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encargado de la lisis de la bacteria al igual que en

otros casos, como T2 (111), lambda (112) y T4 (113).

Sin embarpo existe evidencia que sugiere que la
lisozima detectada después de la infeccién por $29
no es la actividad que da lugar a la lisis de las bac-
terias, En el sistema de sintesis in vitro dirigido
por el DNA de $29 hemos detectado la sintesis de
una actividad tipo lisozima, dependiente del DNA de
29, Como en este sistema solo se sintetizan protei-
nas tempranas, estos resultados sugieren que si la
actividad tipo lisozima detectada en el sistema in vitro,
es la misma actividad que la inducida in'vivo, ésta
es una proteina temprana, lo que hace poco probable
que se trate de una actividad litica que, probablemen-

te seria una proteina tardia.

Una posibilidad es que la actividad tipo lisozima
de $29 sea similar a la descrita en el fago T7 (114),
en el que este enzima se sintetiza a tiempos tempra-

nos y esté4 determinada por un gen que se encuentra
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entre el grupo de genes implicados en la sintesis
del DNA. Se¢ ha especulado que esia actividad tem-
prana tipo lisczima de T7, sea responsable de la
liberacién del complejo DNA-membrana que se re-

quiere para iniciar la replicacién del DNA (115).

Puede ocurrir sin embargo, en $29, que como
en el caso de T4 (63), el gen que especifique la li-
sozima sea adyacente a los genes tempranos y se
pueda lecr bajo el control de un operador temprano
en determinadas condiciones. Aungque entre las pro-
teinas sintetizadas in vitro por el DNA de $29 no se
detectan por electroforesis proteinas tardias, si el
ensay‘o de actividad enzimdética fuera més sensible
que la deteccidén de proteinas radioactivas, quedaria
explicada la existencia de la actividad tipo lisozima
sintetizada en el sistema in vitro por extensiéon y
lectura errénea del sistema de transcripcidén en las
condiciones del sistema acelular de sintesis de pro-

teinas empleado.



LLos mutantes sensibles a supresor se han utilizado
para establecer una correlacién entre los genes del DNA
y las proteinas por cllos especificadas, en distintos fa-
gos, La existencia de sefiales de terminacidédn anormales
en el RNA mensajero de un mutante, provoca la inte-
rrupcién de la traduccidén del mensaje genético, y por
tanto se produce una proteina incompleta cuya longitud
estd en funcién de la posicion de la mutacidén en el cis-

irdn,

Utilizando los mutlantes sensibles a supresor obteni-
dos en nuesiro laboratorio (28) y los de la coleccién de
Reilly y cols (26), hemos determinado las proteinas espe-
‘cificadas por 13 genes de p29. Mutantes en el gen R no
producen las proteinas p4 y p5 tempranas, de bajo peso
molecular, La incapacidad de este mutante de inducir la
sintesis de estas dos proteinas puede ser debido a un
efecto polar sifnilar a los descritos en el fago lambhda (1i2),
L.os genes K y Q determinan 1.a sintesis de las proteinas

tempranas pK y pQ.
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Mutantes en el gen O no producen ninguna proteina
tardia, lo que indica quc la proteina especcificada por
este gen estd implicada directa o indirectamente, en el
control de las proteinas tardias de $29, si bien no hemos
detectado cual es la protcina producto del gen mutado
en nuestro sistema. La deteccién y purificacién de esta
proteina puede servir para establecer un modelo de re-

gulacidén de sintesis de proteinas inducidas por virus.

l.os mutantes en el gen J no inducen en condiciones

resirictivas la sintesis de la proteina tardia pJ.

L.a proteina estructural TP1 .esté determinada por el
gen A, y el gen B especifica la proteina precursora
P-NP1 que se transforma en la proteina de los apéndices
del cuello del fago (NPP1), produciendo ademés un fragmen-

to en la transformacidén (pB).

Mutantes en el gen G no inducen en condiciones res-
trictivas para su desarrollo ni proteina HP1l (mayoritaria

de la cépsida) ni HP3 (fibras). Estos resultados pueden
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sugerir que ambas proteinas estan especificadas por el
mismo gen como en ¢l caso de las proteinas A1 y C del
fago Qf_,\ (116), o bien que se irate de un efecto polar
del gen G sobre otro gen adyacente a €l aun no deter-

minado en (29,

Mutantes en el gen E no producen en condiciones res-
trictivas las proteinas estructurales NP2 y NP3, mientras
que los mutantes en el gen H no producen en estas condi-
ciones proteina NP3, Iistos resultados sugieren la existen-
cia de un efecto polar del gen E sobre el gen H, efecto

que genéticamente se ha comprobado (28).

Los bajos valores de complementacién obtenidos con
mutantes sus en el cistrén E y mutantes ts en el cistrén
H, y los altos valores obtenidos con mutantes sus en el
cistrén H complementados con mutantes ts en el cistrén
E, 6 cuando se complementan mutantes ts en los cistro-
nes E y H, sugieren que los cistrones E y H se trans-
criben de izquierda a derecha k(sobre el mapa genético)

en un mensajero policistrénico, dando lugar a un efecto
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polar cuando la mutacidén sus estd localizada en el
cistrén E y no cuando la mutacién se presenta en

el cistrén I (que estd a la derecha del cistréon E).

El gen I especifica la proteina pl que es tempra-
na y es la proteina de menor peso molecular de todas

las detectadas inducidas por §29,

El gen N especifica la proteina pN que es una pro-
teina tardia no estructural de movilidad relativa algo
mayor que la proteina estructural de las fibras del fago

(HP’3)., Esta proteina pN parece ser dispensable en de-
terminadas condiciones, ya que la infeccién en condicio-
nes restrictivas con mutantes en el gen N produce un
desarrollo de fago méas lento, pero de igual orden de

magnitud, que la infeccién con fago normal,

El gen D especifica la proteina pD que es también
proteina tardia no estructural de movilidad parecida en
geles de acrilamida de pH discontinuo a la proteina NP2

que forma el collar superior del cuello del fago.



Mutantes en el gen PP no inducen en condiciones res-
trictivas la proteina pl’, que es una proteina temprana

rmayoritaria,

I.a infeccién de B. subtilis 110 NA (su ) con un mu-

tante sus en €l gen J ademés de no inducir la proteina
pJ, produce una proteina HP3 (fibras) de movilidad algo
mayor en geles de pliacrilamida que la proteina inducida
por $29 normal. También la infeccién en condiciones res-
trictivas para el desarrollo de un mutante sus en el gen
I, induce la formacidén de una proteina pP de movilidad
electroforéti ca dstinta a la inducida por $29 normal. Sin
embargo, cuando se utilizan mutantes sensibles a tempe-
ratura en cstos cistrones, y se analizan las proteinas
inducidas por ellos en condiciones restrictivas de tempe-
ratura, aparecen las proteinas HP3 y pP en ambos mu-
tantes idénticas a las inducidas por 29 normal (tanto a
temperatura permisiva como a temperatura restrictiva),
Como los mutantes sensibles a temperatura son capaces
de sintetizar la proteina completa mutante aunque esta

proteina no sea funcional a 429, estos resultados pueden
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sugerir que la aparicién de las proteinas pP y HP3 mo-
dificadas entre las proteinas inducidas por mutantes sus
en los cistrones I y J respectivamente, no se deba a la
falta de funcionalidad de las proteinas especificadas por
estos genes (ya que con mutantes sensibles a temperatura
no aparecen modificadas), sino a que en los mutantes
sensibles a suprecsor no se produce la proteina completa

especificada por el gen mutado.

Un efecto similar parece existir en los mutantes del
gen I.. El mutante 1.55 produce una proteina pP modifi-
cada mientras que el mutante L.53 produce proteina pP
normal, No hemos podido identificar la proteina producto
del gen L, pero como la longitud del fragmento producido
por un mutante sus estd relacionado con la posicién de
la mutacién en el cistfén (71), es posible que el fragmen-
to producido por el mutante L.53 sea tan grande que impida
la modificacién de la proteina pP, mientras que el frag-
mento producido por el mutaﬁte L.55 (que estd a su dere-
cha en el mapa genético y como se verd méas adelante,
en posicién méas amino-terminal), sea lo suficientemente
corto como para permitir la modificacién de la proteina

pP.
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El mutante sus M1241, en condiciones restrictivas,
no es capaz de lisar la bacteria que infecta, y produce
un rendimicnto de fagos por bacteria similar o mayor al
obtenido con fago normal, pero el desarrollo de esie fago
es mucho més lento. Estos resultados indican que la pro-
ieina especificada por el gen M es dispensable, pero no
hemos podido detectar cual es la proteina determinada
por este gen., DPor otra parte, la infeccién con el mutante
M1241 en condiciones restrictivas, induce la formacidén de
las proteinas pP y pQ modificadas, Cuando dispongamos de
mutantes sensibles a temperatura en este cistrédn, seré
posible estudiar algo méas sobre la forma en que la pro-
teina especificada por el gen M estd relacionada con la

produccién de las proteinas pP y pQ modificadas,

Sin embargo, no podemos excluir la posibilidad de que
la induccibén por los mutantes sus 144, J614, L.55 y M1241
de varias proteinas con movilidad electroforética alterada,
se deba a que son miltiples mutantes que, ademés de tener
alterado el gen correspondiente, lleven en su genoma otras
alteraciones génicas que sean las responsables de la apari-
cion de estas proteinas distintas de las inducidas por fago

normal. El retrocruzamiento realizado con fago $29 normal
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de los mutantes 144, I1.55 y M1241, no asegura que los
mutantes retrocruzados tengan una mutacidn simple, aungue

es cierto que aumentan la posibilidad de que lo sea.

Para estudiar esta posibilidad, se deben conseguir
més imutantes en los cistrones mencionados, y analizar

las proteinas inducidas por ellos en condiciones restrictivas.

La figura 61 muestra el mapa genético de $29, con
los grupos dec complementacion ofdenados por Moreno y
col (29) y las proteinas especificadas por cada uno de los
cistrones determinadas utilizando mutantes sensibles a
supresor. Como se ve, existen 3 zonas del DNA de §29
que dan lugar a sintesis de proteinas tempranas, y dos
zonas intercaladas con las anteriores que producen la sin-
tesis de proteinas tardias. Ademés, las proteinas estruc-
turales estdn especificadas por una serie de genes agru-
pados (desde el G al B). Ya hemos indicado que esta
agrupaciéon de genes que especifican proteinas de funciones
relacionadas, se ha descrito en otros bacteri6éfagos como
lammbda(72, 73, 74), T4 (45, 50) y P22 (75). Cuando se co-

nozcan més datos sobre las funciones de las proteinas in-
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ducidas por §29, se podran determinar si existen més agru-
pamientos de genes de este tipo. Los datos disponibles has-
ta ahora sugieren que la proteina especificada por el gen J
(que es tardia), estd implicada en el proceso de morfogé-
:nesis del fago (43). De acuerdo con esto, el gen J estéd

al lado del grupo de genes que especifican las proteinas

estructurales de 29,

I.as otras dos proteinas tardias no estructurales indu-
cidas por ¢l fago(pN y pD) podrian estar implicadas en pro-
cesog morfogenéticos y (o) de lisis de la bacteria, L.a pro-
teina pN es dispensable en ciertas condiciones de crecimien-
to ya que mutantes en el gen N se desarrollan méas lenta-
mente, pero alcanzan un rendimiento final de fagds por
bacteria del mismo orden que cuando se infecta la bacte-
ria con P29 normal. Actualmente se estan realizando estu-
dios con mutantes letales condicionales en estos genes para

esclarecer su posible funcién morfogenética,

Por otra parte, existen una serie de mutantes de 29
que no son capaces de sintetizar DNA. Estos mutantes han
sido asignados a los grupos de complementacién R,F,K,C,

Q y P. En la figura ¢1 se muestra que todos estos cistro-
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nes, excepto el P, estédn agrupados en la zona izquierda

s’

del mapa genético,

Es 16gico suponer que también en este caso nos
encontramos con otro agrupamiento de genes que de-
terminan la sintesis de proteinas que van a ejercer

una funcibén relacionada.

Existe evidencia que sugiere la posibiiidad de que
las proteinas especificadas por los genes I, LL y M ac-
tGen también en funciones relacionadas con la proteina
pP?, ya que mutantes sensibles a supresor en estos cis-
trones producen en condiciones restrictivas proteina pP
de movilidad anormal en geles de poliacrilamida, aunque
son necesarios estudios posteriores sobre la funcién de
eslas proteinas para decidir si estos genes forman oira
agrupacién similar a las ya mencionadas. Por otra parte,
también serad necesario descartar la existenéia de dobles
mutaciones en dichos mutantes, ya que podria ser esta

la causa de la aparente relacibén entre estas proteinas.
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Como ya hemos comentado‘ en este apartado, la
transcripciéon del DNA de $29 es asimétrica: el RNA
tempranc se franscribe de la banda L del DNA y el
RNA tardio se transcribe de la banda H (39). Estos
resultados implican que la transcripcién temprana y
la tardia del DNA de $29, llevan sentidos opuestos
ya que la transcripcién del DNA se lleva a cabo desde
cl extremo 3'-OH al b'-fosfato del mismo y las dos

cadenas del DNA son antiparalelas.

Para definir el sentido de la transcripcién'de los
genes tardios del DNA de $29, nos hemos basado en
el efecto polar del gen E sobre el gen H. Ya hemos
comentado que tanto a nivel genético (28) como en
cuando al estudio de las proteinas especificadas por
ambos cistrones parece que el mutante E ejerce un
efecto polar sobre el gen H que estd situado a su de-
recha en el mapa genético. Estos resultados indican
qgque la transcripcién de esa zona del DNA se lleva a
cabo de tal manera que se produce un RNA mensajero
policistrénico. Cuando se emplea un mutante sus en

el gen E, el RNA mensajero formado en condiciones
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restriclives solo puede traducirse en una pequefla ex-
tensién de tal manera que no produce ninguna de las
protcinas (NJ°2, NP3} especificadas por él. Sin em-

barge, cuando ce emplca un mutante sus en el genH
( que ewtd a la derecha del gen E), si se produce la

proteine especificada por el gen E, aunque no la es-

pecificada per ¢l gen H,

Iisios resuliados implican que la transcripcién del
DNA de $29 entre los genes B y H ( y por tanto para
toda la banda 11 del DNA que se transcribe en protei-
nas tardias) es de izquicerda a derecha sobre el mapa

genético de 29 que se muestra en la figura 61,

Itl anélisis dc¢ distintos mutantes sensibles a su-
presor del cistrén B (26) han demostrado que mien=
tras que ciertos mutantes no producen en condiciones
restrictivas un fragmento de la proteina por €l codi-
ficada (ya que desaparece al ser pequefio), otros si-
tuados a la derecha de los anteriores sobre el mapa

genético (29) producen en condiciones restrictivas un
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fragmento identificable como tal (99). Estos resultados
confirman que la transcripcién de los genes que dan
lugar a RNA mensajeros tardios, se lleva a cabo sobre

el mapa genético de P29 de izquierda a derecha,

La transcripcién de los genes tempranos de 29 se
efectia, como hemos dicho, de la banda L del DNA, y
al ser ésta anliparalela con la banda H, la transcrip-
cién sobre el mapa genético de la figura 61 de los ge-

nes tempranos, debe realizarse de derecha a izquierda,

-

Independientemente de la existencia de agrupaciones
genéticas relacionadas por su funcién en el DNA de P29,
la asignacién de las proteinas especificadas por los cis-
trones determinados en el DNA de 29 nos ha permitido
detectar la existencia de tres zonas del DNA que produ-
cen proteinas tempranas. La existencia de estas tres zo-
nas supone quc existen tres zonas del DNA fisicamente
separadas a las que es capaz de unirse la RNA poli-
merasa del huésped parainiciar la transcripcién tempra-

na (promotores tempranos).
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Experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio
han permitido detectar, por visualizacidén por miscros-
copia electrénica y estudio estadistico de los resultados
por un programa de cooperatividad multiplicativo, que
la RNA polimerasa de B.subtilis se une al DNA de $29
en 3 sitios distintos, localizados uno cn el extremo dere-
cho del DNA, otro aproximadamente a un cuarto de la
longitud del DNA, y el otro a una distancia de tres cuar-

tos de la longitud del DNA (77).

Estos puntos de unidén son presumiblemente los pro-
motores tempranos del DNA de $29, y coinciden con los
puntos del DNA que se podrian establecer como promo-
tores tempranos, teniendo en cuenta las zonas determi-
nadas como tempranas mediante la asignacién gen-pro-
teina establecida con los mutantes sensibles a supresor,
y teniendo en cuenta la direccidén de transcripcién de
los genes tempranos sobre el mapa genético de 29 es-
tablecida como ya hemos indicado en el parrafo anterior.
Esta coincidencia de datos utilizando dos sistemas de
deteccién independientes apoyan fuertemente los resultados

obtenidos.
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Utilizando B. subtilis irradiado con luz ultravioleta infec-
tado con el bacteridéfago ¢29 se ha detectado la induccién
de 12 proteinas no estructurales, ademés de las 7 pro-
teinas estructurales del fago, que se han separado por
electroforesis en gecles de poliacrilamida en presencia de

dodecil sulfato sbédico.

Se ha determinado la existencia de un control temporal
en la sintesis de proteinas inducidas por ($29; éstas se
pueden clasificar en dos grupos: tempranas (que apare-

cen inmediatamente después de la infeccién)y tardias.

Se ha demostrado la existencia de un precursor de la

proteina que forma los apéndices del cuello del fago (29,

Se ha puesto de manifiesto que la proteina especificada
por ¢l gen O estd relacionada con el control de la apa-

ricién de las proteinas tardias inducidas por el fago {29,

Se ha obtenido la sintesis de la mayoria de las proteinas
tempranas de $29, en un sistema acelular de sintesis de
proteinas de 1. coli ., Asimismo, se ha detectado la sin-
tesis in vitro de una actividad enzimatica tipo lisozima,
similar a la inducida in vivo en B, subtilis infectado con

p29.
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Mediante el empleo de mutantes sensibles a supresor,
se han determinado las proteinas especificadas por 13

de los 18 genes de $29,

La determinacion del efecto polar del gen E sobre el
gen II, nos ha permitido establecer la direccién de

transcripciéon de los genes del fago §29.

L.a correlacién de las proteinas inducidas y el mapa

genético, nos ha permitido detectar:

a) la existencia de tres zonas del DNA que dan lugar
a sintesis de proteinas tempranas y dos zonas que

dan lugar a proteinas tardias,

b) agrupamiento fisico en el DNA del fago 29, de genes
que especifican proteinas relacionadas en su funcién
(proteinas estructurales y proteinas relacionadas con

la sintesis de DNA).
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Figura 1. Desarrollo de fago $29 e incorporacién de

leucina radioactiva, -

B.amyloliquefaciens crecido en medio minimo (Mé-

todos a, 3), se infecté con fago 29 en presencia
de 0,5 C/ml de leucina-C14. A los tiempos in-
dicados se tomaron alicuotas para valorar las uni-
dades formadoras de placa (Métodos c¢) (—e—— ),
y determinar radioactividad insoluble en é&cido tri-

cloroacético al 5% (-- -o~ —-) (Métodos, p).

Gradiente de ClCs por capas de las particulas

[\

Figura 2,
marcadas en B, ampyloliquefaciens infectado con

p29. -

Un lisado de bacterias infectadas con (29 y marca-
das con 1eucina-C14 (Métodos f), se centrifugd a
alta velocidad y el sedimento, resuspendido en D.,F.,
se centrifugd en un gradiente de CICs con 3 capas
de densidades 1.1, 1.3 y 1.5. Se tomé una alicuota
de cada fraccién del gradiente para determinar la
radioactividad insoluble en &cido tricloroacético al
5% (Métodos, p). En la figura se sefiala la posicidén

del fago §29.



1Wigura 3, Purificacion de cabezas vacias de $29 por cen-

trifugacién e CiCs hasta equilibrio. -

LLas fraccicnes del gradiente por capas de ClCs
quc contenion cabezas vacias de (29, se some-
tieron a centrifugacion en ClCs de densidad me-
dia 1, 30 gir/ml. De cada {racci6én del gradiente
s¢ tomd unu slicuota para determinar la radioac-
tividad total (-—--e-—), Alicuotas de las fraccio-
nes sefaladas en la figura, se emplearon para

determinar la densidad (- ~ o- - -).

Tigura 4, - Gradiente neutro de sacarosa del DNA de §29, -
El DNA dc $29 extraido éomo se describe en Mé-
todos, j sc¢ annlizd mediante un gradiente prefor-
mado de sacarosa entre el 5 y el 20% (peso/vo-
lumen) en un tampdn TrisCIH 50mMpli7, 8, EDTA
10mM y CINallM, Se determiné la absorcién a

260 nmn en cada una de las fracciones del gra-

diente,
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Figura 5. Gradiente alcalino de sacarosa del DNA de {29, -

El DNA de (129 extraido como se describe en
Métodos, j, s¢ analizé en un gradiente prefor-
mado de sacarosa entre el 5 y el 20% (peso vo-
lumen) en un tampdédn Tris-ClIl 50 mMpH?7, 8,
EDTA 16 mM, ClNa 0,9M y NaOi0,1M. Se de-
termind la absorcién a 260 nm, en cada una de

las {racciones decl gradiente,

Figura 6. Incorporacién de éacido el ¢, diaminopimélico~H

en E. coli,

E.coli C se crecié en medio completo (Mélodos
a,4) en prescncia de lo/uc/ml de 4cido o € 5
diaminopimélico—I?[3 (1 mC/ml, 200/&0/ };&1\401),
hasta que el cultivo alcanzé fase estacionaria,
A los tiempos indicados, se tomaron alicuotas
del cultivo y se determinéd la fadioactividad pre-
sente en material insoluble en &cido tricloroacé-

tico al 5% (Métodos, p).
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Figura 7. Incorporucién de leucina radioactiva y desarrollo

de P29 en B.subtilis irradiado con luz uliravioleta.

B. subtilis 110 NA irradiado con luz ultravioleta,

se infecté con 29 y se marcd con 25/1LC/ml

de leuci:rlaI»I3 mediante pulsos a los tiempos in-
dicados en la figura, como se describe en Mé-
todos g, 2. Un control de bacterias irradiadas,

se marcdé de la misma manera con 7,5 /uC/ml
de 1eucinaC14. La linea discontinua representa

la leucina-C14 incorporada en baclerias sin in-
fectar. La linea continua representia la 1eucina-H3

incorporada en bacterias infectadas,

Il fago total, presente en el cultivo infectado se
determiné tomando alicuotas a los tiempos indi-
cados y lisando las bacterias con lisozima

(-—e——) (Métodos, c).



Figura 8, Incorporacién de leucina radioactiva en B, subtilis

irradiado, infectado con 29 y sin infectar,

Bacterias irradiadas, infectadas y sin infectar
se marcaron uniformemente con leucina—H3

(25 )LC/ml, 0, 01 mM). A los tiempos indicados
se tomaron alicuotas de los cultivos y se de-
terminé la radioactividad incorporada en mate-
rial insoluble en Acido tricloroacético al 5%,
(———@——): Radioactividad incorporada en bhac-

terias infectadas con p29.

(- - ~ o~ - -): Radioactividad incorporada en bac-

terias sin infectar,

Figura 9. Perfil electroforético de las proteinas marcadas

radioactivamente mediante un pulso de 0 a 3 mi-
nutos en B. subtilis irradiado, infectado con 5()29 y

sin infectar,

I.as bacterias irradiadas se marcaron mediante
un pulso de leucina radioactiva, de 0 a 3 minutos

después de la infeccidén con 29 . Una mezcla de
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~bacterias infectadas y sin infectar, se lisaron

y se prepararon para eclectroforesis como se
describe en Métodos g, 2. La coelectroforesis
se llevoé a cabo en geles de poliacrilamida de
15 c¢m. de longitud, que contenian acrilamida
12, 5%, urea 8M y dodecil sulfato sbédico 0, 1%
(Métodos m, 1). El &ncdo se representa a la

derecha de la figura.

(- - —o- — -): Radioactividad correspondiente a

bacterias sin infectar.

e ——) : Radioactividad correspondiente a

bacterias infectadas.,



Figura 10, Perfil electroforético de las proteinas marcadas

radiocactivamente mediante un pulso de 5 a 8 mi-

nutos en B. subtilis irradiado, infectado con {29

y sin infectar, -

Las bacterias irradiadas infectadas y sin infectar
se marcaron mediante un pulso de leucina radiocac-
tiva de 5 a 8 minutos después de la infeccidén con
$29. Una mezcla de bacterias infectadas y sin
infectar se lisaron y se sometieron a electrofo-

recis en las condiciones descritas en la figura 9,

(- - —0=~-): Radioactividad de bacterias sin in-
fectar,
(———e——): Radioactividad de bacterias infectadas

Figura 11, Perfil electroforético de las proteinas marcadas

radioactivamente mediante un pulso de 10 a 13
minutos en B. subtilis irradiado, infectado con

f29 y sin infectar,

LLas bacterias irradiadas infectadas y sin infectar
se marcaron mediante un pulso de leucina radioa

tiva de 10 a 13 minutos. Una mezcla de bacteria



Fipura 12, -

infectadas y sin infectar se lisaron y se
sometieron a electroforesis en las condi-
ciones descritas en la figura 9.

(-~ -0~ -): Radioactividad de bacterias

sin infectar.

(———e-——-): Radioactividad de bacterias

infectadas,

Perfil electroforético de las proteinas marcadas
radioactivamente mediante un pulso de 15 a 18

minutos en B, sublilis irradiado, infectado con

p29 y sin infectar. -

Las bacterjas irradiadas infecladas y sin infecta
se marcaron mediante un pulso de leucina.radio
tiva de 15 a 18 minutos. Una mezcla de bacte-
rias infectadas y sin infectar se lisaron y se

sometieron a electroforesis en las condiciones

- descritas en la figura 9,

(- - —o— — —): Radioactividad de bacterias sin
infectar.
( L ): Radioactividad de bacterias in-

fectadas.



Figura 13.- Perfil electroforético de las proteinas marcadas
radicactivamente mediante un pulso de 20 a 23
minutos . en B, subtilis irradiado, infectado con

29 y sin infectar, -

Las bacterias irradiadas infectadas y sin infectar
se marcaron mediante un pulso de leucina radioac-
tiva de 20 a 23 minutos. Una mezcla de bacterias
infectadas y sin infectar sc lisaron y se sometieron
a electroforesis en las condiciones descritas en la

figura 9.
(4= ~0— — -) Radioactividad de bacterias sin infectar

(——e——) Radioactividad de bacterias infectadas

Figura 14, - Perfil electroforético de las proteinas marcadas
radioactivamente mediante un pulso de 25 a 28
minutos en B. subtilis irradiado, infectado con

p29 y sin infectar, -

Las bacterias irradiadas infectadas y sin infectar
se marcaron mediante un pulso de leucina radioac-
tiva de 25 a 28 minutos, Una mezcla de bacterias
infectadas y sin infectar se lisaron y se sometieron
a electroforesis en las condiciones descritas en la

figura 9.

(- -~ -0o— — =) Radioactividad de bacterias sin infectar

(———e ——) Radioactividad de bacterias infectadas.
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I"igura 15, - Perfil clectroforético de las proteinas marcadas

radioactivamente mediante un pulso de 34 a 37

minutos en B. subtilis irradiado, infectado con fb29

y sin infectar,

Las bacterias irradiadas infectadas y sin infectar
se marcaron mediante un pulso de leucina radioac-
tiva de 34 a 37 minutos. Una mezcla de bacterias
infectadas y sin infectar se lisaron y se sometieron

a eleciroforesis en las condiciones descritas en la

figura 9,
(- = —0o-- —-) Radioactividad de bacterias sin infectar
( e ) Radioactividad de bacterias infectadas,

Figura 16. -Coelectroforesis de las proteinas estructurales del

fago §29 y las proteinas inducidas en B, subtilis

infectado con §29. -

B. subtilis 110NA irradiado e infectado con p29, se
marcbd con 1eucina-H3 en un pulso de 20 a 23 minu-
tos~después de la infeccién con 29, se lis6 y pre-
pard para electroforesis como se describe en Méto-
dos g, 2, mezclidndose con fago ;’st marcado con
leucina-C14 y purificado como se describe en Méto-
dos, f. La coelectroforesis se llevé a cabo en geles

de 10 cm, que contenian acrilamida al 10% y dodecil
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sulfato sédico 0,1%, en un sistema de pH discon-

-tinuo. El dnodo se representa a la derecha de la

figura,

(~ - —o0-— ~—) Radioactividad de fago marcado con leu-
) 14
cina-C™ 7,

(- e ) Radioactividad de bacterias infectadas

) 3
con ¢29 marcadas con leucina I .

17, - Coelectroforesis de las: proteinas inducidas en

B. subtilis irradiado, infectado con el fago $29

y sin infectar, -

I.as proteinas inducidas en B. subtilis 110NA irradiado
con luz ultravioleta, infectado con el fago $29, y sin
infectar se marcaron con 1eucina—H3 y leucina-C
respectivamente, en un pulso de 20 a 23 minutos, se
'mez'claron, y se prepararon para electroforesis como
se describe en Meétodos g,2, Las condiciones de elec-
troforesis fueron las descritas en la figura 16.

(- - -0~ ~ —) Radioactividad de bacterias sin infectar,

(

e——) Radioactividad de bacterias infectadas

con $29,
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Tigura 18, - Perfil electroforético de la radioactividad especi-

fica de fago, -

El célculo de la radioactividad especifica de fago
presente en la electroforesis de la figura 17, se
realizd siguiendo el método de Mayol y Sinsheimer
(99), siendo las cuentas especificas del fago (H3) =
total de cuentas H3— cuentas C14 X Rmin; Rmin es

14

la relacién minima de HS/C en las fracciones del

gel,

Figura 19, - Cinética de sintesis de las proteinas no estructu-

rales inducidas en B. subtilis infectado con el fago

p29.

Se ha determinado calculando para cada proteina el
porcentaje de su valor méximo de sintesis en una
serie de pulsos dados a lo largo ciel desarrollo del
fago (Métodos g, 2). Para calcular el valor de la
radioactividad de cada proteina en los distintos pul-
sos, se determind la radioactividad especifica de

fago por el método de Mayol y Sinsheimer (99).
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Figura 20, - Cinética de sintesis de las proteinas estructu-
rales inducidas en B. subtilis infectado con el

fago $29, -

El céalculo de la cinética de sintesis se ha reali-

zado como se ha descrito en la figura 19.

Tigura 21, - Coelectroforesis en sistema de pH continuo de

las proteinas marcadas radioactivamente en un
pulso de 22 a 24 min, ‘después de la infeccidn
de B. subtilis con p29 frente a las proteinas mar-
cadas radioactivamente en un pulso de 21 a 26

min, seguido de caza, -

B. subtilis 110NA irradiado con luz ultravioleta e in-
fectado con ()29 se marcd con 1eucina—H3 en un puls
de 22 a 24 min, después de la infeccibén, y con leu-
cina-C14 en un pulso de 21 a 26 min, seguido de

5 min. de caza (Métodos, g,3). Las bacterias mar-
cadas se mezclaron y se prepararon para electrofo-
resis como se describe en Métodos g,4. La electro-

foresis se llevé a cabo en geles de 15 cm. de longi
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tud, en sistema de plI continuo (Métodos m, 1), con-
teniendo acrilamida 12, 5%, urea 8M y dodecil sulfa-

“to sddico 0, 1%.

(- ~ ~ 0= = —) Radioactividad de bacterias infectadas

marcadas en pulso de 5 min. seguido de 5 min. de

caza, ( -9 ) Radioactividad de bacterias in-

fectadas marcadas en un pulso de 2 min.

Figura 22.- Coeleciroforesis en sistema de pH discontinuo
de las proteinas marcadas radioactivamente en un
pulso de 22 a 24 min, después de la infeccidén de
B. subtilis con $29 frente a las proteinas marca-
das radioactivamente en un pulso de 21 a 26 min.

seguido de caza, -

Bacterias irradiadas e infectadas con (29 se mérca-
ron en un pulso de 2 minutos con 1eucina—H3 y en un
pulso de 5 minutos seguido de 5 minutos de caza co-
mo se describe en la figura 21, y se prepararon pa-
ra electroforesis, La electroforesis se llevé a cabo

en geles de 10 cm. con acrilamida 10%, y dodecil
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sulfato sddico 0,19%, en un sistema de pIl discon-
tinuo (Métedos m, 2), (- - —o-— -~ —) Radioactividad

de bacterias infectadas marcadas en un pulsc de

5 min, seguido de 5 min, de caza, ( 4 )
Radioactividad de bacterias infectadas marcadas en

un pulso de 2 minutos,

Figura 23. - Estimacién del peso molecular de la proteina

P-NP1. -

Il peso molecular de la proteina p-NP1 se deter-
miné en gel de poliacrilamida en un sistema de
pH discontinuo (Métodos m, 2) en presencia de do-
decil sulfato sbédico 0,1% llevando como marcado-
res, las proteinas estructurales del fago HP3(
28.000), 1 ( 54.000 ), TP1 ( 71.000), NP1
( 80.000 ) y fosforilasa A (92.500 ). La flecha
indica la movilidad electroforética de la proteina

P-NP1,
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Figura 24, - Coelectroforesis en sistema de plI = continuo

de las proteinas marcadas radioactivamente en

B. subtilis infectado con $29, marcadas nedian-

te pulso de 2 min, y caza, frente a las protei-

nas marcadas en pulso de 5 min, y caza, -

B. subtilis 110 NA irradiado e infectado con $29

se marcd con 1eucina-II3 en un pulso de 22 a 24
min. seguido de 5 min., de caza y con leucina C1
desde los 21 a los 26 min,, seguido de 5 min, de
caza (Meétodos g, 3). Las bacterias marcadas se
mezclaron y se prepararon para electroforesis
como se describe en Métodos g,4. La electrofo-
resis se llevd a cabo en geles de 15 cm, de lon-
gitud con acrilamida 12,5%, urea 8M y dodecil
sulfato sbédico 0, 1%.

(~——-0—~ -~5 Radioactividad de las proteinas
marcadas en un pulso de 5 min, seguido de caza.

( e ) Radioactividad de las proteinas mar-

cadas en pulso de 2 min, seguido de caza,
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Irigura 25, - Coelectroforesis en sistema de pH discontinuo

de las proleinas marcadas radioactivamente en

B. subtilis infectado con $29, marcadas mediante

pulso de 2 min, y caza, frente a las proteinas

marcadas en pulso de 5 min, y caza, -

Bacterias irradiadas e infectadas con $29 se marca-
ron mediante un pulso de 2 minutos con 1eucina—HS,
seguido de 5 min, de caza y en un pulso de 5 minu-
tos con leucina--CM, seguido de 5 min, de caza, pre-
parandose para electroforesis como se describe en
Mcétodos g,4. lL.a electroforesis se llevd a cabo en
geles de 10 c¢cm, con acrilamida 10% y dodecil sulfa-
to sbdico 0,1% en un sistema de pH discontinuo (Mé-
todos m, 2. (- - -o— — ) Radioactividad de las pro-

teinas marcadas en un pulso de 5 min., seguido de

caza, ( o—— ) Radioactividad de las proteinas

marcadas en un pulso de 2 min, seguido de caza,
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Figura 26, - Coelectroforesis en sistema de pH continuo de
infectar en un pulso de 22 a 24 min. frente a
las proteinas marcadas en B, subtilis infectado

con P29, en un pulso de 21 a 26 min, seguido

de caza. -

B. subtilis 110NA irradiado, se marcé con leucina-
1° en un pulso de 22 a 24 min. después de empezar
la incubacibén, y las proteinas marcadas se sometie-
ron a cocleciroforesis con las proteinas inducidas
en B. subtilis110NA irradiado e infectado con p29
marcadas con leucina-c14 en un pulso de los 21 a

los 26 min, seguido de caza de otros 5 min, (Meé-
todos g, 3 y 4).

La electroforesis se llevdé a cabo en geles de 15 cm
de longitud con acrilamida 12, 5%, ureca 8M y dodecil
sulfato sbédico 0,1% en un sistema de pH continuo,

(Métodos m, 1),

(= ~— 0o~ = —) Radioactividad de las proteinas mar-

cadas en bacterias infectadas con §29. ( o —— )
Radioactividad de las proteinas marcadas en bacte-

rias sin infectar,
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/.~ Coeleclroforesis en sistema de pH discontinuo de

las proteinas marcadas en B. subtilis sin
infectar e¢n un pulso de 22 a 24 min, frente a
las proteinas marcadas en R, subtilis infectado

con §29, cn un pulso de 21 a 26 min, seguido

de caza, -

Una mezcla de proteinas marcadas en B, subtilis
en un pulso de 22 a 24 minutos con 1eucina—HS,

y proteinas marcadas en B, subtilis infectado con
$29, preparadas como se ha descrito en la figura
26, sc sometieron a electroforesis en geles de

10 c¢m. de longitud con acrilamida 10% y dodecil
sullato sbédico 0,1% en un sistema de pH discon-

tinuo (Métodos m, 2).
(== —0—-—-) Radiocactividad de bacterias infectadas

(———e-—--) Radioactividad de bacterias sin infectar,
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Figura 28.- Péptidos tripticos de las proteinas P-NP1 y NP1, -

Una mezcla de proteina P-NIPP1l marcada con metionina-
‘“8735 y de proteina NP1 marcada con metionina—H3, pre-
paradas como sre describe en Métodos, h, 1, se redujo,
se carboximetilé, se traté con iripsina y se cromato-
grafi6 en una columna Beckman PA-35 (Métodos h, 2).
ILa cromatografia se desarrollé bajo presidén con un
gradiente lineal de piridina 0,2M-acético, pH3,1 y
piridina 2M-acético, pH5,0, Las fracciones se reco-
gieron en viales que contenian papel GF/A y se deter-
mind la radioactividad total presente en cada una de
ellas, V

5

(- ~ =0~ =-): P-NP1 marcada con S3 | [ Jm——

NP1 marcada con HS.

Figura 29. - Eleciroforesis de las proteinas inducidas en

B. subtilis infectado por el mutante ts B73 a 42°2C,.

B. subtilis 110NA irradiado e infectado con el mutante

ts B73, se marcd con metionina--S35 desde los 15 a
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a los 30 minotos después de la infeccidon a 429C.
Bacterias infectadas con fago $29 normal se marcaro
al mismo tiem'po con metionina-llg (Mé&todos g, 5,1).
TL.as células sc¢ mezclaron y la coelectroforesis se
llevoé a cabo en geles de 10 cm con acrilamida 10%

y dodecil sulfato sdédico 0,1% en un sistema de pH

discontinuo (Métodos, m, 2).

(- = =0~ —~ ) Radioactividad de bacterias infectadas
con §29 normal,
(———e -——- ) LKadioactividad de bacterias infectadas

con el mutante ts B73.

Figura 30, - Ilectroforesis de las proteinas inducidas en

B. subtilis a 42°C, -

B. subtilis 110NA crecido a 42°C se marcd con me-
’tionina-S35 desde los 15 a los 30 minutos, se mezcl

con un lisado de B, subtilis 110NA infectado con $29

, o 3 .
normal marcado con metionina-H , y se sometieron

a electroforesis en las condiciones descritas en la

figura 29.

(- - —=0— — -) Radioactividad de bacterias infectadas
con fago normal,

(——-o- ) Radioactividad de bacterias sin infectar.
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31. - Ilectroforesis de las proteinas inducidas en

B.Su_btilis infectado con el mulante ts B66 a

429C. -

B. subtilis 110NA irradiado e infectado con el mu-

&d 2 . . 35
tante ts B66, se marcd con metionina-S desde

los 15 a los 30 minutos después de la infeccién a
4202C, Bacteriag infectadas con fago $29 normal
se marcaron al mismo tiempo con metionina—Hg.
Las células se mezclaron y se sometieron a coe-
lectroforesis en las condiciones descritas en la

figura 29,

(- — —o0o—- — -) Radioactividad de bacterias infectadas
con 29 normal,
(———~¥~-°——-) Radioactividad de bacterias infectadas

con el mutante ts BG66.

Figura 31, -Ilectroforesis de las proteinas inducidas en

B.subti]_i_s_ infectado con el mutante ts B74 a 42°9C.

B. subtilis 110 NA irradiado e infectado con el mu-

2 . . 3 '
tante ts B74 se marcd con metionina-S 0 desde los
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15 a los 30 minutos después de la infeccidén a
42°C, Bacterias infectadas con fago $29 normal
se marcaron al mismo tiempo con metionina-H .
Las células marcadas se mezclaron y se sometie-
ron a coelectroforesis en las condiciones descri-
tas en la figura 29. (- - -o— — —) Radioactividad

6 —o)

de bacterias infectadas con $29 normal. (
Radioactividad de bacterias infectadas con el mu-

tante ts BT74,

Figura 33, - Electiroforesis de las proteinas inducidas en B, sub-

e e

tilis infectado con el mutante ts B73 a 30°C, -

B. subtilis 110 NA irradiadoc e infectado con el

mutante ts B73 se marcd con me‘cionina—S35 desde
los 15 a los 30 minutos después de la infeccidn a
302C. Bacterias infectadas con $29 normal se mar-
caron en las mismas condiciones con metionina-H .
Las células marcadas se mezclaron y se sometie-
ron a coelectroforesis en las condiciones descritas

en la figura 29, (- - —o— — —) Radioactividad de

bacterias infectadas con P29 normal. ( ° )

Radioactividad de bacterias infectadas con el mutante

ts BT73.
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Figura 34, - HEstimacién decl peso molecular de las proieinas
no estructurales inducidas en B, subtilis infectado

con §29, -

Se determind corriendo en geles paralelos conte-
niendo 12, 5% de acrilamida, urea 8M y dodecil
sulfato sbédico 0, 1% las proteinas siguientes de pe-

so molecular conocido: 1) quifnotripsinégeno (20 ugr),
mioglobina (20 ugr), citocromo c (20 /ugr), y los
péptidos de hromuro de ciandégeno del citocromo c

(50 ugr); 2) quimotripsindégeno (20 /ugr), inmuno-
globulina G (20 ugr) y seroglbﬁmina bovina (20 /ugr)
y 3) las proteinas estructurales del fago $29 rarca-

cadas con 1eucina-Cl4 (25. 000 cpm).
(- = ~o- — — ) Proteinas estructurales de §29

(-~ -~ = —~) Proteinas marcadoras no radioactivas,

Las flechas indican la posicién de las proteinas no

estructurales inducidas por $29.
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35, - Sintesis de RNA y proteina cn un sistema libre

de células de X, coli, -

La incubacibén se llevé a cabo como se describe en
Vietodos k, en presencia y ausencia de DNA lineal

de $29. A los tiempos indicados, se tomaron alicuo-
tag de 25 aml y se determiné la radioactividad in-
corporada, a) Se afiadieron 2 e de UTP-H3 a 0,1
ml de mezcla de reaccidon, y se determind la radioac
tividad insoluble en &cido triclorocacético al 5% {rio,
b) Se anadieron 0,8 /JC de 1eucina—H3 a un volumen
de 0,2 ml y se determind la radioactividad insolu-

ble en &acido tricloroacético caliente.

Figura 36, - Actividad tipo lisozima sintetizada en un sistema

libre de células de E, coli dirigido por el DNA de
$29. -

La incubacién se llevdé a cabo en presencia y ausenci:
de DNA de §$29, A los tiempos indicados, se sacaron
alicuotas de 50 /11 y se afnadieron a filtros que con-
tenfan E.coli marcado con &cido diaminopimélico-H
(Métodos, 1), que se incubaron durante 4 horas a
372C. La radioactividad liberada de un filtro control
sin afladir alicuota de los ensayos de sintesis de
proteinas se rest6 en todos los casos,(- - -o0— -~ —)
Ensayo sin DNA; (——e——— ) Ensayo con DNA de

p29.
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I'igura 37, - Electroforesis de las proteinas sintetizadas

in vitro en un sistema libre de células dirigido

por el DNA dc §29, -

Las proteinas sintctizadas in vitro en un ensayo di-
rigido por DNA de (29, y en otro sin DNA, marca-
das respectivamente con 1eucina-C14 y leucina HS
(Métodos k‘), tratadas con RNasa y DNasa se mez-
claron y se somctieron a electroforesis en geles
conteniendo acrilamida 12, 5%, urea 8M y dodecil
sulfato sédico 0, 1% (Métodos m, 1)

( ® =)+ DNA; (- - -0~ ~~-) - DNA,

T"igura 38, - Caracterizaciédn clectroforética de las proteinas

sintetizadas en un sistema libre de células diri-

gido por el DNA de (29, -

Una mezcla de proteinas dintetizadas in vitro con DNA
de $29 marcadas con 1eucina-C14 y de proteinas indu-
cidas en B.subtilis infectado con f29, marcadas con
lel,lcina—l—]i3 en un pulso de 20 a 23 minutos (Métodos,
g,2), se sometieron a electroforesis en las condicio-
nes descritas en la figura 37, (— - -o-—-) Proteinas
inducidas in vivo por $29; (-——e——) Proteinas sin-

tetizadas in vitro con DNA de $29,



177

Figura 39, - ILocalizacién de los mutantes sensibles a su-

presor sobre €l mapa genético lineal de (29, -

Figura 40, - Desarrollo de mutantes sus en B, =ubtilis 110NA, -~

B.subtilis 110NA irradiado con luz ultravioleta

se infectd con ¢29 normal o con distintos mutan-

tes sus a una multiplicidad de 20 fagos por bacteria.

A los tiempos indicados, se tomaron alicuotas de

Jos cultivos y se¢ valord el fago total presente so-
4

bre bacteria indicadora B. subtilis 168 MO-99 (su )

(Métodos c).

( & ) $29 normal; (- - -o- - =) sus M1241r"

( A ) sus N212; (— — —-A- - —) sus 144,

Figura 41. - Densitomeiria de las proteinas tempranas inducidas
en B, subtilis infectado con P29, analizadas por

electroforesis ‘en pH discontinuo y autorradiografia

B.subtilis 110NA irradiado e infectado con el fago
- 14

f29, se marcd con una mezcla de aminodcidos-C
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(Métodos g,6) en un pulso de 5 a 13 minutos des-

pués de la infeccién., Un cultivo control de bacteria
sin infectar se marcd en las mismas condiciones.

Las proteinas marcadas se analizaron por electro-
foresis en geles con gradiente de acrilamida enire
el 10 y el 20% y autorradiografia (Métodos m, 3).

( ————————) Densitometria del autorradiograma de
las protecinas inducidas en bacterias infectadas con
p29; (- - -- ~ - --) Bacterias sin infectar, Se indi-
can con una flecha las proteinas tempranas induci-

das por el fago,

B. subtilis infectado con $29, analizadas por elec-

troforesis en pH discontinuo y autorradiografia, -

B. subtilis 110NA irradiado e infectado con 29 se
marcd con una mezcla de aminoacidos-Cl4 en un
pulso de los 20 a 28 minutos (Métodos g, 6). Las
proteinas marcadas, se analizaron por electrofore-
sis en geles de pH discontinuo en las condiciones
descritas en la figura 41, (————— ) Densitometria
correspondiente a bacterias infectadas con §29;

(- — — — — ) Bacterias sin infectar, Estidn indicadas
las posiciones de las proteinas inducidas tempranas,
y se senialan con una flecha las posiciones de las

proteinas tardias.,



179

Figura-43, - Densitometria de las proteinas estructurales del

fago $29 y de cabezas vacias del fago, -

I51 bacteriéfago 29 y las cabezas vacias obtenidas
en los lisados procedentes de bacterias infectadas
con $29, marcados con leucina—CM y purificados
como se describe en Métodos f, se sometieron a
electroforesis en geles con gradiente de acrilamida
del 10 al 20%, en presencia de dodecil sulfato sb-
dico 0,1%. l.os geles se secaron, se sometieron a
autorradiografia, y posterior densitometria,

(——— ) Fago @29; (- — — — ) cabezas vacias,

Figura 44.- Autorradiografia de las proteinas inducidas por

los mutantes sus R629, sus F515, sus K91, susO5b

y sus Q626, marcadas en un pulso temprano. -

Diferentes cultivos de B, subtilis 110NA irradiado
con luz ultravioleta se infectaron con los mutantes
sus indicados, y las proteinas inducidas se marca-

c s 1
ron con una mezcla de aminoacidos-C con un pulso
de 5 a 13 minutos (Métodos g, 6). Como control se
marcaron de igual manera un cultivo infectado con

: 29 normal, y otro sin infectar, Las proteinas mar-
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cadas, se analizaron por electroforesis en geles
de gradiente de acrilamida entre el 10 y el 20%,
en presencia de dodecil sulfato sédico., Los geleg
se secaron y se sometieron a autorradiografia
conmo se describe en Métodos m, 3. Las flechas
indican las proteinas que faltan en los distintos

mutantes.

Figura 45, -Autorradiografia de las proteinas inducidas por los
mutantes sus R629, sus FH515, sus K91, sus O56 y

sus Q 626, marcados en un pulsc tardio, -

Las proteinas inducidas por estos mutantes se
marcaron en las condiciones descritas en la fi-
gura 44, en un pulso de 20 a 28 minutos. El
cultivo infectado con el mutante Q626, se marcd
en un pulso adicional de los 35 a los 43 minutos (b).
El resto de las condiciones experimentales, son
s descritas en la figura 44. Las flechas indican

las proteinas que faltan en los distintos mutantes.
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IMigura 46, -Autorradiografia de las proteinas inducidas por
los mutantes sus J614, sus G769, sus A422r3,
sus -1N136r3, sus H542 y sus B47, marcadas en

un pulso temprano, -

Las proteinas inducidas por estos mutantes se mar-
caron en las condiciones descritas en la figura 44,

mediante un pulso de 5 a 13 minutos y se analizaron
por clectroforesis en gradiente de acrilamida y auto-

rradiografia (Métodos m, 3).

condiciones restrictivas por los mutantes sus J614

sus G769, sus A422r3, sus KE136r3, sus Hb42 y

k4

sus B47, marcadas en un pulso tardio. -

Llas proteinas inducidas por estos mutantes se marca-
ron.y énalizaron en las condiciones descritas en la -
figura 44, mediante uri pulso de 20 a 28 minutos. Las
flechas indican las proteinas que faltan en los distin-

tos mutantes,
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T"igura 48. - Electroforesis de las proteinas inducidas en

B. subtilig 110NA infectado con el fago 029, -

B. subtilis irradiado e infectado con ;529 se marcd

con 1eucina-Cl4 desde el minutq 20 al 28 después
de la infeccibtn. Un contirol de bacterias sin infec-
tar se marcd en las mismas condiciones con leuci-
na—HS. (Métodos g, 6). Se mezclaron alicuotas de
los dos cultivos y se sometieron a electroforesis
en geles de gradiente de acrilamida entre el 10 y
el 20% en presencia de dodecil sulfato sbédico 0, 1%.

Los geles se procesaron como se describe en Mé-

todos m, 1. ( ® ) Proteinas inducidas en
B. subtilis infectado con $29. (- - -o- —-) Proteinas

marcadas en B, subtilis sin infectar.

Figura 49. - Radioactividad especcifica de 29 en geles de gra-

diente de acrilamida, -

La radioactividad especifica de las proteinas indu-
cidas por §29, que se muestran en la figura 48, se

calculdé por el método de Mayol y Sinsheimer (99)
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Figura 50, -Coelectroforesis de las proteinas inducidas por el

mutante sus E136r3 frente a las proteinas estruc-

turales del fago $29. -

IL.as proteinas inducidas por el mutante sus E13613
marcadas con 1eucina—C14 como se describe en Mé-
todos g,6 se mezclaron con fago $#29 marcado con
mezcla de aminoz‘acidos-H3 y purificado como se des-
cribié en Métodos, f, y se sometieron a electrofore-

sis en las condiciones descritas en la figura 48.

( e ) proteinas inducidas por el mutante sus

1136r3; (- - - -0~ —-) proteinas estructurales de $29,

Figura 51, - Coelectroforesis de las proteinas inducidas en

B. subtilis 110NA infectado con el mutante sus

E136r3 y de las proteinas marcadas en bacterias

sin infectar, -

B. subtilis 110NA irradiado e infectado con el mutante
sus E136r3, se marcd con 1eucina—C14 desde el mi-
nuto 20 al 28 después de la infeccién, Un control

de bacterias sin infectar se marcd en las mismas
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. ’ . 3 ,
condiciones con leucina-H~ (Métodos g,6), y se -
mezcld con las bacterias infectadas, para some-

terlas a coelectroforesis en las condiciones de la-

figura 48, ( ® — ) Proteinas inducidas por el
mutante sus ©136r3; (-~ - -0~ — - Proteinas mar-

cadas en B, subtilis 110NA sin infectar.

Radioactividad especifica del mutante sus E136r3

Figura 53. -

en geles de gradiente de acrilamida, -

LLa radioactividad especifica de las proteinas indu-
cidas en B. subtilis 110NA por el mutante sus
E136r3, que sc¢ muestran en la figura 51, se cal-

culé por el método de Mayol y Sinheimer (99).

Coelectroforesis de las proteinas inducidas por

el mutante sus H542 frente a las proteinas es-

tructurales del fago $29, -

Las proteinas inducidas por el mutante sus H542
1
marcadas con leucina-C 4 (Métodos g, 6), se mez-

claron con fago 29 marcado con mezcla de aminod
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. 3 . . .
cidos-I1" y purificado como se describe en Méto-
dos f, y se sometieron a coelectroforesis en las

condiciones descritas en la figura 48,

(——-8-———) Proteinas inducidas por el mutante
sus Hb542; (—~- ~o—~--) Proteinas estructurales
de §29.

Coclectroforesis de las proteinas inducidas en

B.sgl'rtilis_llONA infectado con el mutante sus

H542 y de las proteinas marcadas en bacterias

sin infectar. -

B. subtilis 110NA irradiado e infectado con el mu-
tante sus Hb542, se marcd con leucinz—uc14 desde
el minuto 20 al 28 después de la infeccidén, Un
control de bacterias sin infectar se marcd en las
mismasg condiciones con leucina-H3 (Métodos g, 6),
se mezcld con las bacterias infectadas y se some-
ti6 a coelectroforesis en las condiciones descritas

en la figura 48,

(

sus H542; (- — -o— — ~) Proteinas marcadas en

B. subtilis 110NA sin infectar.

e-——) Proteinas inducidas por el mutante
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Figura 55, - Radiocactividad especifica del mutante sus H542

en geles de gradiente de acrilamida, -

La radioactividad especifica de las proteinas indu-
cidas en B, subtilis 110NA por el mutante sus 11542,
que se muestran en la figura 54, se calculd por el

método de Mayol y Sinsheimer (99),

Figura 56, - Autorradiografia de las proteinas inducidas por
los mutantes sus I144r3, sus L53, sus L.55r3,
sus M1241r3, sus N212,  sus D241r3 y sus P112

marcadas en un pulso temprano, -

Distintas alicuotas de un cultivo de B. subtilis 110NA
irradiado con luz ultravioleta se infectaron con los
mutantes sus indicados y las proteinas inducidaé se
marcaron mediante un pulso de 5 a 13 minutos (Mé-
todos g, 6). Como control, se marcdé de igual manera
un cultivo infectado con $29 normal, y otro sin infec-
tar, Las proteinas marcadas se analizaron por elec-
troforesis en placa de gel de acrilamida (gradiente
entre el 10 y el 20%), y posterior autorradiografia
(Métodos m, 3). Las flechas indican las proteinas que

faltan en los distintos mutantes,
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Figura 57.- Autorradiografia de las proteinas inducidas por
los mutantes sus 144r3, sus Lb3, sus L55r3,
sus M1241r3, sus N212, sus D241r3 y sus P112,

marcadas en un pulso tardio. -

Las proteinas inducidas por los mutantes indicados,
se marcaron en las condiciones descritas en la figu-
ra 56, en un pulso de 20 a 28 minutos. El cultivo
infectado con el mutante sus M1241r3 se marcé en u
pulso adicional de los 35 a los 43 minutos(b).Las con-
diciones experimentales para el anélisis de las pro-
teinas marcadas, son las descritas en la figura 56,
Las flechas indican las proteinas que faltan en los

distintos mutantes.

Figura 58, - Desarrollo de los mutantes tsI810 y ts J116 en
B. subtilis 110NA a 302 y 42°2C, -

B. subtilis 110NA irradiado con luz ultravioleta se
infecté con los mutantes tsI810 y ts J116, y se sepa-
raron alicuotas que se incubaron a 302 y 42°2C., A
los tiempos indicados, se tomaron alicuotas de los

cultivos, y se valordé el fago total presente sobre
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bacteria indicadora B, subtilis 110NA a 30°C
(Métodos, c).

(= —-0- — =) 29 normal; (——&-——) tsl810,
309; (-—-—#&——) ts 1810, 429C; (— - —o—- — =)
ts J116, 309; (-——-Lx--—); ts J116, 429,

T"igura 59, - Autorradiografia de las proteinas inducidas por
el mutante ts 18610 en condiciones permisivas y

restrictivas. -

Dos cultivos de B.subtilis 110NA irradiado, uno
infectado con el mutante tsI810 y otro sin infectar,
se dividieron en alicuotas que se incubaron a 309

y 42°9C (temperatura permisiva y restrictiva res-
pectivamente para el mutante ts). Las alicuotas
incubadas a 302 se marcaron mediante un pulso de
20 a 28 minutos después de la infeccidén con leucin~
C14, y las incﬁbadas a 42°2C se marcaron de igual
manera en un pulso del minuto 10 al 18, Un cultivo

infectado con $29 normal, se incubb a 429 y se

marcd del minuto 10 al 18 con leucina-CM (Meétodo
g, 9).

Las proteinas marcadas, se analizaron en las con-

diciones descritas en la figura 56,
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TFigura 60, - Autorradiografia de las proteinas inducidas por
el mutante ts J116 en condiciones permisivas y

restrictivas, -

Dos cultivos de B, subtilis 110NA irradiado, uno in-
fectado con el mutante 1sJ116 y otro sin.infectar, se
dividieron en alicuotas que se incubaron a 309 y 42°C
Las alicuotas incubadas a 302 se marcaron con leu-
cina~C‘.14 mediante un pulso de 40 a 48 minutos des-
pués de la infeccidén, y las incubadas a 422C, se
marcaron de igual manera en un pulso del minuto

20 al 28. Un cultivo infectado con 29 normal, incu-
bado a 429, se marcd del minuto 20 al 28 con leuci-

na—C14c (Métodos g, 5). Las proteinas marcadas se

analizaron en las condiciones descritas en la figura

06,

Figura 61.- Mapa genético lineal de $29: Correlacibén gen-pro-

teina y direccidén de transcripcidn, -
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