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I .  I N T R O D U C C I O N



L o s  v i r u s  b a c te r ia n o s  (b a c te r io fa g o s  o fagos) han 

s id o  o b je to  de n u m e ro s o s  e im p o r ta n te s  e s tu d io s  en ge 

n é t ic a  y  m o r fo g é n e s is  a n iv e l m o le c u la r  deb ido  a su 

g ra n  s im p lic id a d .  C o n s ta n  de un n û c le o  de m a te r ia l  ge - 

n é t ic o  (D N A  6  R N A ) , c u b ie r to  p o r  una e s t ru c tu ra  p r o -  

te ic a  r e g u la r  co m p u e s ta  de una 6  pocas m o lé c u la s  d is 

t in ta s  de p ro te in a .

Su c a p a c id a d  de r e p l ic a c iô n  y  la  fo rm a  de r e c u b r i r  

e l m a te r ia l  g e n é tic o  con un m in im o  de gas to  in f o r m a t i 

ve  han hecho de lo s  b a c te r io fa g o s  un m a te r ia l  m u y  ad e - 

cuado com o s is te m a  m o d e lo  p a ra  a b o rd a r  lo s  p ro b le m a s  

p re s e n ta d o s  en la  c o m p re n s iô n  de la  e s t ru c tu ra  y  fu n -  

c iô n  de m a c ro m o lé c u la s .

L a  e s t r ic ta  o rd e n a c iô n  de su ce so s  que s o b re v ie n e n  

cuando un \ i r u s  in fe c ta  una b a c te r ia  re q u ie re  una m a q u i-  

n a r ia  de c o n t ro l de la  a p a r ic iô n  y  (ô) d e l m o m e n to  de 

a c tu a c iô n  de la s  p ro te in a s  s in te t iz a d a s  p o r  e l v i r u s .  T a n 

to  la  re p l ic a c iô n  d e l m a te r ia l  g e n é tic o  v i r a l  com o la  fo r-  

m a c iô n  de la  c â p s id a  p ro te ic a ,  en lo s  casos  e s tu d ia d o s , 

in d ic a n  la  e x is te n c ia  de c o n trô le s  que a s e g u ra n  la  c a n -



t id a d  a p ro p ia d a  de cada p ro te in a  en cada m o m e n to  d e l 

c ic lo  fu n c io n a l d e l v i r u s .

L a  m a q u in a r ia  b a c te r ia n a  de s in te s is  p ro te ic a  u t i l i -  

zada p o r  e l v i r u s  p a ra  su m u lt ip l ic a c io n  p ré s e n ta  v a r ie s  

n iv e l es donde c o n t r o la r  la  s in te s is  de la s  p ro te in a s  in 

d u c id a s  p o r  la  in fe c c io n  v i r a l .

A  n iv e l r ib o s o m ic o  se cono cen  una s e r ie  de fa c to re s  

( I F 3) que p e rm ite n  la  t ra d u c c iô n  e s p e c if ic a  de d is t in to s  

R N A  m e n s a je ro s  ( 1 , 2 )  , a s i co m o  o tro s  fa c to re s  ( fa c to 

r e s  de in te r fe re n c ia )  que re d u c e n  la  s in te s is  de d e te r -  

m in a d a s  p ro te in a s  ( 3 ) .

S in  e m b a rg o , lo s  c o n trô le s  m â s  e s tu d ia d o s  de la  e x 

p rè s  io n  d e l m a te r ia l  g e n é tic o  de lo s  v ir u s ,  se han d e s - 

c r i t o  a n iv e l de la  t r a n s c r ip c io n  de D N A  a R N A  m e n s a - 

je r o .  L a  a p a r ic iô n  de lo s  R N A  m e n s a j e ro s  e s p e c if ic a d o s  

p o r  e l D N A  de lo s  v i r u s  b a c te r ia n o s  s u e le  s e r  s e c u e n - 

c ia l :



a) A p a r ic iô n  de R N A  m e n s a je ro  in m e d ia ta rn e n te  des- 

pues de la  in fe c c iô n .  E s te s  m e n s a j e ro s  se d e n o - 

m in a n  te m p ra n o s  y  su  t ra d u c c iô n  p ro d u c e  la s  lia -  

m adas  p ro te in a s  te m p ra n a s .

b) S in te s is  de R N A  m  e n sa j e ro  ta rd io ,  que p ro d u c e  

la s  p ro te in a s  ta rd ia s .

L o s  m e n s a je ro s  te m p ra n o s  se s u e le n  c a r a c te r iz a r  

p o r  e s ta r  p ro d u c id o s  p o r  la  R N A  p o lim e ra s a  de la  b a c 

t e r ia  huésped . Se pueden d e te c ta r  aûn en a u s e n c ia  de 

s in te s is  de p ro te in a s  (p o r  a d ic iô n  de a n t ib iô t ic o s  com o  

e l c lo ra m fe n ic o l) ,  lo  que in d ic a  que e l e n z im a  que r e a -  

l i z a  la  t r a n s c r ip c iô n  d e l D N A  p a ra  d a r  lu g a r  a lo s  R N A  

m e n s a je ro s  te m p ra n o s  es taba  ya  p ré s e n té  an te s  de la  

in fe c c iô n .

L a  a p a r ic iô n  de R N A  m e n s a j e ro  ta r d io  im p l ic a  un 

s is te m a  de t r a n s c r ip c iô n  p a r c ia l  d to ta lm e n te  nuevo  y  

e s p e c if ic o  d e l v i r u s .  E n  lo s  fa g o s  de E . c o l i  T 3  y  T 7  

a p a re c e  una nueva  R N A  p o lim e ra s a  in d u c id a  ( 4 - 7 ) ,  que 

es capaz de s in te t iz a r  lo s  R N A  m e n s a je ro s  ta rd io s .



En e l caso  de lo s  c o lifa g o s  \  y  T 4  e l m e c a n is m o  

p a ra  la  s in te s is  de R N A  m e n s a je ro s  ta rd io s  e s ' d is t i n 

to  y  m âs c o m p le jo . Se han d e te c ta d o  p ro te in a s  e s p e c i-  

f ic a s  d e l v i r u s  que son n e c e s a r ia s  p a ra  la  t r a n s c r ip 

c iô n  ta rd ia .  E n tre  o t ra s ,  e l p ro d u c to  d e l gen 55 en T 4  

( 8 ), y  e l p ro d u c to  d e l gen Q en X  ( 9 - 1 1 ) ,  aunque e s 

te  u l t im o  pueda r e s u l t a r  p a rc ia lm e n te  d is p e n s a b le  ( 1 2 ).

L o s  p ro d u c to s  de a m bos  genes se han e n c o n tra d o  

u n id o s  a la  re s p e c t iv e  R N A  p o lim e ra s a  d e l hué sped , 

in d ic a n d o  que es ta  m o d if ic a c iô n  d e l e n z im a  b a c te r ia n o  

e s tâ  im p lic a d a  en e l c o n t r o l  de la  s in te s is  d e l R N A  

m e n s a j e ro  ta rd io ,

E l b a c te r iô fa g o  0 29 que in fe c ta  a B a c i l lu s  s u b t i l is , 

y  o t ra s  b a c te r ia s  re la c io n a d a s ,  com o  B . a n i i lo liq u e fa c ie n s  , 

co n tie n e  un D N A  de do b le  cadena de peso m o le c u la r  

11  X 1 0 ^ ( 1 3 -1 5 ), que se puede a is la r  a p a r t i r  d e l v i r u s  

co m o  un c ir c u le  c e r ra d o  no c o v a le n te m e n te  p o r  una p r o 

te in a  e s p e c if ic a  ( 1 5 ) . T e n ie n d o  en eu enta  que e l D N A  d e l

fa g o  T 7  t ie n e  un peso  m o le c u la r  de 26 x  10^ ( IQ , e l d e l
6 G

fa g o  X  de 33 X 10  ( 11) y  e l d e l fago  T 4  de 1 1 0  x  10

(1 8 ), e l pequeiîo ta m a flo  d e l D N A  d e l fago  0 29 le  hace



un m a te r ia l  id ôneo  p a ra  e l e s tu d io  de la  g e n é tic a  y  e l 

c o n t r o l  de la  e x p re s iô n  d e l D N A  p a ra  d a r  lu g a r  a la  

s in te s is  de R N as m e n s a je ro s  y  p ro te in a s  v ir a le s .  S i te -  

n e m o s  en cuen ta  que la  t r a n s c r ip c iô n  es a s im é t r ic a  ( s ô -  

lo  se t ra n s c r ib e  una banda d e l D N A  en cada zona) (1 9 -2 1 ) 

e l ta m a fio  d e l D N A  de 0 29 t ie n e  in fo rm a c iô n  p a ra  e s p e - 

c i f ic a r  la  s in te s is  de un re d u c id o  n u m é ro  de p ro te in a s  

(e n tre  15 y  20 p ro te in a s  de ta m a fio  m e d io ) .  ^

E n  e l b a c te r iô fa g o  0 29 se han d e te c ta d o  7 p ro te in a s  

e s t ru c tu ra le s  con un peso  m o le c u la r  to ta l  de 357.  000 (22) .  

E s ta  m a sa  de p ro te in a  re p ré s e n ta  e l 60% de la  in fo r m a 

c iô n  g e n é tic a  d e l D N A  de 0 2 9 ,  con lo  que e l e s tu d io  de 

la s  fu n c io n e s  d e l r e s to  de la s  p ro te in a s  no e s t ru c tu ra le s  

in d u c id a s  p o r  e l v i r u s ,  puede s e r  m â s  s im p le  que eh e l 

ca so  de fagos  co m o  T 4  (que es m a te r ia l  c lâ s ic o  de es tu 

d io ) .  E n  e fe c to , e l D N A  de T 4  t ie n e  ca p a c id a d  p a ra  d e -  

t e r m in a r  la  s in te s is  de 10  v e c e s  m â s  p ro te in a s  que e l 

D N A  de 0 29 (150 a 200). E n  e l fago  T 4 , se han o b te n i-  

do m u ta n te s  en 80 c is t ro n e s  (23) m ie n t ra s  que en e l fa 

go 0 29, lo s  m u ta n te s  lé ta le s  c o n d ic io n a le s  a is la d o s  (s e n 

s ib le s  a te m p e ra tu ra  y  s e n s ib le s  a s u p re s o r ) ,  se han  d is -  

t r ib u id o  e n tre  15 y  17 g ru p o s  de c o m p le m e n ta c iô n  ( 24 - 28 ) .



E x p e r im e n to s  re c ie n te s  lle v a d o s  a cabo en n u e s tro  

la b o r a to r io ,  en lo s  que se ha re a liz a d o  la  c o m p le m e n ta 

c iô n  de lo s  c is t ro n e s  e s ta b le c id o s  p o r  R e i l ly  y  A n d e rs o n  

con  m u ta n te s  sus de 0 29 (26)  con lo s  g ru p o s  de c o m p le 

m e n ta c iô n  d e te rm in a d o s  p o r  M o re n o  y  c o la b o ra d o re s  e n 

t r e  m u ta n te s  sus (28) y  t s  (25) ,  han in d ic a d o  la  e x is te n 

c ia  de 18 genes d is t in to s  en e l D N A  de 0 2 9  (29).

L a  d e te c c iô n  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  fa g o s  

co m o  T 4  y  T 5  no p ré s e n ta  d if ic u lta d e s ,  ya que la  i n 

fe c c iô n  p o r  e l v i r u s  d e tie n e  la  s in te s is  de p ro te in a s  de 

la  b a c te r ia  (30,  31).

O tro s  fagos  com o  T 7  y  X in h ib e n  p a rc ia lm e n te  la  

s in te s is  de p ro te in a s  d e l huésped (32,  33).

S in  e m b a rg o , e l fa g o  0 29 cuando in fe c ta  a B .  s u b t i l is  

no d e tie n e  la  s in te s is  de p ro te in a s  d e l huésped . P a ra  

lo g r a r  d is m in u ir  e s ta  s in te s is  h a s ta  unos n iv e l es que 

p e r m it ie r a n  la  id e n t if ic a c iô n  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  

p o r  e l v i r u s ,  se ha u t i l iz a d o  la  i r r a d ia c iô n  con lu z  u l 

t r a v io le ta  de la  b a c te r ia  an te s  de la  in fe c c iô n  con  e l 

fago  (34 -  36).



L a  a p lic a c iô n  de e s ta  té c n ic a  nos ha p e r m it id o  d e 

te c ta r  en B . s u b t i l is  i r r a d ia d o  e in fe c ta d o  con  0 2 9 ,  ade- 

m â s  de la s  7 p ro te in a s  e s t ru c tu r a le s ,  o t ra s  12 p r o te f -  

nas no e s t ru c tu ra le s .  E s ta s  u lt im a s  re p re s e n ta n  un p e 

so m o le c u la r  to ta l  de 195. 500 que c o rre s p o n d e  a un 

35% d e l c o n te n id o  de in fo rm a c iô n  g e n é tic a  d e l D N A  de 

0 29.

L a s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  0 29 pueden c la s i f ic a r -  

se , de a c u e rd o  con su t ie m p o  de a p a r ic iô n  después de 

la  in fe c c iô n ,  en te m p ra n a s  y  ta r d ia s .  L a s  7 p ro te in a s  

e s t ru c tu ra le s  y  3 no e s t ru c tu ra le s ,  son  ta rd ia s ,  m ie n 

t r a s  que la s  o tra s  9 p ro te in a s  no e s t ru c tu ra le s  a p a re -  

cen  in m e d ia ta m e n te  después de la  in fe c c iô n .

L a  s in te s is  de p ro te in a s  te m p ra n a s  y  ta rd ia s  de 0 2 9 ,  

e s ta  de a c u e rd o  con  lo s  re s u lta d o s  o b te n id o s  en n u e s tro  

la b o r a to r io  (37) y  en o t ro s  (38 -  41 ), que d e m u e s tra n  

la  e x is te n c ia  de dos t ip o s  de R N A  e s p e c if ic o  de 0 2 9 ,

E l  R N A  te m p ra n o  se t r a n s c r ib e  de una de la s  bandas d e l 

D N A  ( banda L )  y  e l R N A  ta r d io  de la  o t ra  banda (banda  

H ) (42 , 38, 39), L a  s in te s is  de es te  R N A  ta r d io  v a  en 

p a ra le lo  con la  s in te s is  d e l D N A , p e ro  es in d e p e n d ie n -  

te  de e l la  (4 0 ).



E s tu d io s  s o b re  e l c o n t r o l  de la  t r a n s c r ip c iô n  d e l 

D N A  d e l fago  0 29, han in d ic a d o  que la  in fe c c iô n  no 

p ro d u c e  una nueva  R N A  p o lim e ra s a ,  n i se ha d e te c ta 

do n in g u n a  m o d if ic a c iô n  de la  p o l im e ra s a  p re e x is te n te  

en e l huésped (37,  43) .  Q ueda  a b ie r ta  la  p o s ib i l id a d  de 

que se t r a te  de un fa c to r  con  a f in id a d  p o r  e l D N A  de 

0 29, que a l in te r a c c io n a r  con  e l m is m o  p e rm ita  de 

a lg û n  m odo  la  t r a n s c r ip c iô n  de lo s  genes ta rd io s ,  o 

de que se t r a te  de una m o d if ic a c iô n  aûn no d e te c ta d a  

de la  p o l im e ra s a  d e l hué sped .

P a ra  d e te rm in a r  e l fa c to r  re s p o n s a b le  de la  a p a r i 

c iô n  de p ro te in a s  ta rd ia s ,  se r e a l iz a r o n  e s tu d io s  con 

m u ta n te s  lé ta le s  c o n d ic io n a le s  d e l fago  0 2 9 .  E l  m u ta n te  

sus 0 5 6  (s e n s ib le  a s u p re s o r ) ,  cuando in fe c ta  a B . s u b - 

t i l i s  110 N A  (c o n d ic io n e s  r e s t r ic t iv a s  p a ra  su d e s a r r o 

l lo )  no p ro d u c e  p ro te in a s  ta r d ia s ,  lo  que in d ic a  que la  

p ro te in a  e s p e c if ic a d a  p o r  e l gen O puede e s ta r  im p l i 

cada  en e l c o n t ro l de la  a p a r ic iô n  de la s  p ro te in a s  

ta rd ia s  in d u c id a s  p o r  0 29, p o s ib le m e n te  a n iv e l de 

t r a n s c r ip c iô n ,  aunque no se d e s c a r ta  que e x is ta  un 

c o n t r o l a d ic io n a l en la  t ra d u c c iô n  de la s  p ro te in a s  t a r 

d ia s .



L a  c o n s tru c c iô n  de la s  p a r t ic u la s  v ir a le s  y  la  e n -  

c a p s u la c iô n  d e l m a te r ia l  g e n é tic o  en e lla s  p la n te a  una 

s e r ie  de p ro b le m a s  que han s id o  e s tu d ia d o s  r e c ie n te -  

m e n te . E l  b a c te r iô fa g o  0 2 9  p ré s e n ta  una s e r ie  de v e n -  

ta ja s  p a ra  e l e s tu d io  de su m o r fo g é n e s is ,  ya que posee  

una m o r fo lo g fa  c o m p lic a d a , y  su D N A  e s p e c if ic a  un n u 

m é ro  re d u c id o  de p ro te in a s .  L a  p a r t ic u la  v i r a l  e s ta  

fo rm a d a  p o r  una câ p s id a  en fo rm a  de ic o s a e d ro  p ro la to ,  

de la  que i r r a d ia n  unas f ib r a s .  C o m p le ta n  la  p a r t ic u la ,  

e l c u e llo  fo rm a d o  p o r  2 c o l la r e s  y  12 a p é n d ic e s , y  la  

c o la  cuya p a r te  d is ta l es m â s  ancha  que la  que es tâ  

en c o n ta c to  con e l c o l la r  in f e r io r  (1 4 ).

L a s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  e s tâ n  d is t r ib u id a s  en la  

p a r t ic u la  d e l m odo s ig u ie n te : t r è s  de e lla s  se e n c u e n tra n  

en la  c â p s id a  ( H P l que es la  m a y o r i ta r ia ,  H P 2  m in o -  

r i t a r i a  y  H P 3 , que fo rm a  la s  f ib r a s ) ,  o t ra s  t r è s  en e l 

c u e llo  (N P l fo rm a  lo s  a p é n d ic e s , N P 2  e l c o l la r  s u p e r io r  

y  N P 3 e l c o l la r  in fe r io r ) ,  y  una en la  c o la  ( T P I )  (22) .

De la s  d iez  p ro te in a s  ta rd ia s  in d u c id a s  p o r  0 29, 

s ie te  son e s t ru c tu ra le s .  S o lo  la s  t r è s  p ro te in a s  ta rd ia s  

no e s t ru c tu ra le s  y  a lguna  p ro te fn a  te m p ra n a  son buenos  

c a n d id a te s  p a ra  e je r c e r  fu n c io n e s  m o r fo g e n è t ic a s  (es  d e -



10

c i r ,  que in te rv e n g a n  en la  c o n s tru c c iô n  d e l v i r u s  p e ro  

que no es tén  p ré s e n te s  en la  p a r t ic u la  v i r a l  m a d u ra ) .  

E l  p ro b le m a  de d e te c ta r  la  e x is te n c ia  de p ro te in a s  m o r-  

fo g e n é tic a s  es m âs  s im p le  de a b o rd a r  que en o t ro s  fa 

gos com o T 4 , en lo s  que h a y  m â s  de 40 genes im p l i -  

cados en la  m o r fo g é n e s is  d e l v i r u s  (44 , 45).

E n tre  lo s  p ro c e s o s  im p lic a d o s  en la  c o n s tru c c iô n  

de la s  p a r t ic u la s  v i r a le s  se ha d e s c r ito  la  t r a n s fo r m a 

c iô n  de c ie r ta s  p ro te in a s  en o t ro s  p o lip é p t id o s  r e la c io -  

nados e s tru c tu ra lm e n te  con  e l la s .

E n  e l fago  T 4 , c u a tro  p ro te in a s  de la  cabeza  ( P23 ,  

P 2 4 , P22, e IP I I I ) ,  se t r a n s fo r m a i!  en p o lip é p t id o s  de 

m e n o r  peso m o le c u la r  d u ra n te  e l p ro c e s o  de m a d u ra -  

c iô n  d e l v i r u s  de m a n e ra  que la s  p ro te in a s  t r a n s fo r m a -  

das fo rm a n  p a r te  de la  e s t ru c tu r a  f in a l  d e l fago  ( 46 -50) ,

L a s  p ro te in a s  e s t ru c tu r a le s  de la  cabeza  d e l b a c te 

r iô fa g o  X re p re s e n ta n  una c a n tid a d  de in fo rm a c iô n  g e n é 

t ic a  que s u p e ra  la  c a p a c id a d  te ô r ic a  de la  zona d e l D N A  

d e l fago  que se e n c a rg a  de e s p e c if ic a r la s .  E l  e s tu d io  de
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e s ta s  p ro te in a s  ha re v e la d o  que la s  p ro te in a s  X I  y  X 2  

p ro v ie n e n  de la  fu s io n  de la  p ro te fn a  m a y o r i ta r ia  de 

la  c â p s id a  (p ro te in a  E ), y  de o t ra  que no fo rm a  p a r te  

d e l v i r u s  m a d u ro  (p ro te in a  C) (5 1 ). P o r  o t ra  p a r te ,  

la  p ro te in a  d e l gen b ( 1 2 ), a s f com o  la  p ro te in a  d e l 

gen H  (52),  se t ra n s fo rm a n  en p o lip é p t id o s  de m e n o r  

peso  m o le c u la r ,  que fo rm a n  p a r te  de la  c â p s id a  m a 

d u ra  y  de la  c o la , re s p e c t iv a m e n te .

En e l c o lifa g o  P 2 , e x is te n  ta m b ié n  dos p ro te in a s  

p re c u rs o ra s  de p ro d u c to s  de m e n o r  peso m o le c u la r :  

la  p ro te fn a  p ro d u c to  d e l gen N  se t r a n s fo r m a  en la  

p ro te in a  m a y o r i ta r ia  de la  c â p s id a  y  la  e s p e c if ic a d a  

p o r  e l gen O, es p r e c u r s o r a  de una p ro te in a  m o r fo g e -  

n é t ic a  no e s t ru c tu r a l .  L a  t r a n s fo rm a c iô n  es m e d ia d a  

p o r  una ru p tu ra  p ro te o l f t ic a  d e l p r e c u r s o r  ( 5 3 ) .

M e c a n is m o s  s im i la r e s  se p re s e n ta n  en o t ro s  fa g o s  

co m o  T 5  ( 5 4 ) ,  y  on v i r u s  a n im a le s  com o  a d e n o v iru s  

( 55 ), v i r u s  de la  e n c e fa lo m io c a rd it is  ( 56 ), s in d b is  ( 57) 

y  p o lio  m a ( 5 8 ) .

No se conoce la  s ig n if ic a c iô n  e x a c ta  de e s ta s  t r a n s -
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fo rm a c io n e s  de p ro te in a s  im p lic a d a s  en e l p ro c e s o  de 

fo rm a c io n  de la s  p a r t ic u la s  v i r a le s ,  aunque se e s p e c u - 

la  que puedan s e f la la r  pasos i r r é v e r s ib le s  en la  m a d u ra  

c io n  m o r fo g e n é t ic a .

P a ra  e s tu d ia r  la  p o s ib le  e x is te n c ia  de p ro te in a s  

p re c u rs o ra s  e n tre  la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  029, se 

r e a l iz a r o n  e x p e r im e n to s  de p u ls o  con a m in o a c id o s  r a 

d io a c t iv o s  y  caza de la s  p ro te in a s  m a rc a d a s  en p re s e n 

c ia  de un exceso  de a m in o a c id o s  no ra d io a c t iv o s .  E s to s  

e x p e r im e n to s  m o s t r a r o n  la  e x is te n c ia  de un p r e c u r s o r  

de la  p ro te in a  que fo rm a  lo s  a p é n d ic e s  d e l c u e llo  en la  

p a r t ic u la  v i r a l  ( N P l) .  N o se e n c o n tro  e v id e n c ia  de p r e -  

c u rs o re s  de o t ra s  p ro te in a s  e s t ru c tu r a le s  o no e s t ru c tu 

r a le s  in d u c id a s  después de la  in fe c c io n  ‘con 029.

E s  p o s ib le  que la  t ra n s fo r m a c iô n  de la  p ro te fn a  p r e 

c u rs o ra  de lo s  a p é n d ic e s  d e l c u e llo  en e l p o lip é p t id o  que 

fo rm a  p a r te  de la  e s t ru c tu ra  f in a l  de la  p a r t ic u la  v i r a l  

ju e g u e  a lg û n  p a p e l en a lg û n  paso  de la  m o r fo g é n e s is  d e l 

fago  029.

L a  e x is te n c ia  de 19 p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  029 en 

B . s u b t i l is  i r r a d ia d o  con  lu z  u l t r a v io le ta  v  de 18 c is t r o -
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n és  en e l D N A  de 0 2 9 ,  s u g e r ia  que la  m a y o r  p a r te  de 

la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  e l fago  a l in fe c ta r  la  b a c te 

r ia  son d e te rm in a d a s  p o r  e l p ro p io  D N A  d e l v i r u s  y  no 

in d u c id a s  en la  b a c te r ia  p o r  la  in fe c c io n  v i r a l .  P a ra  

e s tu d ia r  es te  p ro b le m a  se p ré p a ré  un s is te m a  de s m te -  

s is  de p ro te in a s  in  v i t r o  de E . c o l i  d i r ig id o  p o r  e l D N A  

de 0 29. E n  es tos  s is te m a s  de s in te s is  de p ro te in a s  

in  v i t r o  , se han ensayado  con  é x ito  la  s in te s is  de la s  

p ro te in a s  d e l fago  M 3 ( 5 9 )  y  d e l fago  f l  ( 6 0 ) .  T a m b ié n  

se ha de tec tado  la  s in te s is  de d iv e rs e s  e n z im a s  co m o  

la  p -g a la c to s id a s a  p o r  e l D N A  d e l fago  0 80 ( 61 ), la  

fo s fa ta s a  a lc a lin a ,  d i r ig id a  p o r  e l R N A  m e n s a j e ro  de 

E . c o l i  ( 62 ), p - g lu c o s i l t r a n s fe r a s a  d i r ig id a  p o r  e l D N A  

de T 4  ( 6 3 ) ,  la  d e o x ic i t id i la to  d e a m in a s a  d i r ig id a  p o r  

e l D N A  de T 4  y  de lo s  fa g o s  de B . s u b t i l is , SP82 y  . 

vSPSC ( 6 4 )  y  la  l is o z im a  d i r ig id a  p o r  e l D N A  de T 4  

(65) y  p o r  e l  D N A  de T 7  ( 66  ).

Una de la s  a c t iv id a d e s  e n z im â tic a s  in d u c id a s  en 

B . s u b t i l is  in fe c ta d o  con e l fa g o  0 2 9  es l is o z im a  ( 3 7 ) .  

E n  e l s is te m a  de s in te s is  de p ro te in a s  in  v i t r o  p re p a -  

ra d o  p a ra  n u e s tro s  e x p e r im e n to s  se c o n s ig u iô  d e te c ta r  

e s ta  a c t iv id a d  e n z im â tic a ,  cuya  s in te s is  e ra  to ta lm e n te
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d e p e n d ie n te  d e l D N A  de 029.  E s to s  re s u lta d o s  a se g u ra b a n  

un buen  g ra d o  de f id e l id a d  en la  t r a n s c r ip c io n  d e l D N A , 

y  la  tra d u c c iô n  d e l R N A  m e n s a j e ro  en e l s is te m a  de s in 

te s is  de p ro te in a s  in  v i t r o .

U t il iz a n d o  es te  s is te m a  d i r ig id o  p o r  e l D N A  de 029 ,  

se d e te c tô  la  s in te s is  de R N A  te m p ra n o  e s p e c if ic o  de 

0 2 9  (67 ), a s i com o la  s in te s is  de to d a s  la s  p ro te in a s  te m 

p ra n a s  in d u c id a s  in  v iv o  cuando e l fago  in fe c ta  a B . s u b t i l is  

i r r a d ia d o ,  excep to  una p ro te in a  m in o r i t a r ia  de m o v il id a d  

e le c t r o fo r é t ic a  s im i la r  a la  p ro te in a  e s t r u c tu r a l H P 3 . E s to s  

re s u lta d o s  d e m u e s tra n  que to d a s  la s  p ro te in a s  s in te t iz a d a s  

en e s ta s  c o n d ic io n e s  e s tâ n  e s p e c if ic a d a s  p o r  e l D N A  de 

0 2 9 .

P o r  o t ra  p a r te ,  la  no a p a r ic iô n  de p ro te in a s  ta rd ia s  

in d ic a  que e l m e c a n is m o  que c o n trô la  su s in te s is  in  v ivo , 

no o p e ra  en la s  c o n d ic io n e s  d e l s is te m a  in  v i t r o .

C om o ya hem os co m e n ta d o , en n u e s tro  la b o r a to r io  se 

han a is la d o  una s e r ie  de m u ta n te s  lé ta le s  c o n d ic io n a le s  

( 25, 28 ) que p o r  c o m p le m e n ta c iô n  con  o t ro s  m u ta n te s  de



la  c o le c c iô n  de R e i l ly  y  c o l . ,  ( 2 6 ) ,  se han d is t r ib u id o  

en 18 g ru p o s  de c o m p le m e n ta c iô n  ( 29).  P u e s to  que se han  

d e te c ta d o  19 p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  ^ 29 en B . s u b t i l is  

i r r a d ia d o ,  es m u y  p ro b a b le  que se hayan  co n se g u id o  m u 

ta n te s  en la  m a y o r ia  de lo s  genes d e l D N A  de ^ 2 9 .

P a ra  e s ta b le c e r  la s  p ro te in a s  e s p e c if ic a d a s  p o r  lo s

d is t in to s  genes d e l D N A  de ^ 2 9 ,  se e m p le a ro n  m u ta n te s

d e l v i r u s  s e n s ib le s  a s u p re s o r  ( s u s ) , E s to s  m u ta n te s

^  son lé ta le s  cond i(±>na les y  se han  e s tu d ia d o  p r in c ip a lm e n -

^  te  en e l caso de lo s  fa g o s  la m b d a  (68) y  T 4  (69) .  L o s

m u ta n te s  sus p re s e n t an en su D N A  una m u ta c iô n  que 
lo ------
^  d é te rm in a  la  e x is te n c ia  de un t r ip le t e  de te rm in a c iô n

^  (U A G  o a m b a r, U A A  u o c r e  y  U G A  u ô pa lo ) en una z o 

na donde n o rm a lm e n te  e x is te  un t r ip le t e  que e s p e c if ic a  

a un a m in o â c id o  de una p ro te in a .  L a  e x is te n c ia  de es t as  

s e fia le s  de te rm in a c iô n  a n o rm a le s  en e l R N A  m e n s a je ro  

de un m u ta n te  p ro v o c a  la  in te r r u p c iô n  de la  t ra d u c c iô n  

d e l m e n s a je  g e n é tic o , ya  que en la s  b a c te r ia s  n o rm a le s  

( s u " ) ,  no e x is te n in g û n  R N A  de t ra n s fe re n c ia  capaz de 

re c o n o c e r  a l t r ip le t e  de te rm in a c iô n  y  de in t r o d u c ir  un 

a m in o â c id o  (70),  y  p o r  lo  ta n to , se p ro d u c e  una p ro te in a  

in c o m p le ta  o f ra g m e n te .  L a  lo n g itu d  d e l f ra g m e n te  es 

fu n c iô n  de la  p o s ic iô n  de la  m u ta c iô n  en e l c is t r ô n  (7 1 ),
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E s ta  c a r a c te r is t ic a  p e rm ite  la  id e n t if ic a c iô n  de la  p r o 

te in a  d e te rm in a d a  p o r  e l gen m u ta d o , ya que e l fago  

m u ta n te , a l in fe c ta r  a una b a c te r ia  s u "  ., p ro d u c irâ  

to d a s  la s  p ro te in a s  n o rm a le s  e xce p te  la  p ro te in a  d e te r 

m in a d a  p o r  e l gen m u ta d o , y  en su lu g a r  a p a re c e râ  un 

fra g m e n te  o b ie n  d e s a p a re c e râ  to ta lm e n te ,  ya  que a lg u -  

nos fra g m e n te s  son fâ c ilm e n te  d e g ra d a b le s .

41
E x is te n  b a c te r ia s  s u p re s o r  p o s it iv a s  ( su ), que 

poseen  un R N A  de t ra n s fe r e n c ia  m u ta d o  de ta l  m a n e ra  

que es capaz de re c o n o c e r  un d e te rm in a d o  t ip o  de t r i 

p le te  de te rm in a c iô n .  C uando se in fe c ta  una b a c te r ia  

su con un fago  s e n s ib le  a s u p re s o r ,  e l R N A  de t r a n s 

fe re n c ia  m u ta do  de la  b a c te r ia  es capaz de re c o n o c e r  la  

s e n a l de te rm in a c iô n  en p o s ic iô n  e r rô n e a  que posee e l 

R N A  m e n s a je ro  e s p e c if ic a d o  p o r  e l D N A  d e l v i r u s  m u 

ta n te  e in tro d u c e  un a m in o â c id o  en e l lu g a r  donde en 

c o n d ic io n e s  r e s t r ic t iv a s  (b a c te r ia  s u "  ) se p ro d u c e  la  

te rm in a c iô n  de la  le c tu r a .  S i e l a m in o â c id o  in tro d u c id o  

p o r  e l R N A  de t ra n s fe r e n c ia  de la  b a c te r ia  su p e r m i

te  que la  p ro te in a  v i r a l  sea fu n c io n a l,  la  in fe c c iô n  de 

la  b a c te r ia  su-f p o r  e l m u ta n te  sus d e l v i r u s  s e râ  p r o -  

d u c t iv a  ( c o n d ic io n e s  p e r m is iv a s  de d e s a r r o l lo  p a ra  c l  

m u ta n te  su s ).
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C on lo s  m u ta n te s  s e n s ib le s  a s u p re s o r  o b te n id o s  en 

n u e s tro  la b o ra to r io  (28) y  lo s  de la  c o le c c iô n  de R e i l ly  

y  c o l . , (26),  se han  d e te rm in a d o  la s  p ro te in a s  e s p e c if i 

cadas p o r  13 genes de 0 2 9 .  A d e m â s , se ha o b te n id o  

e v id e n c ia  de que la  p ro te in a  e s p e c if ic a d a  p o r  e l gen O 

es ta  im p lic a d a  en e l c o n t r o l de la  s m te s is  de la s  p r o 

te in a s  ta rd fa s  de 0 29 .

L a  e x is te n c ia  de p ro te in a s  te m p ra n a s  y  ta rd fa s  in d u 

c id a s  p o r  0 2 9  y  la  lo c a liz a c iô n  de lo s  genes que la s  d e - 

te rm in a n  en e l m apa  g e n é tic o  de 0 29 ,  nos ha p e rm it id o  

e s ta b le c e r  t r è s  zonas d e l D N A  cuya  t r a n s c r ip c iô n  da l u 

g a r  a la  s fn te s is  de p ro te in a s  te m p ra n a s , y  dos zonas 

que c o n tie n e n  genes de e x p re s iô n  ta rd fa .

L o s  genes que e s p e c if ic a n  la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  

de 0 2 9 ,  es tân  a g ru p a d o s  en e l m apa  g e n é tic o  d e l D N A  d e l 

v i r u s .  E s te  a g ru p a m ie n to  de genes que d e te rm in a n  p r o t e f -  

nas re la c io n a d a s  en su fu n c iô n , ha s id o  d e s c r ito  en v a r io s  

v i r u s .  En e l genom a d e l fa g o  X , lo s  s ie te  genes que 

c o n tro la n  la  fo rm a c iô n  de la  cabe za  (72) y  la  m a d u ra c io n  

d e l D N A  (73) es tân  s itu a d o s  en e l e x tre m o  iz q u ie rd o  d e l 

m a p a  g e n é tic o . L o s  once  genes que in te rv ie n e n  en la  f o r -
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m a c iô n  de la  c o la  e s tâ n  a g ru p a d o s  ^ la  d e re c h a  de lo s  . 

genes que e s p e c if ic a n  la  s fn te s is  de la s  p ro te in a s  de la  

cabeza  (74) .

E n  T4 ,  e x is te n  a g ru p a c io n e s  de genes que c o n tro la n  

la  m o r fo g é n e s is  de la  c o la  (45),  a s f  com o  de la s  p r o t e i 

nas in te rn a s  que fo rm a n  p a r te  de una e s t ru c tu ra  in te r m e -  

d ia r ia  en la  m o rfo g é n e s is  de la  cabeza  (50) .  E n  e l fa g o  

P22 de S a lm o n e lla  e x is te  una a g ru p a c iô n  s im i l a r  de lo s  

genes que d e te rm in a n  la s  p ro te in a s  re la c io n a d a s  con  la  

m o r fo g é n e s is  de la  cabeza  (75) .  E s ta s  a g ru p a c io n e s  p u e - 

den s u g e r i r  segûn C a s je n s  y  H e n d r ix  (76) que lo s  genes 

e s té n  o rd e n a d o s  de t a l  m a n e ra  que in d iq u e n  e l o rd e n  en 

que a c tùan  en un d e te rm in a d o  p ro c e s o  la s  p ro te in a s  d e te r -  

m in a d a s  p o r  e llo s .

S ch a ch te le  y  c o ls ,  han d e m o s tra d o  que e l R N A  m e n 

s a j e r o  te m p ra n o  de 0 2 9  se t r a n s c r ib e  de la  banda L  d e l 

D N A  m ie n tra s  que e l R N A  ta rd fo  h ib r id iz a  p r e fe r e n c ia l-  

m e n te  con la  banda H  d e l D N A  (39) .  P o r  ta n to , la  t r a n s 

c r ip c iô n  te m p ra n a  y  ta rd fa  d e l D N A  de 0 2 9  l le v a n  s e n t i-  

dos opu es to s  ya que la s  dos cadenas d e l D N A  son a n t ip a -  

r a le la s ,  y  la  t r a n s c r ip c iô n  d e l D N A  se r e a l iz a  s ie m p re  en
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d ire c c iô n  3’ -  O H a 5' -  fo s fa to  p a ra  d a r  lu g a r  a R N A  

m e n s a je ro  que c re c e  en la  d ire c c iô n  5' -  fo s fa to  a 

3' -  O H . D e b id o  a la  e x is te n c ia  de e s to s  da tos  y  basân- 

donos fu n d a m e n ta lm e n te  en e l e fe c to  p o la r  d e l gen E 

s o b re  e l gen H (28) hem os d e te rm in a d o  la  d ire c c iô n  

de la  t r a n s c r ip c iô n  de lo s  genes de 0 2 9  en e l m apa  

g e n é tic o  d e l fago .

E l e s tu d io  de lo s  p ro m o to re s  te m p ra n o s  d e l D N A  

de 0 2 9  m e d ia n te  la  fo rm a c iô n  de c o m p le jo s  R N A p o li-  

m e ra s a -D N A  re a liz a d o s  en n u e s tro  la b o r a to r io  (77 ), 

ha m o s tra d o  la  e x is te n c ia  de t r è s  p ro m o to re s  te m p ra 

nos que c o in c id e n  con lo s  p ro m o to re s  te ô r ic o s  p r e v is -  

to s  en e l m apa g e n é tic o  de 0 29, te n ie n d o  en cu e n ta  ' 

la s  zonas de t r a n s c r ip c iô n  te m p ra n a  d e l D N A .



I I .  M A T E R I A L E S
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M A T E R IA L E S .

a) B a c te r ia s  y  fa g o s

B a c il lu s  s u b t i l is  110 N A  es un m u ta n te  que no 

e s p o ru la  de B . s u b t i l is  168 t r y "  , o b te n id o  d e l D r .

F .  M o re n o .

L a  b a c te r ia  huesped  p e r m is iv a  p a ra  lo s  b a c te r iô fa -

gos s e n s ib le s  a s u p re s o r  fu é  B . s u b t i l is  168 M O -9 9

[  M e t t h r  ^  su "b ^ s p o O A - 3 N A  p re p a ra d o  p o r  e l 

D r .  F .  M o re n o  (28) p o r  t r a n s fo rm a c iô n  de B . s u b t i l is

168 M u  8 m- 5 ,u , 5 le u  ^  m e t t h r  J su"^ ^ spo ^

(78) con D N A  de B . s u b t i l is  M a rb u rg  spo O A -3 N A  su

(79) o b te n id o  d e l D r .  P . S c h a e ffe r .

L a  p re p a ra c iô n  de fago  0 2 9  se r e a l iz ô  en la  b a c 

t e r ia  B a c il lu s  a m y lo liq u e fa c ie n s  e s t ir p e  H M , o b te n id a  

o r ig in a lm e n te  d e l D r .  B . E . R e i l ly .

P a ra  la  in c o rp o ra c iô n  d e l â c id o  cA, £. d ia rn in o p i-  
q

co -H  

S c h w e ig e r.

3
m é l ic o - H  se usô E . c o l i  C , o b te n id o  d e l D r .  M .
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P a ra  la  o b te n c iô n  de lo s  co m p o n e n te s  d e l s is te m a  

in  v i t r o  de s fn te s is  de p ro te in a s ,  se u t i l iz ô  la  b a c te 

r ia  E . c o l i  K12 e s t ir p e  7 g lp R ^ , fo s fa ta s a  a lc a lin a  , 

de la  c o le c c iô n  d e l D r .  G a rc fa  B a lle s ta .

E l b a c te r iô fa g o  029 fue  o b te n id o  o r ig in a lm e n te  d e l 

D r .  B . E . R e i l ly .  ^

L o s  m u ta n te s  s e n s ib le s  a s u p re s o r  F 5 1 5 , K 9 1 , E 136, 

H 542 , M 1241, P 112 , D2 4L, 0 5 6 , 144, L 5 5 , L 5 3 , B 4 7 , 

N 212 y  A 422 p e r te n e c e n  a la  c o le c c iô n  de M o re n o  y  

c o ls  (28 ).

L o s  m u ta n te s  E 6 26 , G 614, F 7 6 9 , 11629 p e r te n e c e n  a 

la  c o le c c iô n  de R e i l ly  y  c o ls  (26) y  se l la m a ro n  re s p e c -  

t iv a m e n te  sus Q 626 , J614 , G 769 y  R  629 deb ido  a su 

lo c a liz a c iô n  (29) en lo s  c is t ro n e s  d e s c r ito s  p o r  M o re n o  

y  c o ls  (28).

L o s  m u ta n te s  s e n s ib le s  a te m p e ra tu ra  ts B 6 6 , ts B 7 3 , 

ts B 7 4  y  tsJ1 1 6  e ra n  de la  c o le c c iô n  de T a la v e ra  y  c o ls .

(25).
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E l m u ta n te  s e n s ib le  a te m p e ra tu ra  ts  1810 p e r te -  

nece  a la  c o le c c iô n  de M o re n o  y  c o ls .  (28 ).

b) M e d io s  de c u lt iv o ;

L a  t r ip to n a ,  e x t ra c to  de le v a d u ra , e l a g a r ,  la  pep 

tona  y  lo s  c a s a m in o â c id o s  se .c o m p ra ro n  a D ifc o .

L a  D -g lu c o s a  a F is h e r  S c ie n t i f ic  C o ., lo s  L - a m i -  

n o â c id o s  a S ig m a  C h e m ic a l C o . , e l a n t ie s p u m a n te  

R h o d o s il a H is p a n ia  S . A . ,  la s  s a le s  a M e rc k  y  la  g e - 

la t in a  a B D H .

c) P ro d u c to s  ra d io a c t iv e s :

L e u c in a -H ^  (1  m C /m l,  0, 002 m g r / m l)  y  L e u c in a -C ^ ^

(100 y iC / m l ,  0 ,0 2 3  m g r /0 ,  5 m l) ,  se c o m p ra ro n  a N e w
35

E n g la n d  N u c le a r .  M e t io n ia  -  S (5 m C /5 ,  6 m l,  0, 04 

m g r /5 ,  6 m l) ,  M e t io n ia  -  (1 m C /m l ,  6 ,4  C i /m m o l) ,
3

â c id o  oV-S, d ia m in o p im é lic o - H  (1 m e /m l,  200 y i c /  u m o l)  

e l h id ro liz a d o  de p ro te in a  -  C ^ ^  (50 yuC/ m l.  58 m C /m .â to -
3

m o  de C a rb o n o ) y  e l h id ro l iz a d o  de p ro te in a  - H  ( 1  m C /  

m l,  T R K 4 4 0 , B . 5) se c o m p ra ro n  a T h e  R a d io c h e m ic a l 

C e n te r ,  A m e r  sh a m .
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d) E le c t r o fo r e s is  en ge le s  de p o lj.a c r ila m id a :

L a  a c r i la m id a  y  la  N , N  -  m e t i le n b is a c r i la m id a  c o m -  

p ra d a s  a B io -R a d  L a b o r a to r ie s ,  se u t i l iz a r o n  s in  r é c r i s  

t a l iz a r .

L a  a c r i la m id a  de S e rv a  F e in b io c h e m ic a  G M B H . C o . 

y  la  N , n ' -  m e t i le n  b is a c r i la m id a  de M e rc k  se r e c r i s -  

ta l iz a r o n  an tes  de u s a rs e . L a  te t r a m e t i le t i le n d ia m in a  se 

c o m p ro  a E a s tm a n  C h e m ic a l C o . , e l SDS a S ig m a  C h e 

m ic a l  C o . , y  e l p e rs u lfa to  s o d ic o  a C a n a lc o .

L a  u re a  se c o m p ro  a F is h e r  y  se d e s io n iz ô  con r é 

s in a  m ix ta  de c a m b io  iô n ic o  o b te n id a  de Seta.

e) D e te rm in a c iô n  de ra d io a c t iv id a d .

E l b u t i l -P B D  se c o m p rô  a C ib a  L im i te d ,  e l 2 ,5 - d i-  

fe n ilo x a z o l (P P G ) y  e l d im e t i l  P O P O P , a S ig m a  C h e m i

c a l C o . , e l to lu e n o  a C a r lo  E rb a  y  e l p a p e l de f ib r a  

de v id r io  (W h a tm an  G F /C  y  G F /A ) ,  a R eeve  A n g e l.
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f)  C ro m a to g r a f ia .

L a  D E A E -c e lu lo s a  se ob tuvo  de S e rv a  F e in b io c h e m ic a ,  

G M B H  C o. A n te s  de su uso se e l im in a ro n  f in o s  p o r  s u s 

p e n s io n  en agua d e s tila d a  y  d e c a n ta c io n  p o s te r io r .  Se a g i

té  después con 5 v o lu m e n e s  de C IH  0, 5 M  d u ra n te  20 m i 

n u te s , se f i l t r é  y  se la v é  con agua h a s ta  pH 4. L a  p a s ta  

de c e lu lo s a  se re s u s p e n d iô  en 5 v o lu m e n e s  de N a O È  5 M  

y  se a g ité  d u ra n te  20 m in u to s , f i l t r â n d o s e  a c o n t in u a c iô n  

y  la v a n d o  has ta  pH 8. L a  c o lu m n a  se em paque té  a p re s iô n  

y  se é q u il ib ré  con 20 v o lu m e n e s  d e l ta m p o n  de m u e s tra .

E l S p h e ro s il,  t ip o  c, de d iâ m e tro  de p o ro  2 0 -4 0  m y u ,  

se a d q u ir iô  a S e rv a . P a ra  su p re p a ra c iô n  se re s u s p e n d iô  

en agua d e s tila d a  y  se d e s à ire ô  d u ra n te  30 m in u to s  b a jo  

v a c fo . Se la v é  con dos v o lu m e n e s  de C l H  1 M  d u ra n te  

30 m in u to s , f i l t r â n d o s e  a c o n tin u a c iô n  y  la vâ n d o s e  con 

agua d e s tila d a  h a s ta  n e u tra lid a d .  D e sp u é s  se t r a tô  con 

2 v o lu m e n e s  de N H ^O H  1 M  y  se la v é  h a s ta  n e u tra l id a d  

con agua d e s tila d a . P o r  u l t im o  se é q u il ib ré  con 5 v o lu 

m e n e s  d e l ta m p ô n  de m u e s tra ,  y  se em paque té  s in  p r e 

s iô n .
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L a  ré s in a  B e c k m a n  t ip o  P A -3 5  se c o m p ro  a la  

D iv is io n  S p inco  de B e c k m a n  In s tru m e n ts  In c . P a ra  p re  

p a r a r la ,  se t r a tô  con 10 v o lu m e n e s  de N aO H  4% y  se 

f i l t r ô .  Se la v ô  con 10 v o lu m e n e s  de agua d e s tila d a  y  

lu e g o  con 10 v o lu m e n e s  de a c é tic o  2M , y  s u c e s iv a -  

m e n te  con 10 v o lu m e n e s  de agua d e s t ila d a  y  10 v o lu 

m enes  de P i r id in a  2 M -a c é t ic o ,  pH 5. L a  ré s in a  se la 

vô  con 10 v o lu m e n e s  de agua y  se em paque té  b a jd  p r e 

s iô n .

g) A u to r r a d io g r a f la .

L a  p e lic u la  u t i l iz a d a  fu é  K o d ir e x  p a ra  R a yos  X  

de K o d a k .

Se u t i l iz a r o n  in d is t in ta m e n te  e l R e v e la d o r  R â p id o  

p a ra  ra y o s  X  y  e l r e v e la d o r  D X -8 0 , a s f com o  e l f i -  

ja d o r  A c id o  R â p id o  o e l f i ja d o r  F X -4 0  p a ra  p e lfc u la  

de ra y o s  X . T o d o s  e s to s  p ro d u c to s  se c o m p ra ro n  a 

K o d a k .

E l c e lo fâ n  H a n d i-W ra p , se c o m p rô  a T h e  D ow  

C h e m ic a l Co.
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h) O tro s  p ro d u c to s .

L a s  p ro te in a s  m a rc a d o ra s  s e ro a lb û m in a  b o v in a , 

in m u n o g lo b u lin a  G, cadena pesada, q d im o tr ip s in ô g e n o , 

m io g lo b in a  y  c i t r o c r o m o  C , se c o m p ra ro n  a M ann 

R e s e a rc h  L a b o r a to r ie s  y  a C a lb io c h e m .

L a  t r ip s in a  T P C K  se c o m p rô  a W o r th in g to n  C h e 

m ic a l  C o . , e l c lo ru r o  de c e s io  y  e l p o l ie t i le n g i ic o l 

6000 a S e rva , y  e l r e a c t iv o  F  o l in  -  C io  c a lte a u  a M e rc k .

L a  o v o a lb û m in a , s e ro a lb û m in a  b o v in a , la  l is o z im a  

de c la ra  de huevo , 2 -m e rc a p to e ta n o l,  fo s fo e n o l p ir u v a - -  

to , la s  e s te ra s  de v id r io  y  lo s  t r i fo s fa to s  de a d e n o s in a , 

c it id in a ,  guanos ina  y  u r id in a  a S ig m a  C h e m ic a l C o.

E l d i t io t r e i t o l  se o b tu vo  de C a lb io c h e m  y  e l le u c o -  

v o r in  c â lc ic o  de C y a n a m id  Ib ê r ic a  S .A .

L a  D N asa p a n c re â tic a  ( e le c t ro fo ré t ic a m e n te  p u ra  6 

r e c r is ta l iz a d a  una ve z ) y  la  R N asa  p a n c re â tic a  ( r e c r is -  

ta liz a d a  una v e z ), se o b tu v ie ro n  de W o r th in g to n  C h e m ic a l 

C o .



27

E l a d ju v a n te  de F re u n d  se c o m p rô  a D ifc o .

L a  p ro n a s a  (p ro te a s a  de S tre p to m y c e s  g r is s e u s )  

g ra d o  B , se c o m p rô  a C a lb io c h e m  y  se a u to d ig ir iô  

segûn e l m é to d o  de Y o ung  y  S in s h e im e r  (80) d e l 

m odo  s ig u ie n te :

Una s o lu c iô n  de 10 m g r / m l  en T r is - C I H  10 m M , 

E D T A  20 m M  pH 8, 1, se in c u b ô  d u ra n te  3 h o ra s  a 

379C; a c o n tin u a c iô n  se c a le n tô  5 m in u to s  a 809C 

e n fr iâ n d o s e  después râ p id a m e n te  en h ie lo  y  c o n s e r -  

vândose  co n g e la da .

E l f lu o r u r o  de f e n i l - m e t i ls u l f o n i lo  se c o m p rô  a 

S ig m a , e l e ta n o l, e l c lo ro fo r m o ,  e l e te r ,  la  a ce to n a  

y  e l â c id o  t r ic lo r o a c é t ic o  a M e rc k .

E l is o p ro p a n o l y  e l â c id o  a c é t ic o  g la c ia l a C a r lo  

E rb a .

E l fe n o l a B a k e r ,  e l a z u l b r i l la n te  de C o o m a n ie  

R -2 5 0  a S e rva , la  s a c a ro s a  a M a y  &  B a k e r  L td  y  e l 

p a p e l W h a tm a n  3 M M  a W h a tm a n .
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E l t -R N A  de E . c o l i  B  se ob tu vo  d e l D e p a rta m e n to  

de B io q u im ic a  de la  U n iv e rs id a d  de N ueva  Y o rk .

i)  E q u ip o :

F e rm e n ta d o re s  de 22 l i t r o s  de B e le n g e r  S .A .

B a flo s  de agua con a g ita c iô n  r o ta to r ia  de N ew  

B ru n s w ic k  C o. I n c . ,  m o d e lo  G -7 6 .

B a flo  de a m b ie n te  re g u la d o  p o r  a i r e  con a g ita c iô n  

r o ta to r ia  de N ew  B ru n s w ic k  C o . I n c . ,  m o d e lo  G -2 5 .

B a flo s  de in c u b a c iô n  de K o w e ll y  L a b - l in e  I n s t r u 

m e n t In c .

C e n tr ifu g e s : S o rv a l l m o d è le s  SS3, R C 2 -B  y  S h a rp ie s  

t ip o  24B p a ra  f lu jo  c o n tin u e .

U lt ra c e n tr f fu g a s :  S p inco  de B e c k m a n  m o d è le s  L 2 -5 0 ,  

L 2 -6 5  y  L 3 -5 0 .

E s p e c tro fo tô m e tro s : B e c k m a n  D U -2  y  D B -G T  y  S p ec- 

t r o n ic .
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C â m a ra  te rm o s ta t iz a d a  con c o le c to t*  de f ra c c io n e s  ISCO  

m o d e lo  600, con r e g is t r e  m o d e lo  U A 4 .

E s tu fa s : E le k t ro  H e lio s .

p H m e tro  R a d io m e te r ,  m o d e lo  25 con es c a la  expa nd ida .

L io f i l i z a d o r  V i r t i s ,  m o d e lo  1 0 0 0 1 4 5 -M R B A .

F u e n te s  de a lim e n ta c iô n :  E -C .  A p p a ra tu s  C o rp . G e lm a n . 

In s t ru m e n t  C o m p a n y  y  B u c h le r  M o d e lo  3 -1 0 1 4 A .

C u be tas  de e le c t r o fo r e s is :  H o e fe r  S c ie n t i f ic  In s tru m e n ts  p a ra  

g e le s  c i l in d r ic o s  y  S E 520.

B a la n z a s : S a r to r iu s  y  G hans.

C o n ta d o r de c o lo n ia s  N ew  B ru n s w ic k  m o d e lo  C l lO .  

F ra c c io n a d o r  de g e le s  M ic k le .

H o m o g e n iz a d o r S o rv a l l  G m n im ix e r .
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C o n ta d o re s  de c e n te lle o  l iq i i id o :  P a c k a rd  T r i - C a r b  

m o d è le s  3003, 3320 y  N u c le a r  C h ic a g o  M a rc k  I I ,

L â m p a ra  g e rm ic id a  de 15 W  de G e n e ra l E le c t r ic .

Baho te rm o s ta t iz a d o r  L a u d a  K 2 R .D .

P la ç a  c a le fa c to ra  E G A .

D e n s ito m e tro  C h ro m o s c a n  IVIKII de Jo y c e , L o e b l Co,



I I I .  M  E  T  o  D o  s
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M E T O D O S .

a) M e d io s  de c u lt iv o :
;

1) P a ra  e l c re c im ie n to  de B . a m y lo l iq u e fa c ie n s , e s t ir p e  

H M , en fe rm e n ta d o re s ,  y  p a ra  e l c u lt iv o  de b a c te r ia s  p a ra  

la  v a lo ra c io n  d e l fago  0 2 9 , se u t i l i z ô  m e d io  L  (81) co m p u e s to  

p o r  t r ip to n a ,  10 g r /1 ,  e x t ra c to  de le v a d u ra , 10 g r /1  y  c lo -  

r u r o  s ô d ic o , 5 g r /1 ,  su p le m e n ta d o  con c lo r u r o  de m a nga neso  

0, 01 m M  y g lu c o s a  20 m M .

2) P a ra  lo s  e x p e r im e n to s  de m a rc a je  de la s  p ro te in a s
3

in d u c id a s  p o r  e l fago 0 29, (y  p a ra  m a r  c a r  e l fago con  H  )

la  b a c te r ia  huesped  se c r e c io  en m e d io  m in im o ,  que c o n -

t ie n e  P O ^ Na 50 m M , P O ^ H ^ K  50 m M , C l N H ^ 10 m M ,

C L  M g  5 m M , C L C a  0 ,1  m M , C L M n  0 ,0 1  m M , SO . ( N i l . ) „  1 m M ,  
Ù  Cà C i 4  4  o

S O ^Z n  0, 01 m M , g lu c o s a  20 m M  y  a rn in o a c id o s  co m o  se 

in d ic a n  en cada e x p e r im e n to . A d e m a s , sea fiaden  0 ,0 1  m l 

de s o lu c iô n  de t ra z a s  de m e ta le s  p o r  l i t r o  de m e d io ; e s ta  

s o lu c iô n  co n tie n e  2, 5 m g r  de C l Co . 6H O , 0, 25 m g r  

SO ^Cu . 5HgO y  2, 5 m g r  de Mo^^O^^ (N H ^ )^  p o r  l i t r o  (82 ).

3) P a ra  la  p re p a ra c iô n  de fago  0 2 9  m a rc a d o  r a d io a c t i -  
14

v a m e n te  con C se c r e c iô  la  b a c te r ia  huesped  en m e d io
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m in im o  de S p iz iz e n  (83) que c o n tie n e  P O ^H K ^lO O  m M , 

P O ^ H ^ K  50 m M , SO^ (N H ^ )g l5  m M , c i t r a to  t r is o d ic o  5 m M , 

C lN a  100 m M , SO^ M g  1 m M , C l^  M n  0 ,0 1  m M , cada uno 

de lo s  a rn in o a c id o s  0, 05 m M  o com o  se in d ic a n  en cada 

e x p e r im e n to  y  g lu c o s a  20 m M .

4) L a  p re p a ra c iô n  de E . c o l i  C m a rc a d o  con  â c id o  
3d ia m in o p im é lic o -H  se l le v ô  a cabo en m e d io  c o m p le to  

que c o n te n ia  5 m l de s o lu c iô n  A  (21 g r  de P O ^H N a ^ ,

9 g r  de P O ^H ^K  y  2 g r .  de C IN H ^  p o r  l i t r o ) ,  2, 5 m l 

de s o lu c iô n  B  (4 m l de g e la t in a  1%, 60 g r  de c a s a m i

n o â c id o s  y  120 m l de g l ic e r in a  p o r  l i t r o ) ,  0, 25 m l de 

S O ^M g 0, I M  y  e l r e s to  de agua h a s ta  c o m p le ta r  10 m l.

5) E . c o l i  K 1 2 , e s t ir p e  7 se c r e c iô  en m e d io  que c o n 

t ie n e , p o r  l i t r o  lo s  s ig u ie n te s  c o m p o n e n te s : 10 g r .  de 

pep tona  en 50 m l de m e z c la  g l ic e r o l  ( 3000 g r  de g l ic e r o l ,  

3, 3 g r  de C l^ C a , 1 g r  de g e la t in a , 100 g r  de C IN H ^  y  

30 g r  de S O ^M g. H ^O  p o r  5 l i t r o s ) ,  5 g r  de g lu c o s a  y  

30 m l  de ta m p ô n  fo s fa to  (que c o n tie n e  1500 g r  de P O ^H K ^  

y  575 g r  de P O ^ H ^ K  en 5 l i t r o s ) .

6) E l ta m p ô n  u t i l iz a d o  com o  d ilu y e n te  de fago  ( D . F . )  

c o n tie n e  T r i s  C IH  50 m M , pH 7, 8, C lN a  0, I M  y  C L M g  10 m M .
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b) P u r i f ic a c iô n  d e l fago  0 2 9 .

E l  b a c te r iô fa g o  0 29 se p u r i f ic ô  s ig u ie n d o  e l m é to d o  

d e s a r ro l la d o  p o r  V .R u b io  en n u e s tro  la b o r a to r io  (84 ),

B . a m y lo liq u e fa c ie n s  ̂ e s t ir p e  H M , se c re c iô  en f e r 

m e n ta d o re s  de 22 1. co n te n ie n d o  *17 1. de m e d io  L  (M é 

to d o  s a, 1), su p le m e n ta d o  con c lo r u r o  de m anganeso  

0, 01 m M , g lu co sa  20 m M  y  R h o d o s il a n tie s p u m a n te  0, 5% 

( v /v ) ,  h a s ta  una d e n s id a d  de 2 x 1 0 ^  c e ls /m l ;  en ese m o -  

m e n to , e l c u lt iv o  se in fe c tô  con 0 2 9  a una m u lt ip l ic id a d  

de 2 fagos  p o r  b a c te r ia ,  co n tin u â n d o s e  la  in c u b a c iô n  a 

372C con fu e r te  a g ita c iô n , h a s ta  l i s i s .  A l  l is a d o  s e a fia - 

d ie ro n  100 ^ g r / m l  de l is o z im a ,  D N a s a l y  R N asa  p a n c re â 

t ic a  h a s ta  una c o n c e n tra c iô n  f in a l  de 0, 2 y u g r /m l y  

C lg M g  5 m M . Se in cu b ô  30 m in u to s ,  c e n tr  i f  u gândo s e a 

c o n tin u a c iô n  en una c e n tr f fu g a  S h a rp ie s  de f lu jo  c o n tin u o  

p a ra  e l im in a r  re s to s  c e lu la re s .

E l  fago  se c o n c e n trô  p o r  a d ic iô n  de p o l ie t i le n g i ic o l  

6000 h a s ta  c o n c e n tra c iô n  f in a l  de 10% (p e s o /v o lu m e n ),  

m a n te n ie n d o  la  m e z c la  en re p o s o  a 42C d u ra n te  la  noche . 

L a  fa s e  s u p e r io r  se deca n tô  y  la  fa s e  de p o l ie t i le n g i ic o l,  

que c o n te n ia  la  m a y o r  p a r te  d e l fa g o , se c e n tr ifu g é
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30 m in u to s  a 8000 r p m  en e l r o to r  GSA de la  c e n tr ifu g a  

S o rv a l l ,  o b te n ié n d o se  un s e d im e n to  que se d is o lv iô  en d i 

lu y e n te  de fago .

A  es ta  s o lu c iô n  se a na d iô  de nuevo  R N asa  p a n c re â tic a , 

D N asa  y  l is o z im a  a la s  m is m a s  c o n c e n tra c io n e s  an te s  in -  

d ic a d a s , y  se in cu b ô  30 m in u to s  a 372C . Se c e n tr ifu g é  a 

8000 r p m  d u ra n te  30 m in u to s  en e l r o to r  GSA, y  e l s o -  

b re n a d a n te  se pasô p o r  una c o lu m n a  de S p h e ro s il (35 x 7 , 5 

cm ) e q u il ib ra d a  con d ilu y e n te  de fago , e lu yé n d o se  e l fago  

con  e l m is m o  ta m p ô n . L a s  f ra c c io n e s  que c o n te n iâ n  e l 

v i r u s  se ju n ta ro n  y  se c e n t r ifu g a ro n  4 h o ra s  a 19, 000 rp m  

en e l r o to r  19 de la  u l t r a c e n t r i fu g a  S p in c o  L 3 -5 0  a 4 2 0 ; 

e l s e d im e n to , que c o n te n ia  e l fa g o , se re s u s p e n d iô  en un 

pequeflo  v o lu m e n  de D F  y , p a ra  p u r i f ic a r lo  p o s te r io rm e n -  

te , se c e n tr ifu g é  h a s ta  e q u i l ib r io  de d e n s id a d  en un g r a 

d ie n t e de c lo r u r o  de c e s io  de d e n s id a d  m e d ia  1 ,4 3  g r / m l  

d u ra n te  24 h o ra s  a 29. 000 r p m  en e l r o to r  30 de la  u l 

t r a c e n t r i fu g a  S p inco  L 2 -5 0  a 152C . L a s  f r a c c io n e s  que 

c o n te n ia n  e l fago  se d ia l iz a r o n  f re n te  a D F  y  se c o n s e r -  

v a ro n  a 4 2 0 .
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c) V a lo ra c io n  d e l fago  0 2 9  n o rm a l y  m u ta n te s . '

Se e m p le ô  com o b a c te r ia  in d ic a d o ra  B . s u b t i l is  I IO N A  

p a ra  fago  n o rm a l y  m u ta n te s  s e n s ib le s  a te m p e ra tu ra ,  y
-L . 3

B . s u b t i l is  M O -9 9  su ‘ p a ra  lo s  m u ta n te s  s e n s ib le s  a 

s u p re s o r .

L a  b a c te r ia  in d ic a d o ra  se c r e c iô  en m e d io  L  s u p le 

m e n ta d o  con g lu co sa  20 m M  h a s ta  una c o n c e n tra c iô n
7

a p ro x im a d a  de 5 x 1 0  c é lu la s /m l.  E l  a g a r s e m is ô lid o  

c o n te n ia  m e d io  L  s u p le m e n ta d o  con 0 ,6 %  ( p e s o /v o l . )  de 

a g a r .  E l a g a r usado en la s  p la ç a s  P é t r i  c o n te n ia  m e d io  

L  su p le m e n ta d o  con 1, 6% (p e s o /v o l.  ) de a g a r .

L a  v a lo ra c iô n  de 029 se r e a l iz ô  segûn e l m é to d o  

A d a m s  (85): 0, 5 m l de un c u lt iv o  de b a c te r ia  in d ic a d o ra  

se m e z c lô  con 0, 1 m l de fago  d i lu id o  h a s ta  la  c o n c e n 

t r a c iô n  adecuada en D . F .  L a  m e z c la  se e x te n d iô  s o b re  

una p la ç a  de P é t r i  que c o n te n ia  a p ro x im a d a m e n te  25 m l 

de a g a r  s ô lid o . Una ve z  s o l id i f ic a d a  la  m e z c la  de a g a r -  

c é lu la s - fa g o ,  se in cu b ô  la  p la ç a  d u ra n te  la  noche  en una 

e s tu fa  a 302C , a p a re c ie n d o  una p la ç a  de l i s i s  en e l cesped
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de b a c te r ia  in d ic a d o ra ,  p o r  cada  fago  (o b a c te r ia  in fe c ta -  

da) p ré s e n te .  T e n ie n d o  en cu e n ta  e l n u m é ro  de p la ç a s  

o b te n id a s  y  la  d i lu c iô n  re a liz a d a ,  se puede c a lc u la r  la  

c a n tid a d  de fago o r ig in a l .  L a s  v a lo ra c io n e s  d e l fago  e s 

tâ n  re a liz a d a s  con un m fn im o  de dos d ilu c io n e s  d is t in ta s .

L a  d e te rm in a c iô n  d e l fago  to ta l  p ro d u c id o  a lo  la rg o  

de la  in fe c c iô n  en la  b a c te r ia  huésped , se r e a l iz ô  to m a n -  

do a lic u o ta s  de 5 y a l  d e l c u lt iv o  in fe c ta d o  que se d i lu y e -  

r o n  en 0, 5 m l de d ilu y e n te  de fago , con 250 yugr de l is o 

z im a . Se in c u b a ro n  30 m in u to s  a te m p e ra tu ra  a m b ie n te , 

y  se p la q u e a ro n  com o se ha d e s c r ito .  E l  n u m é ro  de p la 

ças de l i s i s  o b te n id a s , c o r re s p o n d e  a l n u m é ro  de fa g o s  

m a d u ro s  p ré s e n te s  en cada m o m e n to .

d) R e tro c ru z a m ie n to  de m u ta n te s  s e n s ib le s  a s u p re s o r .

B . s u b t i l is  168 M O -9 9  s u '  ̂ b a c te r ia  p e rm is iv a  p a ra  

lo s  m u ta n te s  s e n s ib le s  a s u p re s o r ,  se c re c iô  en m e d io  

L  (M é to d o s  a, 1) a 372C h a s ta  que la  d e n s id a d  d e l c u l t i 

vo  fue  de 1 X 10^ b a c te r ia s  p o r  m l.
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A  1 m l de b a c te r ia s  a s i c re c id a s ,  se a f la d ie ro n  lo s  

m u ta n te s  que se ib a n  a r e t r o c r u z a r  (E 136 , M 1241 , D 241 , 

144, A 4 2 2 , L 5 5  y  L 5 3 ) a una m u lt ip l ic id a d  de in fe c c iô n  

de 10 fagos  p o r  b a c te r ia ,  y  a cada  c u lt iv o  in fe c ta d o  se 

a n a d iô  029 n o rm a l ta m b ié n  a una m u lt ip l ic id a d  de 10 

fa g o s  p o r  b a c te r ia .

Se in c u b a ro n  10 m in u to s  a 302C en re p o s o , y  se a f la -  

d iô  1 0 yu l de a n t is u e ro  c o n tra  029 (M é to d o s , e), in c u b â n -  

dose  d u ra n te  5 m in u to s  en re p o s o . L o s  c u lt iv o s  se d i lu -  

y e ro n  5. 000 ve ce s  en m e d io  L ,  y  se in c u b a ro n  105 m i 

n u to s  a 302 con a g ita c iô n  fu e r te ,  a l  cabo de lo s  c u a le s  

se a f la d ie ro n  250 y u l de c lo ro fo r m o  y  se in c u b a ro n  10 

m in u to s  a 302 con a g ita c iô n  p a ra  l i s a r  la s  c é lu la s .  U na 

a l ic u o ta  de 0, 1 m l d e l l is a d o  se p laque ô  com o  se d e s c r i -
-L3

be en M étodos  c) u t i l iz a n d o  B .s u b t il is  168 M O -9 9  su 

co m o  b a c te r ia  in d ic a d o ra .

L a s  p la ç a s  de l i s i s  o b te n id a s  se p in c h a ro n  s o b re  unas 

p la ç a s  que te n fa n  b a c te r ia  p e r m is iv a  (B . s u b t i l is  1 6 8 M O -9 9 ) 

y  o t ra s  que te n fa n  b a c te r ia  no p e r m is iv a  (B . s u b t i l is  110 N A ), 

L o s  m u ta n te s  que no c re c fa n  s o b re  la  b a c te r ia  no p e r m is i 

va  y  que c re c fa n  s o b re  la  p e r m is iv a  se a is la ro n  y  se r e t r o -
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c ru z a ro n  o t ra s  dos v e c e s  con e l fago  0 29 n o rm a l com o 

se ha in d ic a d o  an te s .

L a s  p la ç a s  de l i s i s  c o r re s p o n d ie n te s  a lo s  m u ta n te s  

r e tro c ru z a d o s  3 ve ce s  se re s u s p e n d ie ro n  en d ilu y e n te  de 

fago  (M é to d o s  a, 6) y  se p la q u e a ro n  s o b re  la  b a c te r ia  p e r -  

m is iv a  ha s ta  l i s is  c o n flu e n te  (e n tre  5000 y  10000 p la ç a s  

de l i s i s  p o r  p la ç a  P é t r i ) .  Se a na d iô  4, 5 m l de d ilu y e n te  

de fago  p o r  p la ça  P é t r i  (unas 10 p la ç a s  P é t r i  p o r  m u ta n 

te ) y  se in cu b ô  a te m p e ra tu ra  a m b ie n te  d u ra n te  6 h o ra s .

A  c o n tin u a c iô n , se re c o g iô  e l s o b re n a d a n te  de la s  

p la ç a s  y  se c e n tr ifu g é  d u ra n te  10 m in u te s  a 10. 000 rp m  

en e l r o to r  SS34, de la  c e n tr ifu g a  S o rv a l l  a 4QC. E l  s o -  

b ra n a d a n te  se c e n tr ifu g é  d u ra n te  90 m in u te s  en e l r o to r  

30 de la  u l t r a c e n t r i fu g a  S p inco  L 2 -5 0  p a ra  s e d im e n ta r  e l 

fa g o . E l  fago a s f o b te n id o  se re s u s p e n d ié  en un pequeflo  

v o lu m e n  de d ilu y e n te  de fago , y  se g u a rd é  a 49C .

A  lo s  m u ta n te s  r e t r o c ru z a d o s  t r è s  ve ce s  se le s  dén o 

m m a  con su n o ta c ié n  h a b itu a i se g u id a  de r3 .



e) O b te n c iô n  de a n t is u e ro  c o n tra  0 2 9 . '

U na m e z c la  de 1 m l de d ilu y e n te  de fago  con 2 x lO ^ ^  

p a r t ic u la s  de f)29  n o rm a l,  se m e z c lô  con 1 m l de a d ju 

v a n te  de F re u n d  y  se in y e c tô  in tra p e r ito n e a lm e n te  en c o -  

n e jo s . E s te  t ra ta m ie n to  se r e p i t iô  t r è s  ve ce s  con in t e r -  

v a lo s  de una s ém ana . D ie z  d ia s  después de la  û ltin q a  in -  

y e c c iô n , se e x t ra jo  la  s a n g re  d e l co n e jo  y  se in c u b ô  d u 

ra n te  30 m in u te s  a 569C p a ra  in a c t iv a r  e l c o m p le m e n to , 

y  lu e g o  2 h o ra s  a 309C p a ra  a s e g u ra r  la  c o a g u la c iô n . E l  

s u e ro  o b te n id o  se g u a rd ô  a -2 0 9 C .

f)  P re p a ra c iô n  de fago  rn a rc a d o  ra d io a c t iv a m e n te .

P a ra  la  o b te n c iô n  de 0 2 9  m a rc a d o  ra d io a c t iv a m e n te  

se c re c iô  B . a m y lo l iq u e fa c ie n s , e s t ir p e  H M , en m e d io  

m in im o  de S p iz iz e n  (M é to d o s  a, 3) h a s ta  una c o n c e n tra -
7

c iô n  de 2 x  10 c é lu la s /m l.  L a s  b a c te r ia s  se c o n c e n tra -  

ro n  p o r  c e n tr ifu g a c iô n  en e l r o to r  GSA de la  c e n tr ifu g a  

S o rv a l l  a 7. 500 r p m  d u ra n te  5 m in u te s .  L a s  c é lu la s  se 

re s u s p e n d ie ro n  en m e d io  m in im o  s in  g lu c o s a  y  s in  a m i-
g

n o â c id o s  a una c o n c e n tra c iô n  de 2 x  10 c é lu la s /m l,  y  se 

a fla d iô  fago  029 a una m u lt ip l ic id a d  de in fe c c iô n  de 50 

fago  s p o r  b a c te r ia .  Se in c u b ô  d u ra n te  5 m in u te s , a l cabo
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de lo s  cu a le s  se c e n tr ifu g e  en e l r o t o r  SS34 de la  c e n t r i 

fuga  S o rv a l l  a 10. 000 r p m .  d u ra n te  c in c o  m in u te s . L a s  

c é lu la s  se re s u s p e n d ie ro n  en e l m is m o  v o lu m e n  de m e d io  

m in im o  c o m p le te  con le s  a m in o â c id o s  0, 1 m M , y  se afia- 

d ie ro n  0 ,5  y u c /m l de L e u c in a -C ^ ^ ,  342 m C /m M o l.  L a  f i -  

g u ra  1 m u e s tra  la  in c o rp o ra c iô n  de la  le u c in a  ra d io a c t iv a  

en m a te r ia l  in s o lu b le  en a c id e  t r ic lo r o a c é t ic o  y , la  p r o -  

d u c c iô n  de fago to ta l.  U na vez  l is a d o  e l c u lt iv e  se a f ia d ie -  

r o n  500 y i g r / m l  de l is o z im a ,  1 y u g r / m l  de D N asa  y  

1 y U g r /m l de R N asa  p a n c re a tic a , in cu b â n d o se  d u ra n te  30 

m in u te s  a 37QC; a c o n tin u a c iô n  se c e n tr ifu g é  10 m in u te s  

a 10. 000 rp m  en e l r o to r  SS34 de S o rv a l l  p a ra  e l im in a r  

r e s te s  c e lu la re s ,  y  e l s o b ra n a d a n te  se c e n tr ifu g é  2 h o ra s  

a 28. 000 rp m  a 49C en e l r o to r  30 de la  u l t r a c e n t r i fu g a  

S p inco  L 2 -5 0 ,  E l  s e d im e n to  se re s u s p e n d ié  en 0, 5 m l  de 

D . F .  y  se puso en la  p a r te  s u p e r io r  de un g ra d ie n te  de 

C lC s  p o r  capas de d e n s id a d e s  1 .1 ,  1 .3  y  1. 5. Se c e n t r i 

fugé  60 m in u te s  a 45 . 000 rp m  a 159C en e l r o to r  SW 50. 1 

de la  u l t r a c e n t r i fu g a  S p inco  L 2 -5 0  y  se f ra c c io n é  e l g r a 

d ie n te , con tândose  la  r a d io a c t iv id a d  p ré s e n te  en cada f r a c -  

c ié n  to m a n d o  una a lfc u o ta  que se p r é c ip i té  con â c id o  t r i 

c lo ro a c é t ic o  a l 5% ( f ig u r a  2 ) . L a s  f ra c c io n e s  que c o n te n ia n  

e l fago  (7 -1 0  de la  f ig u r a  2), se d ia l iz a r o n  t re n te  a D F /2  

y  se g u a rd a ro n  a 49C . L a s  f ra c c io n e s  que c o n te n ia n  c a -
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F ig u r a  1. - D e s a r r o l lo  de fago  ^29  e in c o rp o ra c iô n  de le u c in a  
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F ig u r a  2. -  G ra d ie n te  de C lC s  p o r  capas de la s  p a r t ic u la s

m a rc a d a s  en B . a m y lo liq u e fa c ie n s  in fe c ta d o  c o n ^29,
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b e za s  v a c ia s  de p 29 ( fra c c io n e s  14 -16  de la  f ig u r a  2), 

se p u r i f ic a r o n  p o s te r io rm e n te  c e n tr ifu g a n d o s e  en C lC s  

de d e n s id a d  1 ,3 0  g r / m l  h a s ta  e q u i l ib r io ,  d u ra n te  19 

h o ra s  a 40. 000 rp m  en e l r o to r  T i5 0  de la  u l t r a c e n 

t r i fu g a  S p inco  L 3 -5 0  a 15QC. E l g ra d ie n te  se f r a c c io -  

no y  se con tô  d ire c ta m e n te  una a lic u o ta  de cada f r a c -  

c io n  com o  se d e s c r ib e  en M é to d o s , p ( f ig u r a  3).

3
P a ra  p re p a ra r  fago  m a rc a d o  con H , se r e a l iz e  

e l c re c im ie n to  de la  b a c te r ia  B . s u b t i l is  l lO N A  en m e 

d io  m in im o  (M é to d o s  a, 2) h a s ta  una c o n c e n tra c iô n  de 

1 X 10^ b a c te r ia s /m l.  L a s  b a c te r ia s  se c o n c e n tra ro n  

p o r  c e n tr ifu g a c iô n ,  se re s u s p e n d ie ro n  a una c o n c e n tra 

c iô n  de 5 X 10^ b a c te r ia s /m l en m e d io  m in im o  con lo s  

20 a m in o â c id o s  0, 5 m M  y  se in fe c ta ro n  con e l fago  

0 2 9  a una m u lt ip l ic id a d  de 20 fagos  p o r  b a c te r ia .  Se
3

a h a d ie ro n  10 y u c /m l de m e z c la  de a m in o â c id o s -H

(T R K .4 4 0 ,  B 5 ). E l  t r a ta m ie n to  e n z im â tic o  p o s te r io r

y  la  p u r if ic a c iô n  d e l fago  m a rc a d o , se r e a l iz ô  de la

m is m a  m a n e ra  que se ha d e s c r ito  en e l p â r ra fo  a n -
14

t e r i o r  p a ra  e l fago  m a rc a d o  con le u c in a -C
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F ig u ra  3. -  P u r i f ic a c iô n  de cabezas v a c fa s  de ^29  p o r  c e n tr ifu g a c iô n  en 
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g) I r r a d ia c iô n  de B . s u b t i l is  con  lu z  u l t r a v io le ta ,

1) E fe c to  de t ie m p o  de i r r a d ia c iô n .

B . s u b t i l is  I IO N A  se c r e c iô  en m e d io  m in im o  con 

20 a m in o â c id o s  (M é to d o s  a, 2) a c o n c e n tra c iô n  0, 1 m M  

cada  uno, h a s ta  1 x  10^ c é lu la s  p o r  m l de c u lt iv o .  L a s  

b a c te r ia s  se c o n c e n tra ro n  dos ve ce s  m e d ia n te  c e n t r i f u 

g a c iô n  y  re s u s p e n s iô n  en e l m is m o  m e d io  s in  g lu c o s a  

y  s in  a m in o â c id o s . 40 m l de b a c te r ia s  re s u s p e n d id a s  

se i r r a d ia r o n  en una p la ç a  P é t r i  (19 c m  de d iâ m e tro ) ,  

c o lo c a d a  en un a g ita d o r .  r o ta to r io  d u ra n te  2, 4, 6 y  8 

m in u te s ,  con una lâ m p a ra  g e rm ic id a  de 15 w  c o lo c a 

da a 50 cm  s o b re  la  m u e s tra .

D e spués  de la  i r r a d ia c iô n ,  la s  b a c te r ia s  se c o n c e n 

t r a r o n  2, 5 veces  p a ra  o b te n e r  una c o n c e n tra c iô n  f in a l  

de 5 X 10^ b a c te r ia s /m l,  en un m e d io  que con te  n ia  

lo s  a m in o â c id o s  a c o n c e n tra c iô n  0, 5 m M , e xce p to  le u c in a  

que se pon ia  0, 01 m M  y  se in c u b a ro n  a 379C con  a g ita -  

c iô n  fu e r te .  A l ic u o ta s  de 0, 1 m l de lo s  c u lt iv o  s i r r a d ia -
3

dos a d is t in to s  t ie m p o s , se m a rc a ro n  con le u c in a -H  

(20  y u c /m l ,  0 .0 1  m M ) desde e l m in u to  10 a l 13, y  la
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in c o rp o ra c iô n  se p a rô , a fla d ie n d o  a l c u lt iv o  â c id o  t r i c l o 

ro a c é t ic o  a l 5% f r i o ,  d e te rm in â n d o s e  la  ra d io a c t iv id a d  

to ta l  e in s o lu b le  en â c id o  en to  do s lo s  ca s o s . D e ig u a l 

m a n e ra , se m a rc a ro n  a l ic u o ta s  de 0, 1 m l de cada c u l

t iv o  desde e l m in u to  25 a l 28.

C om o c o n tro l,  una p a r te  de lo s  c u lt iv o  s ir r a d ia d o s ,  

se in fe c té  con e l fago  0 2 9  a una m u lt ip l ic id a d  de 1 5 -2 0  

fa g o s  p o r  b a c te r ia  y  se s ig u iô  e l d e s a r r o l lo  d e l fago  en 

la s  b a c te r ia s  ir r a d ia d a s  a lo s  d is t in to s  t ie m p o s  com o  se 

in d ic a  en M é to d o s , c . E l  n u m é ro  f in a l  de fa g o s , d iv id id o  

p o r  e l n u m é ro  de b a c te r ia s  p ré s e n te s  en e l m o m e n to  de 

la  in fe c c iô n ,  se to m ô  co m o  re n d im ie n to  de la  in fe c c iô n .

2) In c o rp o ra c iô n  de le u c in a  ra d io a c t iv a  en b a c te r ia s  

in fe c ta d a s  m e d ia n te  p u ls o s  a lo  la rg o  d e l c ic lo  de 

d e s a r r o l lo  d e l fa g o .

B . s u b t i l is  I IO N A  se c r e c iô  en m e d io  m in im o ,  se 

c o n c e n tré  y  se i r r a d ié  d u ra n te  4, 5 m in u te s  com o  se ha 

d e s c r ito  en e l p a r ta d o  g, 1. D e spués  de la  i r r a d ia c iô n ,  

la  b a c te r ia  se c o n c e n tré  2 ,5  ve c e s  (p a ra  o b te n e r 5 x 1 0 ^  

b a c te r ia s /m l)  en m e d io  m in im o  con lo s  a m in o â c id o s  

0, 5 rn M  excep to  le u c in a  que se puso 0, 01 m M . L a  b a c -
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t e r ia  se in fe c té  con fago  0 2 9  a m u lt ip l ic id a d  de 20 fa g o s  

p o r  b a c te r ia  y  se in c u b é  con  a g ita c io n  a 379C.

A  d is t in to s  t ie m p o s  se s a c a ro n  a lic u o ta s  de 1 m l  d e l
3

c u lt iv o  in fe c ta d o  y  se m a rc a ro n  con le u c in a -H  (25 y u C /m l,

0, 02 m M ) d u ra n te  3 m in u te s  y , después se a n a d iô  un

exce so  de 100 ve ce s  de le u c in a  no r a d io a c t iv a ,  c o n t in u a n -

do la  in c u b a c iô n  d u ra n te  2 m in u to s  m a s . C om o c o n t ro l,

b a c te r ia s  ir r a d ia d a s  y  s in  in fe c ta r  se m a rc a ro n  a lo s

m is m o s  t ie m p o s  con l e u c i n a ( 7 , 5  i iC / m l,  0 ,0 2  m M ).
3Se u t i l iz ô  3, 3 ve ces  m a s  a c t iv id a d  e s p e c if ic a  de H que

de deb ido  a que la  e f ic ie n c ia  de c o n ta je  de es
14

3, 3 ve ce s  m e n o r que la  de C . D e e s ta  m a n e ra , lo s  

re s u lta d o s  o b te n id o s  en b a c te r ia s  in fe c ta d a s  y  s in  in fe c 

t a r  son  c o m p a ra b le s  c u a n t ita t iv a m e n te .

D e spués  de la s  cazas  con  exceso  de le u c in a  no r a 

d io a c t iv a  la s  m u e s tra s  se e n f r ia r o n  en h ie lo ,  y  se s e d i-  

m e n ta ro n  p o r  c e n tr ifu g a c iô n  a 10. 000 r p m  en e l r o t o r  

SS34 de la  c e n tr ifu g a  S o rv a l l  a 42C , d u ra n te  10 m in u to s .  

C ada s e d im e n to  se re s u s p e n d ié  a la  m ita d  d e l v o lu m e n  

o r ig in a l  en un ta m p o n  que c o n te n ia  fo s fa to  s ô d ic o  0 ,0 1 M , 

pH 7, 2, E D T A  1 m M , f lu o r u r e  de fe n i lm e t i ls u l fo n i lo  0, 58 m M
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y  l is o z im a  500y ig r / m l .  L a  s u s p e n s io n  se incubô. a 09C 

d u ra n te  2 h o ra s , se co n g e lé  y  d e s co n g e lô  3 ve ce s  y  se 

t r a to  con R N asa  p a n c re â tic a  a c o n c e n tra c iô n  de 10 

y u g r /m l ,  d u ra n te  30 m in u to s  a 02C . A lic u o ta s  c o r r e s 

p o n d ie n te s  a lo s  c u lt iv o  s in fe c ta d o s  y  s in  in fe c ta r  se 

m e z c la ro n  y  se c o n c e n tra ro n  a sequedad , p a ra  lu e g o  

re s u s p e n d e r  en c l  ta m p ô n  de d is o c ia c iô n  de e le c t r o fo -  

r e s is  (M é to d o s  m , 1) .C om o c o n t r o l,  p a ra  d e te rm in a r  la  

in c o rp o ra c iô n  de le u c in a  en la s  c é lu la s  in fe c ta d a s  y  s in  

I n fe c ta r  en lo s  d is t in to s  p u ls o s , la s  b a c te r ia s  se m a r -
3

c a ro n  u n ifo rm é m e n t e con  le u c in a -H  (20 y u c /m l)  en 

p re s e n c ia  de le u c in a  0, 01 m M . D e e s ta  m a n e ra  se c a l

c u lé  la  a c t iv id a d  e s p e c if ic a  r e a l  de la  le u c in a  en cada 

p u ls o .

3) M a rc a je  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  en b a c te r ia s  

in fe c ta d a s : e x p e r im e n to s  de p u ls o  y  caza .

L a s  b a c te r ia s  se c r e c ie r o n  en m e d io  m in im o ,  se 

i r r a d ia r o n  con lu z  u l t r a v io le ta  d u ra n te  6 ô 7, 5 m in u to s  

y  se in fe c ta ro n  co m o  se ha d e s c r ito  en e l a p a rta d o  a n 

t e r i o r .  Una a lfc u o ta  d e l c u lt iv o  s in  in fe c ta r  se g u a rd ô  

co m o  c o n t ro l.  A  lo s  22 m in u to s ,  una a lfc u o ta  d e l c u lt iv o
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in fe c ta d o  y  o t ra  d e l c u l t iv o  s in  in fe c ta r  se m a rc a ro n  p o r
3a d ic iô n  de le u c in a -H  (40  y u c /m l ;  0 ,8  y iM ) ;  dos m in u to s  

después se a na d iô  un e xce so  de 100 ve ce s  de le u c in a  no 

ra d io a c t iv a ;  in m e d ia ta m e n te  una a lfc u o ta  se a rlad iô  s o b re  

dos v o lû m e n e s  de s a le s  c o n g e la d a s , y  la s  c é lu la s  se s e - 

d im e n ta ro n  p o r  c e n tr ifu g a c iô n  a 10. 000 x  g d u ra n te  10 m i 

n u to s  a 4GC. L a s  c é lu la s  se la v a ro n  una vez  con 2 v o lû 

m e n e s  de s a le s  y  se s e d im e n ta ro n  de nue vo . E l  r e s to  d e l
3

c u lt iv o  m a rc a d o  con le u c in a -H  en un p u ls o  de 2 m in u to s  

se g u id o  de caza, se in c u b ô  5 m in u to s  m a s , a l  cabo de 

lo s  c u a le s  la s  c é lu la s  se la v a ro n  y  c o n c e n tra ro n  co m o  

la s  a n te r io re s .  U n c o n t r o l de b a c te r ia s  in fe c ta d a s  con  

0 2 9  se m a rc o  con le u c in a -C ^ ^  (7 ,5  y iC / m l;  0, 023 m M ) 

e n tre  lo s  m in u to s  21 y  26 después de la  in fe c c iô n  y  se 

c a z a ro n  con un exceso  de 100 ve ce s  de le u c in a  no r a 

d io a c t iv a  d u ra n te  5 m in u to s  m a s . P a ra  s e g u ir  e l d e s a 

r r o l l o  de fago , se s a c a ro n  a lfc u o ta s  a d ife re n te s  t ie m 

pos de lo s  c u lt iv o  s in fe c ta d o s .

4) P re p a ra c iô n  de la s  p ro te fn a s  m a rc a d a s  p o r  p u lso  

y  caza p a ra  e le c t r o fo r e s is .

L a s  c é lu la s  m a rc a d a s  se re s u s p e n d ie ro n  en la  m ita d  

d e l v o lu m e n  o r ig in a l  en un ta m p ô n  de I f s is  ( T r is  C IH  30 m M
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pH 6, 8, E D T A  Im M  y  f lu o r u r o  de fe n i lm e t i ls u l fo n i lo  

0 ,5 8  m M ) y  se in c u b a ro n  con  l is o z im a  (280 y t ig r /m l)  d u 

ra n te  2, 5 h o ra s  a OQC; la  m u e s tra  se co n g e lo  y  d e s c o n 

g e lô  3 ve ce s  y  se t r a tô  con R N asa  p a n c re â tic a  (10 y U g r /m l)  

d u ra n te  30 m in u to s  a 09C . P a ra  q u i ta r  a m in o â c id o s  r a d io a c 

t iv e s  re s id u a le s ,  la  p ro te in a  se p r e c ip itô  p o r  a d ic iô n  de 10 

v o lû m e n e s  de ace tona  después de c a le n ta r  2 m in u to s  en 

ba flo  de agua h irv ie n d o  en p re s e n c ia  de SDS a l 1% y  2 -  

m e rc a p to e ta n o l a l 5% ( v /v ) .  L a  p ro te in a  p re c ip ita d a  se 

secô b a jo  c o r r ie n te  de n itrô g e n o .

5) M a rc a je  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  en b a c te r ia s  i n 

fe c ta d a s  con m u ta n te s  s e n s ib le s  a te m p e ra tu ra .

I)  P a ra  e l a n â lis is  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  m u 

ta n te s  s e n s ib le s  a te m p e ra tu ra  en e l c is t r ô n  B , la s  b a c te 

r ia s  se i r r a d ia r o n  7 m in u to s  y  se  re s u s p e n d ie ro n  en m e d io  

m in im o  con lo s  a m in o â c id o s  0, 5 m M  excep to  m e tio n in a  

que es ta b a  a una c o n c e n tra c iô n  de 0, 01 m M . L a s  b a c te r ia s  se 

d iv id ie r o n  en d is t in ta s  a lfc u o ta s  y  se in fe c ta ro n  con  029 

n o r m a l o con lo s  m u ta n te s  s e n s ib le s  a te m p e ra tu ra  

en e l c is t r ô n  B  ( ts  B 6 6 , ts  B 73  y  ts  B 7 4 ), a m u l

t ip l ic id a d  de 20 fagos  p o r  b a c te r ia ,  y  se in c u b a ro n  a 30QC 

( te m p e ra tu ra  p e rm is iv a  p a ra  lo s  m u ta n te s  s e n s ib le s  a te m -
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p e ra tu ra ) ,  ô a 429C ( te m p e ra tu ra  r e s t r ic t iv a ) .  L o s  c u l-

t iv o s  in fe c ta d o s  con lo s  m u ta n te s  y  la s  c é lu la s  s in  in -
35fe c ta r  se m a rc a ro n  con m e tio n in a -S  (32 y u C /m l,

0, 17 y u M ) d u ra n te  lo s  m in u to s  15 a 30 después de la  

in fe c c iô n .  L a s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s  con 0 2 9  n o rm a l se
3

m a rc a ro n  a l m is m o  t ie m p o  con  m e t io n in a -H  (50 y u C /m l ,  

7, 8 y u M ). D espués d e l p u ls o , la s  c é lu la s  se a fta d ie ro n  

s o b re  dos v o lû m e n e s  de s a le s  co n g e la d a s , se s e d im e n 

ta ro n  y  se la v a ro n  co m o  se ha in d ic a d o  (M é to d o s  g, 3).

C om o c o n t ro l de la  in fe c c iô n  se s a c a ro n  a lic u o ta s  

a d is t in to s  t ie m p o s  p a ra  s e g u ir  e l d e s a r r o l lo  d e l fa g o .

L a  p re p a ra c iô n  de lo s  e x t ra c to s  p a ra  e le c t r o fo r e s is  

se r e a l iz ô  com o  se ha in d ic a d o  en e l caso  de la s  p r o t e i 

nas m a rc a d a s  p o r  p u ls o  y  caza  (M é to d o s  g, 4 ).

I l  ) P a ra  a n a liz a r  la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  lo s  m u 

ta n te s  s e n s ib le s  a te m p e ra tu ra  de lo s  c is t ro n e s  I  y  J , se 

c r e c iô  B . s u b t il i s  I IO N A , se i r r a d iô  7, 5 m in u to s  co m o  se 

ha d e s c r ito  (M é to d o s  g, 1) y  se re s u s p e n d iô  en m e d io  m i 

n im o  con  lo s  a m in o â c id o s  0, 5 m M , e xce p to  le u c in a  que
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e s ta b a  a una c o n c e n tra c iô n  0 ,0 1  m M . E l  c u lt iv o  se s e p a rô  

en a lic u o ta s  que se in fe c ta ro n  con  lo s  m u ta n te s  ts  1810 y  

ts  J116 y  se in c u b a ro n  a 30QC ( te m p e ra tu ra  p e rm is iv a )  y  

a 422C ( te m p e ra tu ra  r e s t r ic t iv a ) .  D u ra n te  la  in c u b a c iô n  se 

s ig u iô  e l d e s a r r o l lo  de lo s  fa g o s  sacando  a lic u o ta s  de c u l

t iv e s  a d is t in to s  t ie m p o s .

L o s  c u lt iv e s  in cu b a d o s  a 30QC in fe c ta d o s  con e l m u ta n 

te  ts  1810, y  un c o n t ro l de b a c te r ia s  i r r a d ia d a s  s in  in fe c ta r ,
14se m a rc a ro n  m e d ia n te  un p u ls o  de le u c in a -C  ( 5 y u C /m l,

0, 014 m M ), desde e l m in u to  20 a l 28 después de la  in fe c -
14c iô n . L a  in c o rp o ra c iô n  de le u c in a -C  se de tuvo  a fla d ie n d o  

un exceso  de 100 ve ce s  de le u c in a  no ra d io a c t iv a  y  se in 

cubô dos m in u to s  m â s , a l cabo de lo s  c u a le s  e l c u lt iv o  se 

e n f r iô  y  se c e n tr ifu g ô  p a ra  s e d im e n ta r  la s  b a c te r ia s  m a rc a 

das (M é to d o s  g, 3). E l  c u lt iv o  in c u b a d o  a 30QC in fe c ta d o  con 

e l m u ta n te  ts  J116 y  un c o n t r o l de b a c te r ia s  s in  in fe c ta r ,  

se m a rc a ro n  m e d ia n te  un p u ls o  en id é n t ic a s  c o n d ic io n e s  a 

la s  d e s c r ita s ,  desde e l m in u to  40 a l  48, se cazô  en p r e 

s e n c ia  de le u c in a  no ra d io a c t iv a  dos m in u to s  m â s , y  la s  

b a c te r ia s  m a rc a d a s  se s e d im e n ta ro n  co m o  se ha d e s c r ito .
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L a s  b a c te r ia s  in cu b a d a s  a 42QC e in fe c ta d a s  con  e l

m u ta n te  ts  1810 a s i com o  un c o n t r o l in fe c ta d o  con 029

n o r m a l y  o t ro  de b a c te r ia s  s in  in fe c ta r  se m a rc a ro n  con
14

un p u ls o  de le u c in a -C  s im i la r  a lo s  ya  d e s c r ito s ,  desde  

e l m in u to  10 a l 18 después de la  in fe c c iô n ,  y  se c a z a ro n  

dos m in u to s  m âs  con a m in o â c id o  no r a d io a c t iv o .  O tra  

a lfc u o ta  d e l c u lt iv o  b a c te r ia n o  ir r a d ia d o  in cu b a d o  a M 29C, 

se in fe c tô  con e l m u ta n te  ts  J116 y  se m a rc ô  m e d ia n te  

un p u ls o  s im i la r  a lo s  a n te r io re s  desde e l m in u to  20 a l 

m in u to  28 después de la  in fe c c iô n ,  y  se cazô  dos m in u 

to s  m â s  con a m in o â c id o  no r a d io a c t iv o .  C om o c o n t r o l,  

una a lfc u o ta  d e l c u lt iv o  b a c te r ia n o  in c u b a d o  a 422C in fe c 

tado  con 029 n o rm a l y  o t ra  a lfc u o ta  m a n te n id a  s in  in fe c 

t a r ,  se m a rc a ro n  de la  m is m a  m a n e ra .

L a s  b a c te r ia s  m a rc a d a s  se s e d im e n ta ro n , se l is a r o n ,  

y  la s  a lfc u o ta s  c o r re s p o n d ie n te s  a la s  b a c te r ia s  in fe c ta 

das con  lo s  m u ta n te s  ta n to  a te m p e ra tu ra  p e r m is iv a  (309) 

co m o  a r e s t r ic t iv a  (429) ,  a s f co m o  lo s  c o n trô le s  de b a c te 

r ia s  s in  in fe c ta r  e in fe c ta d a s  con 029 n o rm a l,  se p r e c i -  

p i ta ro n  y  se p re p a ra ro n  p a ra  e le c t r o fo r e s is  com o  se 

d e s c r ib iô  en M é to dos  g, 4.



51

6) M a rc a je  de la s  p ro te in a s  in c fu c id a s  en b a c te r ia s  

in fe c ta d a s  con  m u ta n te s  s e n s ib le s  a s u p re s o r .

B . s u b t i l is  11 ON A  su se c r e c iô  en m e d io  m in im o  y  

se i r r a d io  con lu z  u l t r a v io le ta  d u ra n te  7, 5 m in u to s , c o m o  

se ha d e s c r ito  en M é to d o s  (g, 1). L a s  b a c te r ia s  ir r a d ia d a s
g

se re s u s p e n d ie ro n  h a s ta  una c o n c e n tra c iô n  de 5 x  10 c é 

lu la s  p o r  m l  de m e d io  m in im o  c o m p lè te  con  lo s  a m in o â 

c id o s  0, 1 m M . E l c u lt iv o  se d iv id iô  en v a r ia s  a lfc u o ta s ,  

que se in fe c ta ro n  con lo s  m u ta n te s  s e n s ib le s  a s u p re s o r  

F 5 1 5 , K 9 1 , 0 5 6 , R 6 2 9 , Q 626, J614 , G 769, , A 4 2 2 , E 1 3 6 ,

H 542 , B 47 , 144, L 5 3 , L 5 5 , M 1241 , N 212, D241 y  P 1 12 , 

a una m u lt ip l ic id a d  de 20 fa g o s  p o r  b a c te r ia .

C om o c o n tro l,  se in fe c ta ro n  a lfc u o ta s  d e l c u l t iv o  con  

029 n o rm a l.  L a  in c u b a c iô n  se r e a l iz ô  a 379C y  se s ig u iô  

e l d e s a r r o l lo  de fago  en to d o s  lo s  c u lt iv e s  sacando

a lfc u o ta s  a d is t in to s  t ie m p o s , c o m p ro b â n d o s e  que 

s o lo  hubo d e s a r r o l lo  n o rm a l en e l caso  de lo s  c u lt iv o  s 

in fe c ta d o s  con 029.

A  lo s  5 m in u to s  de in c u b a c iô n , 0, 5 m l de cada c u l t iv o  

se m a rc a ro n  con 2, 5 yuc de m e z c la  de a m in o â c id o s  -C  14
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h a s ta  e l m in u to  13, en e l que se a fla d iô  a l c u l t iv o  un 

e xce so  de 10 ve c e s  de a m in o â c id o s  no ra d io a c t iv o s ,  y  

se s ig u iô  la  in c u b a c iô n  h a s ta  e l m in u to  15; a es te  

t ie m p o  lo s  c u lt iv e s  se c e n t r ifu g a ro n  p a ra  s e d im e n ta r  

la s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s , (M é to d o s  g, 3).

A  lo s  20 m in u to s  de in c u b a c iô n , se m a rc a ro n  o t ro s  

0, 5 m l  de cada c u lt iv o  en id é n t ic a s  c o n d ic io n e s  h a s ta  

e l m in u to  28, en e l que se a n a d iô  e l exceso  de a m in o â 

c id o s  no ra d io a c t iv o s ,  y  se s ig u iô  la  in c u b a c iô n  h a s ta  

e l m in u to  30. L a s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s  con le s  d is t in to s  

m u ta n te s  y  e l fago  029 n o rm a l,  se s e d im e n ta ro n  y  se 

p re p a ra ro n  p a ra  e le c t r o fo r e s is  co m o  se d e s c r ib e  en 

M é to d o s (g , 4 ). E n  e l caso  de lo s  m u ta n te s  Q 626 y  M 1241 , 

se m a rc a ro n  la s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s  en un p u lso  a d ic io -  

n a l e n tre  lo s  35 y  43 m in u to s .

C o m o  c o n t ro l,  se m a rc a ro n  con  a m in o â c id o s  r a d io a c 

t iv o s  d u ra n te  lo s  m is m o s  t ie m p o s  c u lt iv o s  de b a c te r ia s  

ir r a d ia d a s  in fe c ta d a s  con 029 n o r m a l y  s in  in fe c ta r ,  y  

lo s  l is a d o s  se p re p a ra ro n  ig u a lm e n te  p a ra  e le c t r o fo r e s is .
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P a ra  e s tu d ia r  la s  p ro te in a s  d e te rm in a d a s  p o r  lo s  genes 

E y  H , B . s u b t i l is  I IO N A  ir r a d ia d o  7 ,5  m in u to s  se in fe c tô  

a una m u lt ip l ic id a d  de 20 fa g o s  p o n  b a c te r ia  con lo s  m u 

ta n te s  sus E 1 3 6 r3  y  sus H 542 , en m e d io  m fn im o  (M é to 

dos a, 2) que co n te n ia  todos  lo s  a m in o â c id o s  0, 5 m M  e x 

ce p to  le u c in a  0, 01 m M .

L o s  c u lt iv o s  in fe c ta d o s  con  lo s  m u ta n te s  se m a rc a ro n  
14con le u c in a -C  ( 7 y u c /m l,  0 ,0 2  m M ) desde e l m in u to  20 

a l m in u to  28 después de la  in fe c c iô n .  E n  ese m o m e n to , 

se a fla d iô  a l c u lt iv o  un exceso  de 100 ve ce s  de le u c in a  no 

ra d io a c t iv a ,  y  a lo s  dos m in u to s  lo s  c u lt iv o s  se e n f r ia r o n  

y  se c e n tr ifu g a ro n  p a ra  s e d im e n ta r  la s  b a c te r ia s  m a rc a d a s .

C o m o  c o n tro l,  una a lic u o ta  d e l c u l t iv o  de b a c te r ia s  i r r a 

d ia d a s  se in fe c tô  con 029 n o r m a l en la s  m is m a s  c o n d ic io n e s ,
14

y  se m a rc ô  con le u c in a -C  d u ra n te  e l m is m o  t ie m p o . P o r  

o t ra  p a r te ,  o t ra  a lfc u o ta  d e l c u l t iv o  de b a c te r ia s  ir r a d ia d a s
3

se m a n tu v o  s in  in fe c ta r  y  se m a rc ô  con  le u c in a -H  ( 25 y i i c / m l  

0, 02 m M ) a l m is m o  t ie m p o .
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L a s  b a c te r ia s  m a rc a d a s  c o r re s p o n d ie n te s  a lo s  d is 

t in to s  c u lt iv o s ,  se re s u s p e n d ie ro n  en la  m ita d  d e l v o lu 

m e n  o r ig in a l  en ta m p o n  de l i s i s ,  y  se l is a r o n  cono se 

d e s c r ib e  en M é to d o s  g, 4; la  p ro te in a  se p r e c ip itô  y  se 

p re p a rô  p a ra  e le c t r o fo r e s is  co m o  se in d ic a  en M é to d o s  m# 2,

h) A n â l is is  de p é p tid o s  t r ip t i c o s  de p ro te in a s  ra d io a c - 

t iv a s .

1 ) M a rc a je  de la s  p ro te in a s  y  a is la m ie n to .

L a s  b a c te r ia s  se c re c ie ro n  e i r r a d ia r o n  co m o  ya  

h e m o s  d e s c r ito ,  y  se re s u s p e n d ie ro n  en m e d io  c o m p le to  

a una de n s id a d  de 5 x  10^ c é lu la s /m l,  con lo s  a m in o â 

c id o s  0, 5 m M , excep to  m e tio n in a  que es taba  a una c o n 

c e n tra c iô n  7, 5 yUM .

L a s  b a c te r ia s  se in fe c ta ro n  con 029 a m u lt ip l ic id a d

de 20 fagos  p o r  b a c te r ia  y  se in c u b a ro n  a 379C . U na

a lfc u o ta  d e l c u lt iv o  se m a rc ô  desde  lo s  33, 5 a lo s  35
35

m in u to s  con m e tio n in a -S ' (65 y i c / m l ,  0 ,3 5  y iM ) .  D e s 

pués d e l p u ls o , la s  c é lu la s  se l is a r o n  y  p re p a ra ro n  com o  

se ha d e s c r ito  en e l a p a rta d o  a n te r io r  (M é to d o s , g, 5 ). O t i a
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a lfc u o ta  de la s  c é lu la s  in fe c ta d a s  se m a rc ô  desde lo s  15
3

a lo s  35 m in u to s  con m e tio n in a -H ^  (50 y u c / m l ,  7, 8 y iM ) ,  

s ig u ié n d o s e  e l d e s a r ro l lo  d e l fago  en a lfc u o ta s  sacadas 

a d is t in to s  t ie m p o s  a lo  la rg o  de la  in c u lia c iô n .

U n  c o n t ro l de c é lu la s  s in  in fe c ta r ,  se m a rc ô  con m e -
_35 . „ 3

na -S  o H  , re s

la s  c é lu la s  in fe c ta d a s .

35 3
t io n in a -S  ô H  , re s p e c t iv a m e n te ,  com o  se in d ic é  p a ra

L a s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s  con 029, m a rc a d a s  con m e t io -  
35 3

n in a  S ô H com o se in d ic é  en lo s  a p a rta d o s  a n te r io re s ,  

se l is a r o n  y  se s o m e t ie ro n  a e le c t r o fo r e s is  en e l s is te m a  

de pH d is c o n tin u e  que se d e s c r ib e  en M é to d o s  m , 2. L^os 

g e le s  se c o r ta ro n  en ro d a ja s  de 0, 8 m m  y  la  p ro te in a  se 

e lu yô  d e l g e l p o r  in c u b a c iô n  d u ra n te  la  noche  a 379C en 

0, 5 m l de SDS 0, 1% y f lu o r u r o  de f e n i lm e t i l -  s u lfo n ilo  

0, 58 m M , después de c o n g e la r  y  d e s c o n g e la r  3 ve ce s .

Una a lfc u o ta  de 25 y t i l  de cada f r a c c iô n  se con tô  en un 

c o n ta d o r de c e n te lle o  l iq u id e ,  y  la s  f ra c c io n e s  con r a 

d io a c t iv id a d  c o r re s p o n d ie n te  a la s  p ro te fn a s  que se ib a n  

a a n a liz a r ,  se ju n ta ro n  y  se l io f i l i z a r o n ;  e l re s id u e  se 

d is o lv iô  en 1 m l de agua d e s t ila d a  e s t e r i l .  C o m o  c o n tro l,  

se c o m p ro b ô  que la  e le c t r o fo r e s is  c o r re s p o n d ie n te  a la s
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c é lu la s  s in  in fe c ta r ,  m a rc a d a s  en la s  m is m a s  c o n d ic io n e s  

que la s  in fe c ta d a s , no m o s tra b a  n in g û n  p ic o  de p ro te in a  

en la  zona que se ib a  a s o m e te r  a a n â lis is  de p é p tid o s  

t r ip t i c o s .

2) A n â lis is  de p é p tid o s  t r ip t ic o s .

U na m e z c la  de la s  p ro te in a s  cu yo s  p é p tid o s  t r ip t ic o s
35 3

se q u e r fa n  a n a liz a r  m a rc a d a s  con m e tio n in a -S  y  H  se 

l i o f i l i z ô  y  se re s u s p e n d iô  en 1 m l de H ^O . Se a fta d ie ro n  

0 ,2 5  m l de o v o a lb u m in a  (2 0  m g r / m l )  y  0 ,1 2  m l de d i t io -  

t r e i t o l  0, 64 M , y  se in c u b a ro n  d u ra n te  1 h o ra  a 379C (86),

Se a fta d ie ro n  después 0, 24 m l de lo d o  a c e ta m id a  1, 08M , 

y  se in c u b ô  1 h o ra  a 09C en la  o s c u r id a d . A  c o n tin u a c iô n  

se a n a d iô  0, 625 m l de â c id o  t r ic lo r o a c é t ic o  100% y  se 

in c u b ô  d u ra n te  20 m in u to s  a 09C.

E l  p re c ip ita d o  se c e n tr ifu g ô  20 m in u to s  a 10. 000 rp m  

a 49C  en e l r o to r  SS34 de S o rv a l l  y  se la v ô  3 v e c e s  con 

e ta n o l a b s o lu t o a te m p e ra tu ra  a m b ie n te . E l  p re c ip ita d o  se 

secô  a 609C d u ra n te  12 h o ra s  y  se re s u s p e n d iô  en 1 m l 

de CO  H N H  0 ,1  M  p H 8 , 3.
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A  c o n tin u a c iô n  se a fta d ie ro n  cada  3 h o ra s  0, 1 m l de 

T r ip s in a  (1 m  g r / m l  de C IH  1 m M ) d u ra n te  48 h o ra s . L a s  

m u e s tra s  a s i t ra ta d a s  se l io f i l i z a r o n ,  se re s u s p e n d ie ro n  

en 0, 5 -1  m l de ta m p ô n  p ir id in a  0, 2 M -a c é t ic o ,  pH 3, 1 y  

se a p lic a ro n  a una c o lu m n a  (2 2  x  0 ,9  cm ) de B e c k m a n  

P A -3 5  m a n te n id a  a 509C . L a  c ro m a to g ra f ia  se d e s a r r o l lo  

b a jo  p re s iô n  a un f lu jo  de 1 m l p o r  m in u to  con un g r a 

d ie n te  l in e a l de 200 m l de p i r id in a  0, 2 M -a c é t ic o ,  pH 3, 1 y  

200 m l  de p ir id in a  2 M -a c é t ic o  pH  5, 0. Se re c o g ie ro n  

f ra c c io n e s  de 2 m l en v ia le s  (4 , 5 x  1, 2 cm ) que c o n te 

n ia n  un pap e l de f ib r a  de v id r io  de 2 ,4  c m  de d iâ m e tro  

(W h a tm a n  G F /A ) .  L o s  v ia le s  se s e c a ro n  a 909C y  se 

c o n ta ro n  com o se d e s c r ib e  en. M é to d o s  p.

i )  P re p a ra c iô n  d e l s is te m a  de s in te s is  de p ro te in a s  

in  v i t r o  de E . c o l i  .

Se s ig u iô  e l p ro c e d im ie n to  d e s c r ito  p o r  G o ld  y  

S c h w e ig e r (87).

E . c o l i  K12 , e s t ir p e  7, se c r e c iô  en m e d io  r ic o  ( v e r  

M é to d o s , a 5), h a s ta  0, 8 u n idad es  de a b s o rc iô n  ô p t ic a  a
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660 n m . L a s  b a c te r ia s  se la v a ro n  2 v e c e s  con ta m p ô n  A  

( T r i s -C IH  10 m M  p H 7, 5, a c e ta to  m a g n é s ic o  lO m M , a c e ta te  

a m ô n ic o  22 m M  y  d i t io t r e i t o l  1 m M ).

A  6 g r .  de b a c te r ia s  se a fta d ie ro n  6 m l de ta m p o n  A  

y  24 g r .  de e s te ra s  de v id r io .  L a  m e z c la  se t r i t u r ô  en 

un re c ip ie n te  r e f r ig e ra d o  de un h o m o g e n iz a d o r S o rv a l l  

O m n im ix e r  d u ra n te  3 -4  m in u to s  a v e lo c id a d  m â x im a . L a s  

e s te ra s  de v id r io  se e l im in a ro n  p o r  c e n t r ifu g a c iô n  d u ra n te  

5 m in u to s  a 10, 000 rp m  a 4 9 0  en e l r o to r  SS34 de S o r 

v a l l .  E l  s o b ra n a d a n te  se c e n tr ifu g ô  20 m in u to s  a 35. 000 

rp m  a 49C en e l r o to r  T i  50 de la  u l t r a c e n t r i fu g a  S p inco  

L 2 - 5 0 ,  p a ra  e l im in a r  re s to s  c e lu la re s ,  y  e l s o b re n a d a n 

te  se c e n tr ifu g ô  a 49. 000 rp m  d u ra n te  100 m in u to s  a 4 9 0  

en e l r o to r  T i  50 p a ra  s e d im e n ta r  lo s  r ib o s o m a s .

E l  so b re n a d a n te  se pasô p o r  una c o lu m n a  de D E A E -c e -  

lu lo s a  (2 , 5 g r .  de peso seco ), e q u il ib ra d a  con ta m p ô n  A , 

a un f lu jo  de 0, 5 m l p o r  m in u to . L a  c o lu m n a  se la v ô  con  

25 m l de ta m p ô n  A , y  se e lu y ô  con  e l m is m o  ta m p ô n  con  

C IN H ^O , 25M , re c o g ié n d o s e  la s  f ra c c io n e s  d e l p ic o  de p r o 

te in a , ju n tâ n d o s e  (2, 85 m g r  de p ro te in a  p o r  m l) ,  y  g u a rd â n -
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dose  en pequefias a lic u o ta s  a - 7 0 9 C /

L o s  r ib o s o m a s  o b te n id o s  se in c u b a ro n  en un ta m p ô n  

co m p u e s to  p o r  A T P lO m M ,  3 - fo s fo g lic e ra to  0, IM ,  T r i s -  

C lH lO m M , pH 7, 5, a c e ta to  m a g n é s ic o  lO m M , c lo r u r o  

a m ô n ic o  22 m M  y  d i t io t r e i t o l  1 m M , p a ra  d e g ra d a r  e l 

R N A  m e n s a je ro  p ré s e n te . A  c o n tin u a c iô n , lo s  r ib o s o m a s  

se c e n t r ifu g a ro n  nu e va m e n te  en la s  c o n d ic io n e s  d e s c r ita s ,  

se re s u s p e n d ie ro n  en ta m p ô n  A  h a s ta  una c o n c e n tra c iô n  de 

100 m g r / m l  (1500 un idades de d e n s id a d  ô p tic a  a 260 

n m , p o r  m l)  y  se g u a rd a ro n  en a lic u o ta s  a -7 0 9 C .

j)  A is la m ie n to  de D N A  l i n e a l de 02 9 p a ra  e l ensayo  

in  v i t r o  •

F a g o  029 a una c o n c e n tra c iô n  de 100 un id a d e s  de 

■ ^ 2 6 0 ^ ^ ^  se in cu b ô  3 h o ra s  a 379C en p re s e n c ia  de 

1 m g r / m l  de p ro n a s a  a u to d ig e r id a  ( M a te r ia le s ,  h) y  SDS 

h a s ta  una c o n c e n tra c iô n  f in a l  de 0, 1%; a l cabo de e s te  

t ie m p o  se a fla d iô  n u e va m e n te  la  m is m a  c a n tid a d  de p r o 

nasa  a u to d ig e r id a  y  se s ig u iô  in cu b a n d o  3 h o ra s  m â s . L a  

m e z c la  se d ilu y ô  c in c o  v e c e s  con  T r is - C I H  0, IM  pH  7, 8 

y  se e x t r a je r o n  la s  p ro te in a s  a te m p e ra tu ra  a m b ie n te  con
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un v o lu m e n  ig u a l de fe n o l d e s t ila d o  e q u il ib ra d o  en e l ta m 

pon a n te r io r ,  a g ita n d o  la  m e z c la  suaV em en te , p a ra  e v i ta r  

la  r o tu r a  d e l D N A , d u ra n te  unos rn in u to s  a te m p e ra tu ra  

a m b ie n te  (88 ). L a s  dos fa se s  se s e p a ra ro n  p o r  c e n t r i fu g a -  

c iô n  a te m p e ra tu ra  a m b ie n te  en e l r o t o r  SS34 de la  S o rv a l l 

d u ra n te  5 m in u te s  a 5. 000 rp m .  L a  fa s e  acuosa  se re e x -  

t r a jo  con fe n o l de la  m is m a  fo rm a  dos v e c e s  m a s , y  e l 

c o n ju n to  de fa se s  fe n ô lic a s  se r e e x t r a jo  con un v o lu m e n  

ig u a l a l o r ig in a l  de T r is - C I H  0, I M ,  p H 7 , 8, L a s  fa s e s  

acuo sas  se ju n ta ro n  y  d ia l iz a r o n  c o n tra  dos l i t r o s  de 

1 xSSC e s t e r i l  d u ra n te  24 h o ra s . E l  D N A  a s i o b te n id o , se 

a n a liz ô  p o r  un g ra d ie n te  n e u tre  de s a c a ro s a  e n tre  e l 5 y  

e l 20% (p e s o /v o lu m e n )  en un ta m p o n  T r is - C I H  5 0 m M p H 7 ,  8, 

E D T A  lO m M  y  C lN a  IM .  L a  s e d im e n ta c iô n  se r e a l iz ô  d u 

ra n te  2, 5 h o ra s  a 48. 000 r p m  a 4QC, en e l r o to r  SW 50, 1 

en la  u l t r a c e n t r i fu g a  L2.50 ( f ig u ra  4 ).

P a ra  c o m p ro b a r  e l g ra d e  de r o tu r a  en una de la s  

bandas d e l D N A , és te  se a n a liz ô  ta m b ié n  en un g ra d ie n te  

a lc a lin o  de s a c a ro s a  d e l 5 a l 20% (p e s o /v o lu m e n )  en un 

ta m p o n  T r is -C 1 H 5 0  m M p H 7 , 8, E D T A  lO m M , C lN a  0, 9M  y  

N aO H O , IM .  L a s  c o n d ic io n e s  de s e d im e n ta c iô n  fu e ro n  idén- 

t ic a s  a la s  e m p le adas  en e l caso  d e l g ra d ie n te  n e u tre  (f i -  

g u ra  5).
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F ig u r a  5. -  G ra d ie n te  a lc a lin o  de s a c a ro s a  d e l D.NA de ^29 , -
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V k) E nsayo  de s in te s is  de p ro te in a s  y  R N A  en e l s is te m a  

in  v i t r o  de E . c o l i  .

1) M e to do  de ensayo . -

L a  m e z c la  de in c u b a c io n  c o n te m a , en un v o lu m e n  de 

0, 1 m l,  lo s  s ig u ie n te s  co m p o n e n te s ; T r is - C I H  50 m M p H 8 , 

a c e ta to  p o tâ s ic o  50 m M , d i t io t r e i t o l  2 m M , A T P 2 m M , C T P , 

G T P  y  U T P  0, 5 m M  cada uno, fo s fo e n o lp iru v a to  2 0 m M , 

le u c o v o r in  c a lc ic o  0 ,3 1  m M , 19 a m in o a c id o s  (m e n o s  le u -  

c in a ) 0, 2 m M  cada uno, 100 yugr de tR N A  de E . c o l i  B ,

500 jdgr de r ib o s o m a s  de E , c o l i  K 1 2 , 0, 04 m l de f r a c  c io n  

p ro te ic a  p u r if ic a d a  p o r  D E A E -c e lu lo s a  y  5 n g r  de D N A  

l in e a l  de p29. L a  c o n c e n tra c io n  de M g ’ ’ se a ju s té  a 

14, 5 m M  con a c e ta to  m a g n é s ic o .

L a  in c u b a c io n  se r e a l iz e  a 379C , aüad iendo  a la  m e z -
14 3

c la  de ensayo le u c in a -C ' 6 H  co m o  se in d ic a  en cada 

ca so .

P a ra  s e g u ir  la  in c o rp o ra c iô n  de le u c in a  ra d io a c t iv a
3

en p ro te in a s ,  se afladio» le u c in a -H  (4 y u c /m l,  0, 0 5 m M ) 

y  a d is t in to s  t ie m p o s  se s a c a ro n  a lic u o ta s .d e  25 y u l,  que 

se c a le n ta ro n  d u ra n te  15 m in u te s  a 909C an te s  de f i l t r a r  

y  c o n ta r  com o se d e s c r ib e  en M é to d o s  (p ).
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L a  p re p a ra c iô n  de p ro te in a s  m a rc a d a s  p a ra  a n â lis is

p o r  e le c t r o fo r e s is ,  se r e a l iz ô  a rlad iendo  a la  m e z c la  de
14

in c u b a c io n  le u c in a -C  (15 y u c /m l ,  0, 05 ,m M ). D e sp u é s  de

17, 5 m in u te s  de in c u b a c iô n , se a fla d iô  un exceso  de 100

ve ce s  de le u c in a  no ra d io a c t iv a ,  co n tin u a n d o  la  in c u b a c iô n

2, 5 m in u te s ,  C om o c o n t ro l,  la s  p ro te in a s  s in te t iz a d a s  en
3

un ensayo  s in  D N A , se m a rc a ro n  con le u c in a -H  (50  y u c /m l,  

0, 05 m M ) en la s  m is m a s  c o n d ic io n e s .

L a  in c o rp o ra c iô n  de U T P  en R N A , se s ig u iô  u t i l iz a n d o  

un ensayo  s im i la r  a l d e s c r ito ,  con lo s  20 a m in o a c id o s  0, 2
3

m M , y  se ana d iô  U T P -H  (20 y i c / m l ,  0,5 m M )^  Se t  o m a r  on 

a lic u o ta s  de 25 y u l a d is t in to s  t ie m p o s , se p r e c ip i ta r o n  

con a c id e  t r ic lo r o a c é t ic o  f r i o  a l  5%, y  se c o n tâ ro n  com o  

se d e s c r ib e  en M é to d o s , p.

2 )P re p a ra c iô n  de la s  p ro te in a s  s in te t iz a d a s  in  v i t r o  p a ra  

e le c t r o fo r e s is .

A lic u o ta s  m a rc a d a s  con le u c in a  ra d io a c t iv a  de lo s  e n s a 

yo s de s in te s is  in  v i t r o  d ir ig id o s  p o r  e l D N A  de IÔ2 9, y  s in  

D N A  re s p e c t iv a m e n te , se t r a ta r o n  con  R N asa  p a n c re â tic a  

(10 y u g r /m l)  d u ra n te  1 h o ra  a 09C . D e spués  se p r e c ip i ta r o n



63

con  â c id o  t r ic lo r o a c é t ic o  a l 10% d u ra n te  15 rn in u to s  a 

09C , y  la s  p ro te in a s  p re c ip ita d a s  se s e d im e n ta ro n  p o r  

c e n tr ifu g a c iô n  a 1 0 .0 0 0  rp m  d u ra n te  20 m in u te s  en e l 

r o t o r  SS34 de la  c e n tr ifu g a  S o rv a l l ,  a 4QC. E l s e d im e n - 

to  se la v ô  una vez  con e ta n o l- e te r  1: 1 ( v o l / v o l) ,  y  dos 

ve c e s  con e ta n o l-e te r  1:3 ( v o l / v o l ) .  E l  p re c ip ita d o  la va d o  

se secô b a jo  c o r r ie n te  de n it rô g e n o .

L a  d is o c ia c iô n  de la s  p ro te in a s  p a ra  e le c t r o fo r e s is  

se r e a l iz ô  com o se d e s c r ib e  en M é to d o s ,m , 1.

1) E nsayo  de a c t iv id a d  l is o z im a .

1) P re p a ra c iô n  de f i l t r e s  m a rc a d o s  ra d io a c t iv a m e n te .

L a  d e te rm in a c iô n  de la  a c t iv id a d  e n z im â tic a  se basa

en la  l ib e ra c iô n  de ra d io a c t iv id a d  de f i l t r e s  de p a p e l

W h a tm a n  3M M  que t ie n e n  a d s o rb id o  E . c o l i  m a rc a d o  con
3â c id o  d ia m in o p im é lic o -H  . L a  p re p a ra c iô n  de f i l t r e s  

se r e a l iz ô  segûn e l m é to d o  de G o ld  y  S c h w e ig e r (87 ).

L a s  b a c te r ia s  ra d io a c t iv a s  se p re p a ra ro n  c re c ie n d o  E . c o l i  

c en 10 m l de m e d io  c o m p le te  (M é to d o s  a , 4 ), en p re s e n -
3

c ia  de 100 jac de â c id o  c ^ ^ ^ ^ d ia m in o p irn é lic o -H ' (1 m e /m l,  

 ̂200 y u c /  yU M o l) ,  in cu b â n d o se  a 372C con a g ita c iô n  h a s ta  

que e l c u lt iv e  b a c te r ia n o  a lc a n z ô  fa s e  e s ta c io n a r ia .  L a  f i -
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F ig u r a  6. -  In c o rp o ra c iô n  de â c id o  ^  £  , d ia rn in o p im é lic o -H  en 

E . c o l i . -
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g u ra  6 m u e s tra  la  in c o rp o ra c iô n  de la  ra d io a c t iv id a d  en 

m a te r ia l  in s o lu b le  en â c id o  t r ic lo r o a c é t ic o  a l 5%.

Se d is t r ib u y e ro n  a lic u o ta s  de 0, 1 m l  d e l c u lt iv o  en 

f i l t r o s  W ha tm a n  3 M M  (de 2 ,4  c m . de d iâ m e tro ) .  L o s  

f i l t r o s  se la v a ro n  con  2, 5 m l de â c id o  t r ic lo r o a c é t ic o  

a l 10% d u ra n te  4 h o ra s  a g itâ n d o s e  s u a ve m e n te , lu e g o  dos 

v e c e s  con â c id o  t r ic lo r o a c é t ic o  a l 5% d u ra n te  10 m in u te s  

y  una vez con e ta n o L e te r  (1 :1 ) d u ra n te  10 rn in u to s . L o s  

f i l t r o s  se h i r v ie r o n  d u ra n te  10 m in u to s  en a c e ta to  a m ô n i-  

co 0, 1 M  y  se la v a ro n  dos ve c e s  con a c e ta to  a m ô n ic o  f r io ,  

secân dose  a c o n tin u a c iô n  con p a p e l de f i l t r e .  L o s  f i l t r o s  

m a rc a d o s , que te n ia n  re te n id a s  e n tre  80. 000 y  100. 000 

c p m . cada uno después d e l p ro c e s o , se c o n s e rv a ro n  a 

45C .

2) M é to dos  de ensayo .

A  lo s  t ie m p o s  in d ic a d o s  en lo s  e x p é r im e n te s , se s a 

c a ro n  a lic u o ta s  de 50 y u l de lo s  ensa yos  de s in te s is  de 

p ro te in a s  in  v i t r o ,  y  se a f la d ie ro n  a v ia le s  co n te n ie n d o  un
3

f i l t r e  con E . c o li  m a rc a d o  con â c id o  d ^ B -d ia m in o p im é lic o -H  

y  0 ,5  m l de a c e ta to  a m ô n ic o  0 ,1  M .
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L o s  f i l t r o s  se in c u b a ro n  4 h o ra s  a 379C , a l cabo de 

la s  c u a le s  se re c o g iô  e l s o b re n a d a n te , se a fla d iô  a un - 

f i l t r o  de pa p e l W h a tm a n  G F /A ,  y  se s e c a ro n  a 6 0 -8 0 9 0 . 

L u e g o  se c o n ta ro n  co m o  se d e s c r ib e  en M é to d o s , p.

C om o c o n t ro l,  se to m a ro n  a lic u o ta s  de la s  p ro te in a s  

s in te t iz a d a s  in  v i t r o  en a u s e n c ia  de D N A , y  se v a lo ra ro n  

ig u a lm e n te .

C om o c o n t ro l de que la  a c t iv id a d  s in te t iz a d a  en e l 

ensayo  no e ra  p ro te a s a , se p r e t r a ta r o n  lo s  f i l t r o s  m a r c a 

dos con oi,£- d ia m in o p im é lic o  con l is o z im a  de c la ra  de 

huevo  (6 0 y flg r/O , 5 m l de a c e ta to  a m ô n ic o  0, IM ) .  U na v e z  

l ib e ra d a  d e l f i l t r o  to d a  la  r a d io a c t iv id a d  s u s c e p tib le  a 

la  a c c iô n  de la  l is o z im a  (un  40% de la  r a d io a c t iv id a d  

to ta l  d e l f i l t r o )  lo s  f i l t r o s  se c a m b ia ro n  de m e d io  y  se 

in c u b a ro n  con un e n z im a  p r o te o l i t ic o  ( t r ip s in a ,  60 y U g r /0 ,  5 m l 

de a c e ta to  a m ô n ic o  0, IM ) .  L a  ta b la  I  m u e s tra  que en e s 

ta s  c o n d ic io n e s  se l ib e r a  a p ro x im a d a m e n te  o t ro  40% de la  

ra d io a c t iv id a d  to ta l  p ré s e n té  en e l f i l t r o  an tes  d e l t r a t a -  

m ie n to  con lo s  e n z im a s .



T A B L A  I .  E N S A Y O  D E  A C T IV ID A D  P R O T E A S A  E N  F IL T R O S  C O N  

E . c o l i  M A R C A D O  CO N A C ID O  cik-£, D IA M IN O P IM E L IC O -H

T ie m p o de t ra ta m ie n to
a) cpm  lib e ra d a s  p o r  

l is o z im a / lO O  ju l

b) cp m  l ib e ra d a s  ; 

t r i p s in a / 100 p i

0 m in . 29 160

15 I l 13 50 1036

30 I I 2470 1960

45 I I 2870 2535

60 I I 2905 2970

F i l t r o s  de p a p e l W h a tm a n  3M M  c o n te n ie n d o  E . c o l i  m a rc a d o .
3

con  â c id o  d ia m in o p im é lic o -H  , p re p a ra d o s  com o  se ha d e s 

c r i t o  en M é to d o s  1 ,1 , se t r a ta r o n  (a) con l is o z im a  (60 y U g r/05 m l 

de a c e ta to  am ôn ico  0, I M ) .  Se to m a ro n  a lic u o ta s  a lo s  t ie m p o s  in 

d ic a d o s , y  se con tô  la  r a d io a c t iv id a d  to ta l  l ib e ra d a  co m o  se d e s 

c r ib e  en M é to d o s , p. A  lo s  60 m in u to s  lo s  f i l t r o s  se c a m b ia ro n  

de m e d io , y  se in c u b a ro n  (b) con  t r ip s in a  (60 ju g r /0 ,  5 m l de ace 

ta to  a m ô n ic o  0, IM ) .  Se s a c a ro n  a lic u o ta s  a lo s  t ie m p o s  in d ic a d o s  

y  se co n tô  la  ra d io a c t iv id a d  to ta l  l ib e ra d a .
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D e ig u a l m a r ie ra , a lic u o ta s  to m a d a s  a d is t in to s  t ie m p o s  

de in c u b a c iô n  de un ensayo de s in te s is  de p ro te in a s  in  v i t r o

d i r ig id o  p o r  e l D N A  de ^29, se in c u b a ro n  con f i l t r o s  p r e -  

t ra ta d o s  con l is o z im a  (es d e c ir ,  que h a b ia n  l ib e ra d o  toda  

la  r a d io a c t iv id a d  s u s c e p tib le  a la  a c c iô n  de la  l is o z im a ) ,  

p a ra  s e g u ir  la  l ib e r a c iô n  a d ic io n a l de ra d io a c t iv id a d .

U na u n idad  de l is o z im a ,  se d e fin e  com o la  a c t iv id a d  de 

e n z im a  capaz de l ib e r a r  1 cpm  p o r  m in u to  de in c u b a c iô n  a 

379C (89 ).

m ) E le c t r o fo r e s is  en ge l es de p d ia c r i la m id a .

1) S is te m a  de pH  c o n tin u e .

L a s  m u e s tra s  de p ro te fn a  p re c ip ita d a  se d is o lv ie r o n  en 

0, 2 m l de ta m p ô n  de d is o c ia c iô n  ( fo s fa to  s ô d ic o  5 m M  pH 7, 1, 

SDS 1%, 2 - m e rc a p to e ta n o l 1% ( v /v )  y  u re a  8M ) y  se c a le n 

ta ro n  3 -5  m in u to s  en un ba flo  de agua h irv ie n d o .
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Se u t i l iz a r o n  g e le s  de 15 c m . de lo n g itu d  y  0, 55 c m  

de d iâ m e tro .  L a  s o l i ic iô n  d e l g e l c o n te n ia  a c r i la m id a  

12 ,5% , N - N ’ , m e t i le n b is a c r i la m id a  0 ,6 % , u re a  6M  (90)

P O ^ Na 0, 05M  pH7, 2, SDS 0 ,1 %  (9) y  te t r a m e t i le t i lé n d ia m in a  

0 ,0 5 %  ( v o l/ v o l) .  L o s  g e le s  se p o l im e r iz a r o n  con 1 /1 0 0  

(v o l / v o l )  de p e rs u lfa to  a m ô n ic o  15 m g r / m l .

E l e le c t r o l i t o  u t i l iz a d o  c o n te n ia  fo s fa to  sô d ic o  0, 05M  

pH 7, 2 y  SDS 0, 1%.

L a  e le c t r o fo r e s is  se l le y ô  à cabo a te m p e ra tu ra  a m 

b ie n te , d u ra n te  12 h o ra s , a una in te n s id a d  co n s ta n te  de 

5 m A /  g e l.

L o s  ge le s  se c o r ta ro n  en f ra c c io n e s  de 1 m m . con 

un c o r ta d o r  de ge le s  M ic k le  y  la s  f ra c c io n e s  se p u s ie -  

r o n  en v ia le s ,  a lo s  que se a n a d iô  0, 25 m l de SDS 0, 1% 

L o s  v ia le s  se c o n g e la ro n  y  d e s c o n g e la ro n  3 v e c e s , y  se 

in c u b a ro n  d u ra n te  la  noche  con a g ita c iô n  suave  a 379C , 

p a ra  e lu i r  la  p ro te fn a  d e l g e l.
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L a  ra d io a c t iv id a d  p ré s e n te  en cada v ia l  se d e te rm in ô  

co m o  se d e s c r ib e  en M é to d o s , p ,  pon ien do  en cada v ia l  

un p a p e l de f ib r a  de v id r io  W h a tm a n  G F /A  de 2 ,5  c m  

de d iâ m e tro ,  y  secando le n ta m e n te  e n tre  70 y  909C .

2) S is te m a  de pH d is c o n tm u o .

L a s  m u e s tra s  de p ro te in a  p re c ip ita d a ,  se d is o lv ie 

ro n  en 0, 2 m l de ta m p ô n  de d is o c ia c iô n ,  que c o n te n ia  

T r is - C I H  0, 0625 M , pH  6, 8, SDS 2%, 2 -m e rc a p to e ta n o l 

5% y  u re a  6M , y  se c a le n ta ro n  de 3 a 5 m in u to s  en un 

bano de agua h ir v ie n d o .

Se u t i l iz a r o n  g e le s  de 10 c m  de lo n g itu d  y  0, 55 c m . 

de d iâ m e tro  s ig u ie n d o  e l s is te m a  d e s c r ito  p o r  L a e m m li (49), 

E l  g e l de s e p a ra c iô n  c o n te n ia  a c r i la m id a  10%, N - N ’ - m e 

t i le n b is a c r i la m id a  0 ,25% , T r is - C I H  0, 325 M  pH 8, 8, SDS 

0, 1% y  te t r a n ie t i le n d ia m in a  0, 05%, y  se p o l im e r iz ô  con 

un v o lu m e n  l / lO O  de p e rs u lfa to  a m ô n ic o  (3 7 ,5  m g r / m l) .
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E l g e l de c o n c e n tra c io n  c o n te n ia  a c r i la m id a  3%, 

N - N '- m e t i le n b is a c r i la m id a  0 ,25% , T r is - C I H  0, 125 M  

pH 6, 8, SDS 0, 1% y  te t r a m e t i le n d ia m in a  0, 1%, y  se 

p o l im e r iz ô  com o  e l g e l de s e p a ra c iô n .

E l e le c t r o l i t o  u t i l iz a d o  e r a . T r i s  0, 025M , g l ic in a  

0, 192M , a ju s ta d o  a un pH de 8, 6, co n te n ie n d o  SDS 

a l 0, 1%.

l,a s  e le c t r o fo r e s is  se l le v a r o n  a cabo a 90 v o l t io s  

d u ra n te  6 ,5  h o ra s  (ô com o se in d ic a  en cada ca s o ). L o s  

ge les  se c o r ta ro n  en f ra c c io n e s  de 0, 8 -  1m m  com o  se 

in d ic a  en cada caso y  se s o m e t ie ro n  a l  p ro c e s o  d e s c r i 

to  en m , 1 p a ra  e lu i r  la  p ro te in a  d e l g e l.

P a ra  a n a liz a r  la s  p ro te in a s  s in te t iz a d a s  p o r  lo s  m u 

ta n te s  sus E l 36 y  sus H 542, se r e a l iz ô  una m o d if ic a c iô n  

en lo s  g e le s : e l g e l s e p a ra d o r  se p re p a rô  a p a r t i r  de 

dos s o lu c io n e s  de a c r i la m id a  una d e l 10% y  o t ra  d e l 20% 

s ie n d o  e l re s to  de lo s  c o m p o n e n te s  co m o  se ha d e s c r ito  

a n te s . E s ta s  s o lu c io n e s  se m e z c la ro n  en un fo rm a d o r  de
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g ra d ie n te s  l in e a l,  y  se p o l im e r iz a r o n  com o  se d e s c r ib e  

en M é to d o s  m , 3, E l g e l de c o n c e n tra c io n  y  e l e le c t r o 

l i t o  u t i l iz a d o  fu e ro n  lo s  ya d e s c r ito s  en e s te  a p a rta d o .

L o s  ge les  se c o r r ie r o i  a 1, 5 m A /  g e l d u ra n te  14 

h o ra s , y  después se c o r ta ro n  en ro d a ja s  de 1 m m  y  se 

e lu y ô  la  p ro te in a  co m o  se d e s c r ib e  en es te  a p a rta d o .

3) E le c t r o fo r e s is  en p la ça  y  a u to r ra d io g ra f ia .

L a s  m u e s tra s  se d is o lv ie ro n  en 75 y u l de ta m p ô n  que 

c o n te n ia  T r is - C I H  0, 0625M  pH 6, 8, SDS 2%, 2 -m e rc a p to e -  

ta n o l 5% y  u re a  6M , y  se c a le n ta ro n  3 -5  m in u to s  en ba flo  

de agua h irv ie n d o .

L a s  p la ç a s  de g e l se fo rm a ro n  en un a p a ra to  de H o e fe r  

S c ie n t i f ic  In s tru m e n ts  de 30 c m  de lo n g itu d  y  14 de a n c h u ra . 

Se u t i l iz a r o n  lo s  e s p a c ia d o re s  de 1, 5 m m  de g ru e s o .

E l  g e l de s e p a ra c iô n  se p re p a rô  a p a r t i r  de la s  s i 

g u ie n te s  s o lu c io n e s :
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i )  T r is - C I H  0, 325 M  pH 8, 8, a c r i la m id a  10%, N - N '-  

m e t i le n b is a c r i la m id a  0 ,25% , SDS 0 ,1% , te t r a m e t i le t i le n d ia m in a  

0 ,05% , y  se ana d iô  1 /2 0 0  ( v o l/ v o l)  de p e rs u lfa to  a m ô n ic o  

25 m g r / m l  p a ra  que p o l im e r iz a r a  e l g e l.

i i )  Id é n t ic a  a la  a n te r io r  p e ro  con a c r i la m id a  a l 20%, 

y  N - N '- m e t i le n b is a c r i la m id a  0 ,33% . Cada s o lu c iô n  f r f a ,  

se c o lo c ô  en la s  cube tas  de un fo rm a d o r  de g ra d ie n te s  

l in e a le s ,  y  la  m e z c la  se bom beô  en e l a p a ra to  de e le c 

t r o fo r e s is  desde a b a jo .

E l  g e l de c o n c e n tra c iô n  u t i l iz a d o  fue  e l m is m o  que 

e l d e s c r ito  en M é to d o s  (m , 2). A n te s  de p o l im e r iz a r  e l 

g e l de c o n c e n tra c iô n  se in s e rtô  en e l a p a ra to  un pe ine  

fo rm a d o r  de c â m a ra s , que se r e t i r ô  cuando f in a l iz ô  la  

p o l im e r iz a c iô n .  L a s  d im e n s io n e s  de la s  c â m a ra s  p a ra  

la s  m u e s tra s  e ra n  de 4 rn m  de la rg o  p o r  1, 5 m m  de 

anch o , se p a ra d a s  p o r  e s p a c io s  de 2,.5 m m .

E l e le c t r o l i t o  u t i l iz a d o  fue  e l m is m o  que e l d e s c r ito  

en M é to d o s  (m , 2).
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L a  e le c t r o fo r e s is  se l le v ô  a cabo d u ra n te  15 h o ra s  

a una in te n s id a d  co n s ta n te  de 20 m A  p o r  p la ç a .

U na vez te rm in a d a  la  e le c t r o fo r e s is ,  lo s  g e le s  se 

t i f ie r o n  com o se d e s c r ib e  en M é to d o s (fl)  o se s e c a ro n  

m e d ia n te  una m o d if ic a c iô n  d e l m é to d o  de F a irb a n k s  (92 ). 

P a ra  e l lo ,  se c o lo c ô  deba jo  d e l g e l una la m in a  de H a ndy  

W ra p , y  en la  p a r te  s u p e r io r  se c o lo c ô  p a p e l W ha tm a n  

3M M  y  una te la  de a c e ro  in o x id a b le .  E l  g e l a s i p r é p a ra -  

do se co lo cô  e n tre  dos la m in a s  de caucho  de s il ic o n a ,  

una de la s  cu a le s  te n ia  un o r i f i c io  que se co n e c tô  a una 

b o m b a  de v a c io , y  se c o lo c ô  s o b re  una p la ç a  c a le fa c to ra  

a 1509C , h a s ta  que se secô (1 -2  h o ra s ) .

E l  g e l seco se puso en c o n ta c to  con  la  p e lfc u la  K o d ire x  

lo s  t ie m p o s  in d ic a d o s  en cada caso  en c o m p lé ta  o s c u r id a d . 

L a  p é lic u la  se re v e lô  con r e v e la d o r  râ p id o  p a ra  R a yo s  X  

d u ra n te  3 -5  m in u to s  y  se f i jô  con  f i ja d o r  râ p id o  p a ra  uso 

r a d io g r â f ic o  d u ra n te  5 m in u to s .

P a ra  r e a l iz a r  la  d e n s ito m e tr fa  de la s  p la ç a s  de p e 

l f c u la  de a u to r ra d io g ra f ia ,  se c o r ta ro n  en t i r a s  de a p ro -
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x im a d a m e n te  1 c m . de a n c h u ra , y  se m id ie ro n  en e l d e n - 

s itô m e tro  C h ro m o s c a n  M I4 II, a una lo n g itu d  de onda e n tre  

610 y  690 n m .

n) R e c r is ta l iz a c iô n  de lo s  r é a c t iv é s  p a ra  e le c t r o fo r e s is .

Se re a liz ô  segûn e l m é to d o  d e s c r ito  p o r  L o e n in g  (93 ),

1) A c r i la m id a :  S e ten ta  g ra m o s  de a c r i la m id a  se d i 

s o lv ie ro n  en 1 l i t r e  de c lo ro fo r m o  a 509C y  la  

d is o lu c iô n  se f i l t r ô  p o r  p a p e l. E l  f i l t r a d o ,  se d e - 

jô  a -159C  d u ra n te  12 h o ra s  y  lo s  c r is ta le s  se r e -  

c o g ie ro n  p o r  f i l t r a c iô n  y  se s e c a ro n  en v a c fo .

2) N , N ’ - m e t i le n b is a c r i la m id a :  D ie z  g ra m o s  de N , N ' -  

m e t i le n b is a c r i la m id a  se d is o lv ie r o n  en 1 l i t r e  de 

ace tona  a 459C . L a  s u s p e n s iô n  se f i l t r ô  p o r  p a p e l, 

y  e l f i l t r a d o  se d e jô  a -1 5 9 C  d u ra n te  12 h o ra s .  L o s  

c r is ta le s  se re c o g ie ro n  p o r  f i l t r a c iô n  y  se s e c a ro n  

en v a c fo .
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3) D o d e c ils u lfa to s ô d ic o : Se a n a d ie ro n  ses enta  g ra m o s  

de SDS a 2 l i t r o s  de e ta n o l 97%. en e b u ll ic iô n ,  y  

se f i l t r a r o n  en c a lie n te .  E l  f i l t r a d o  se d e jô  12 

h o ra s  a te m p e ra tu ra  a m b ie n te  y  lo s  c r is ta le s  de 

SDS se re c o g ie ro n  p o r  f i l t r a c iô n  y  se s e c a ro n  p o r  

l i o f  i l iz a c iô n .

fi) T in c iô n  de p ro te in a s  en g e le s .

Se u t i l iz ô  e l m é to do  de F a irb a n k s  y  c o l.  (94 ). L o s  

g e le s , se p u s ie ro n  en una s o lu c iô n  de is o p ro p a n o l 25% 

â c id o  a c é t ic o  10% y  a z u l b r i l la n te  de C o o m a s s ie  R -2 5 0  

a l 0, 025%, y  se m a n tu v ie ro n  en e l la  d u ra n te  la  n o c h e , 

con  a g ita c iô n  o c a s io n a l.  D e sp u é s , se p a s a ro n  a una s o 

lu c iô n  de is o p ro p a n o l 10%, â c id o  a c é t ic o  10% y  a z u l 

b r i l la n te  de C o o m a s s ie  R -2 5 0  a l  0, 0025%, donde se  a g i-  

ta ro n  d u ra n te  6 h o ra s . E l  g e l p a rc ia lm e n te  d e s te n id o , 

se pasô a una s o lu c iô n  de â c id o  a c é t ic o  10% con a z u l 

b r i l la n te  de C o o m a s s ie  R -2 5 0 , 0, 0025% d u ra n te  la  n o c h e ;

lu e g o  se te rm in a ro n  de d e s te n ir  y  se c o n s e rv a ro n  en 

â c id o  a c é t ic o  a l 10% .
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o) D e te rm in a c iô n  d e l peso m o le c u la r  de lo s  p o lip é p tid o s  

in d u c id o s  p o r  ^29 .

Se c o r r ie r o n  p ro te in a s  d is o c ia d a s  de peso m o le c u la r  co n o - 

c id o  en ge les  p a ra le lo s  (M é to d o s  m , 1) d e te rm in â n d o s e  su m o -  

v i l id a d  r e la t iv a  (95). L o s  m a rc a d o re s  u t i l iz a d o s  fu e ro n  (adem âs 

de la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  de ^29 m a rc a d a s  con le u c in a -C ^ ^  

la s  s ig u ie n te s ; s e ro a lb û m in a  b o v in a  (peso  m o le c u la r  68. 000), 

in m u n o g lo b u lin a  G, cadena pesada (peso  m o le c u la r  55. 000), 

q u im o tr ip s in ô g e n o  (peso  m o le c u la r  25. 000), m io g lo b in a  (peso 

m o le c u la r  17. 200), c ito c ro rn o  c (peso  m o le c u la r  12. 300) y  

lo s  p é p tid o s  o b te n id o s  d e l c ito c ro m o  c t ra ta d o  con b ro m u ro  

de c ia nôge no  segûn e l m é to d o  d e s c r ito  p o r  G ro s s  (96): 1 ,2  m g r  

de c ito c ro m o  c se d is o lv ie r o n  en 0, 5 m l de â c id o  fô rm ic o  70%, 

y  se a fla d iô  un c r is t a l  de b ro m u ro  de c ia n ô g e n o . L a  m e z c la  se 

m a n tu v o  a 4 09 0  d u ra n te  24 h o ra s  en o s c u r id a d , se l i o f i l i z ô  y  

se re s u s p e n d iô  en 0, 1 m l de agua d e s t ila d a  e s te r i l .  L o s  p e 

sos m o le c u la re s  de lo s  f ra g m e n to s  o b te n id o s  son 7760, 2780 

y  1810 re s p e c t iv a m e n te .

E l  peso m o le c u la r  d e l p r e c u r s o r  de la  p ro te in a  N P l,  se 

d e te rm in ô  en ge les  de pH d is o n tin u o  (M é to d o s  m , 2), u t i l iz a n d o  

com o  m a rc a d o re s  la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  d e l fago  ^29 , y  

fo s fo r i la s a  a (peso  m o le c u la r  92. 500).

L a s  p ro te in a s  se t i f le r o n  c o m o  se d e s c r ib e  en M é to d o s , fl.
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p) D e te rm in a c iô n  de r a d io a c t iv id a d .

L a  d e te rm in a c iô n  de ra d io a c t iv id a d  in s o lu b le  en â c id o  

t r ic lo r o a c é t ic o  a l 5%, se r e a l iz ô  p o r  p re c ip ita c iô n  d u ra n 

te  15 m in u to s , se gu ida  de f i l t r a c iô n  a 49C a t ra v é s  de 

d is c o s  de f ib r a  de v id r io  (W h a tm a n  G F /C  de 2 ,5  c m  de 

d iâ m e tro ) ,  L o s  f i l t r o s  se la v a ro n  con â c id o  t r ic lo r o a c é t ic o  

a l  5% f r io  y  se m e t ie ro n  en peque flos  v ia le s  (4, 5 x  1, 2 c m ), 

p a ra  s e c a r lo s  en e s tu fa  a 1209C d u ra n te  1 h o ra .

A  lo s  v ia le s  con lo s  f i l t r o s  se co s , se le s  a n a d ie ro n  

3 m l de liq u id e  de c e n te lle o  (4 g r  de b u t i l - P B D  p o r  l i t r e  

de to lu e n e , ô 50 m g r  de d im e t i l  P O P O P  y  4 g r  de P P G  

p o r  l i t r e  de to lu e n e ), y  se c o n ta ro n  en c o n ta d o re s  de c e n 

te l le o  l iq u id e  P a c k a rd  T r ic a r b  o N u c le a r  C h ic a g o .

L a  ra d io a c t iv id a d  to ta l  se d e te rm in ô  a p lic a n d o  la  

a l ic u o ta  que se q u e r fa  c o n ta r  a un p a p e l de f ib r a  de v i 

d r io  (W h a tm a n  G F /A  de 2 ,5  c m . de d iâ m e tr o ) ,  y  s e 

cando en e s tu fa  a 9 0 -1 2 0 9 0 . A  c o n tin u a c iô n , se a fla d iô  

e l l iq u id e  de c e n te lle o , y  se c o n ta ro n  en lo s  c o n ta d o re s  

a n te s  m e n c io n a d o s .
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q) D e te rm in a c iô n  de p ro te in a s .-

Se u t i l iz ô  e l m é to d o  de L o w r y  y  c o la b o ra d o re s  (97), 

P a ra  e llo  se p re p a ra ro n  c u a tro  s o lu c io n e s :

A )  C a rb o n a te  s ô d ic o  2%; B ) s u lfa te  de c o b re  0, 5% en 

t a r t r a to  s ô d ic o -p o tâ s ic o  a l 1%; C) s o lu c iô n  B  con 50 

v o lû m e n e s  de s o lu c iô n  A ; D ) re a c t iv e  de F o l in  50%.

E l p ro b le m a  c u y o . c o n te n id o  en p ro te in a  se q u e r fa  

d e te rm in a r ,  se d ilu y ô  h a s ta  0, 1 m l en N aO H  a una c o n 

c e n tra c iô n  f in a l  de IM ,  y  se a n a d iô  0, 25 m l de s o lu c iô n  

C ; después de 10 m in u to s .a  te m p e ra tu ra  a m b ie n te , se 

a f la d ie ro n  25 y u l de s o lu c iô n  D , a g itâ n d o s e  in m e d ia ta -  

m e n te , y  la  m e z c la  se m a n tu v o  20 m in .  a te m p e ra tu ra  

a m b ie n te , d e te rm in â n d o s e  f in a lm e n te  su a b s o rc iô n  a 

670 nm .

C om o p a trô n  se u t i l iz ô  una s o lu c iô n  de s e m a lb û m in a  

b o v in a  cuya c a n tid a d  de p ro te in a  se hab fa  d e te rm in a d o  

p o r  su c o e f ic ie n te  de a b s o rc iô n  m o la r .



IV . R E S U L T A D O S



a) E fe c to  de la  lu z  u l t r a v io le ta  s o b re  B . s u b t i l is  l lO N A ,

P a ra  e s tu d ia r  e l e fe c to  de d is t in ta s  d o s is  de i r r a d ia -  

c io n  con lu z  u l t r a v io le ta  en B . s u b t i l is  l lO N A  , la s  b a c 

te r ia s  se i r r a d ia r o n  d u ra n te  2, 4, 6 y  8 m in u to s . L a s  

b a c te r ia s  ir r a d ia d a s  se m a rc a ro n  con le u c in a  ra d io a c t iv a  a 

dos t ie m p o s  d ife re n te s :  de 10 a 13 m in u to s  y  de 25 a 28 

m in u to s  después de in ic ia d a  la  in c u b a c io n  de la s  b a c te 

r ia s  ir r a d ia d a s .

L a  ta b la  I I  m u e s tra  lo s  re s u lta d o s  de la  in c o r p o r a 

c iô n  de le u c in a  ra d io a c t iv a  en r n a te r ia l  in s o lu b le  en â c id o  

t r ic lo r o a c é t ic o  a l 5% en c é lu la s  i r r a d ia d a s  d u ra n te  lo s  

d is t in to s  t ie m p o s .

L a  ir r a d ia c iô n  de dos m in u to s  hace  d is m in u ir  unas 

2 ve ce s  la  in c o rp o ra c iô n  de le u c in a  ra d io a c t iv a  en e l 

p u ls o  de 10 a 13 m in u to s ; en e l de 25 a 28 m in u to s  

apenas d e tie n e  la  in c o rp o ra c iô n .  L a  i r r a d ia c iô n  de 4 

m in u to s  p ro d u c e  un desce n so  en la  in c o rp o ra c iô n  d e l 

a m in o â c id o  ra d io a c t iv e  de 4 v e c e s  en e l p u ls o  de 10 a 

13 m in u to s , y  c a s i de 2 v e c e s  en e l de 25 a 28 m in u to s



T A B L A  IL  E F E C T O  D E  L A  IR R A D IA C IO N  D E  B . S U B T IL IS  IIO N A  

C O N  L U Z  U L T R A V IO L E T A  A  D IS T IN T A S  DOSIS.

a) b) c)
T ie m p o  de % In c o rp o ra c iô n % In c o rp o ra c iô n F a g o  f in a l  (u fp )

i r r a d ia c iô n {iu lso  10— 13 p u ls o  25— 28 p o r  b a c te r ia

0 m in . 54, 6 44, 8 152

2 m in . 28, 9 35, 6 200

4 m in . 13, 7 23, 5 86

6 m in . 5, 1 3 ,7 40

8 m in . 3 ,7 2 ,8 36

B . s u b t i l is I IO N A  , se c re c iô y  se i r r a d iô  con lu z  u l t r a v io le ta

co m o  se d e s c r ib e  en M é to d o s , d u ra n te  2, 4, 6 y  8 m in u to s . (a) a l i -  

cu o ta s  de 0, 1 m l d e l c u lt iv o  se m a rc a ro n  con le u c in a -H  (20 y U c /m l,  

0 ,0 1  m M ) d e l m in u to  10 a l 13, y  la  in c o rp o ra c iô n  se d e tuvo  a f ia -  

d ie n d o  â c id o  t r ic lo r o a c é t ic o  a l 5%. L a  r a d io a c t iv id a d  se d e te rm in ô  

com o  se ha d e s c r ito  en M é to d o s  b . D e ig u a l m a n e ra , se m a rc a ro n  

la s  c é lu la s  d e l m in u to  25 a l m in u to  28. E l p o rc e n ta je  de in c o rp o r a 

c iô n  re p ré s e n ta  e l ta n to  p o r  c ie n to  de la  r a d io a c t iv id a d  to ta l  a f la d i-  

da a l  c u lt iv o ,  que se in c o rp o ré  d u ra n te  e l p u ls o  en ra d io a c t iv id a d  

in s o lu b le  en â c id o .

U na a l ic u o ta  de lo s  c u lt iv o  s i r r a d ia d o s  se in fe c tô  con fago  ^29  

co m o  se d e s c r ib e  en M é to d o s , p a ra  v e r  e l d e s a r r o l lo  d e l fa g o  en 

la s  b a c te r ia s  ir r a d ia d a s ,  y  c a lc u la r  e l n û m e ro  de fa  go s o b te n id o s  

p o r  b a c te r ia  in fe c ta d a  (c ).
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s o b re  e l c o n t ro l de c é lu la s  s in  i r r a d ia r .

L a  i r r a d ia c iô n  d u ra n te  6 m in u te s  p ro d u c e  11 ve ce s  

m e n o s  in c o rp o ra c iô n  en e l p u ls o  de 10 a 13 m in u te s , y  

m âs  de 12 ve ce s  m enos in c o rp o ra c iô n  en e l p u lso  de 25 

a 28 m in u te s , re s p e c te  a le s  c o n trô le s  s in  i r r a d ia r ,  

m ie n t ra s  que la  ir r a d ia c iô n  de la s  b a c te r ia s  p e r  m â s  

t ie m p o  (8 m in u te s ) ,  no p ro d u c e  desce n so  a d ic io n a l c o n 

s id e ra b le  de la  in c o rp o ra c iô n  d e l a m in o â c id o  ra d io a c t iv e .

U na a lic u o ta  de le s  c u lt iv e s  ir r a d ia d o s  a le s  d is t in -  

to s  t ie m p o s , se in fe c tô  con e l fa g o  029, c a lc u lâ n d o s e  e l 

re n d im ie n to ,  a l t ie m p o  de lis iS y  de le s  fa g o s  o b te n id o s  

p e r  b a c te r ia  in fe c ta d a . L a  i r r a d ia c iô n  de las b a c te r ia s  d u ra n te  

4 m in u te s  hace  d is m in u ir  a la  m ita d  e l re n d im ie n to  do 

fa g o s /b a c te r ia  s o b re  e l c o n t ro l s in  i r r a d ia r ;  la  d is m in u -  

c iô n  es de c u a tro  ve ce s  en la s  c é lu la s  ir r a d ia d a s  6 m i 

n u te s . I r r a d ia c io n e s  d u ra n te  m â s  t ie m p o  no a fe c ta n  a p r e -  

c ia b le m e n te  e l re n d im ie n to  de fa g o s  o b te n id o s  p e r  b a c te r ia .

b) P ro te in a s  in d u c id a s  en B . s u b t i l is  I IO N A  ir r a d ia d o  

e in fe c ta d o  con e l fago  029.

B . s u b t i l is  I IO N A  ir r a d ia d o  4 ,5  m in u te s  con lu z  u l t r a -
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v io le ta ,  se in fe c tô  con 029, y  a d is t in to s  t ie m p o s  se
3

m a rc a ro n  la s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s  con le u c in a -H  ( p u l-  

sos de 3 m in u te s ) , lle v a n d o  com o  c o n t r o l b a c te r ia s  no
14in fe c ta d a s  m a rc a d a s  a le s  m is m o s  t ie m p o s  con le u c in a -C  .

L a  f ig u ra  7 m u e s tra  e l d e s a r r o l lo  d e l fago  029 en 

b a c te r ia s  ir r a d ia d a s ,  s ie ndo  e l r e n d im ie n to  f in a l  de 60 

un id a d e s  fo rm a d o ra s  de p la ça  p o r  b a c te r ia  in fe c ta d a . L a  

r e la c iô n  de in c o rp o ra c iô n  de le u c in a  ra d io a c t iv a  que se 

m u e s tra  en la  f ig u r a  7, in d ic a  que después d e l p r im e r  

p u ls o  (de 0 a 3 m in u te s ) ,  la  b a c te r ia  in fe c ta d a  in c o rp o ra  

ra d io a c t iv id a d  en m a te r ia l  in s o lu b le  en a c id e  en m a y o r  

p ro p o rc iô n  que la  no in fe c ta d a  (h a s ta  dos ve ce s  m â s  en 

e l p u ls o  de 25 a 28 m in u te s ) .

L o s  n m o le s  de a m in o â c id o  in c o rp o ra d o s ,  se c a lc u -  

la r o n  a p a r t i r  de la  a c t iv id a d  e s p e c ff ic a  r e a l  d e l a m i

n o â c id o  ra d io a c t iv e  en e l m e m e n to  que se d iô  e l p u ls o .

P a ra  e l le  se tu v o  en eu enta la  c o r re c c iô n  de la  a c t iv i 

dad e s p e c ff ic a  deb ida  a l co n su m e  de la  le u c in a  p ré s e n 

té  en e l m e d io  de in c u b a c iô n  en cada m e m e n to . E s te  

c â lc u lo  se r e a l iz ô  s ig u ie n d o  la  in c o rp o ra c iô n  de a m in o â -
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F ig u r a  7. -  In c o rp o ra c iô n  de le u c in a  ra d io a c t iv a  y  d e s a r r o l lo  de 029 en 

B . s u b t i l is  i r r a d ia d o  con lu z  u l t r a v io le ta .  -
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F ig u r a  8. -  In c o rp o ra c iô n  de le u c in a  r a d io a c t iv a  en B . s u b t i l is  i r r a d ia d o ,  

in fe c ta d o  con ^29 y  s in  in fe c ta r .  -
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c id o  ra d io a c t iv e  en un m a rc a je  c o n tin u e  d u ra n te  e l 

p e r io d o  de d e s a r r o l lo  d e l fago  ( f ig u r a  8 ) .

P a ra  s e g u ir  la  s m te s is  de le s  p o lip é p t id o s  in d u c i-  

dos p o r  029 en B . s u b t i l is  I IO N A , se m e z c la ro n  a lic u o ta s
3

de c u lt iv e s  in fe c ta d o s  con 029 (m a rc a d o s  con le u c in a -H  ),

y  de c u lt iv e s  de b a c te r ia s  s in  in fe c ta r  (m a rc a d o s  con 
14

le u c in a -C  ), se l is a r o n  y  se d is o c ia ro n  la s  p ro te in a s  

p a ra  s o m e te r la s  a e le c t r o fo r e s is  en g e le s  de p o l ia c r i -  

la m id a  en un s is te m a  de pH  c o n tin u e  (M é to d o s  m , 1).

L a  f ig u r a  9 m u e s tra  le s  r é s u lta  do s de la  c o e le c t r o fo r e -  

s is  de la s  p ro te in a s  s in te t iz a d a s  en c é lu la s  in fe c ta d a s  

con 029 y  s in  in fe c ta r  m a rc a d a s  en un p u ls o  de 0 a 3 

m in u te s  después de la  in fe c c iô n ,  C o m o  puede v e rs e ,  la  

ra d io a c t iv id a d  c o r re s p o n d ie n te  a la  b a c te r ia  s in  in fe c ta r  

es m a y o r  que la  c o r re s p o n d ie n te  a la  b a c te r ia  in fe c ta d a , 

e xce p te  en la  p o s ic iô n  de la  p ro te in a  de n o m in a d a  111 en 

la  que h a y  un l ig e r o  in c re m e n to  de ra d io a c t iv id a d  deb ida  

a s o b re  C ^ ^ . L a s  p ro te in a s  no e s t ru c tu ra le s  in d u c i

das p o r  029, se n o m b ra ro n  p ro v is io n a lm e n te  segûn  su 

m o v il id a d  e le c t r o fo r é t ic a  en e s te s  g e le s , s ie n d o  la s  p r o 

te in a s  1 y  X l l  la s  de m e n e r  y  m a y o r  m o v il id a d ,  r e s p e c t i-  

v a m e n te .
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Figura 9. - P erfil  e lec troforético  de la s  proteinas m arcadas rad ioactiva -

mente mediante un pulso de 0 a 3 m inutes en B . subtilis  i r r a 

diado, infectado con ^29 y s in in fec ta r .-
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L a  f ig u ra  10 m u e s tra  la  c o e le c t r o fo r e s is  c o r re s p o n 

d ie n te  a l p u lso  de 5 a 8 m in u te s : la  s m te s is  de la  p ro te in a  

I I I  se in c re m e n ta  c o n s id é ra b le m e n t e re s p e c te  a l t ie m p o  

a n t e r io r  , y  a p a re c e n  o t ra s  p ro te in a s ,  una  de peso m o le 

c u la r  m a y o r  (p ro te in a  I )  y  o t ra s  de m e n o r  peso m o le c u la r  

(p ro te in a s  V - IX ,  X I  y  X I I ) .  L a  zona de la s  p ro te in a s  V I I - I X  

es h e te ro g é n e a  y  s o lo  se re s u e lv e  en p u is e s  m âs  ta rd io s .

L a  f ig u ra  11 c o r re s p o n d e  a la  e le c t r o fo r e s is  de la s  

p ro te in a s  s in te t iz a d a s  en un p u ls o  de 10 a 13 m in u te s : la  

s m te s is  de todas  la s  p ro te in a s  p ré s e n te s  en e l p u ls o  a n 

t e r i o r  se in c re m e n ta .  A d e m â s  a p a re c e n  dos pequeflos  p i -  

cos de ra d io a c t iv id a d  con  m o v il id a d  c o r re s p o n d ie n te  a la s  

p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  H P l ( m a y o r i ta r ia  de la  c â p s id a ) 

y  H P 3  (p ro te in a  que fo rm a  la s  f ib r a s ) .

L a  f ig u r a  12 m u e s tra  la  c o e le c t ro fo r e s is  c o r re s p o n 

d ie n te  a l p u lso  de 15 a 18 m in u te s : l a  s m te s is  de la s  

p ro te in a s  I I I ,  X I  y  X I I  d e c re c e  y  la  de la s  p ro te in a s  V - IX  

p e rm a n e c e  en su v a lo r  m â x im o . L a  m a y o r la  de la s  p r o 

te in a s  e s t ru c tu ra le s  se d e te c ta n  ya  en es te  p u ls o , y  ta m -  

b ie n  dos p ro te in a s  no e s t ru c tu r a le s  ( I I  y  X ) .  E n  la s  c o n d i-  

c io n e s  de s e p a ra c iô n  de e s te s  g e le s , no es p o s ib le  id e n t i f ic a r
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Figura 10. -P e r f i l  e lectroforético  de la s  proteinas m arcadas radioactiva

mente mediante un pulso de 5 a 8 m inutes en B. subtilis

irradiado, infectado con p29 y sin  infectar. -
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Figura 11 .-P e r f i l  e lectroforético  de la s  proteinas m arcadas radioactivam ente m e 

diante un pulso de 10 a 13 minutos en B. subtilis  irradiado, infectado

con ^29 y s in  infectar. -
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Pigura 12. - P e r f i l  e lectroforético  de la s  proteinas m arcadas radioactiva

m ente mediante un pulso de 15 a 18 minutos en B. subtilis

irradiado, infectado con JÔ29 y sin  in fectar . -
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a la  p ro te in a  pD , que so lapa  con la  p ro te in a  N P 3  . L a  

id e n t if ic a c io n  de e s ta  p ro te in a  co m o  p ro d u c to  d e l c is -  

t r io n  D se v e râ  m â s  a d e la n te .

En la  f ig u ra  13 c o r re s p o n d ie n te  a l p u ls o  de 20 a 23 

m in u to s ,  se o b s e rv a  que la  s m te s is  de la s  p ro te in a s  I I I ,  

X I  y  X I I  d e c re c e  m â s , m ie n t ra s  que la  s m te s is  de la s  

p ro te in a s  V - IX  se m a n tie n e  a la  m is m a  v e lo c id a d .

L a s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  N P l ,  T P I ,  H P l ,  N P 2 , 

N P 3 y  H P 3 , son ya m u y  d e f in id a s  y  su s m te s is ,  a s f 

co m o  la  de la s  p ro te in a s  pD , I I  y  X  a u m e n ta  re s p e c to  

a l p u ls o  p re v io .  A d e m â s , a p a re c e  en e s te  p u ls o  un nuevo 

p o lip é p t id o  in d u c id o  en la s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s  d e n o m in a - 

do IV .

L a  f ig u ra  14 c o rre s p o n d e  a la  e le c t r o fo r e s is  de la s  

p ro te in a s  s in te t iz a d a s  en un p u ls o  de 25 a 28 m in u to s .

L a  s m te s is  de la s  p ro te in a s  I I I ,  X I  y  X I I  c o n tin u a  d e c re -  

c ie n d o , m ie n t ra s  que e l r e s te  p ré s e n ta  un v a lo r  m â x im o .
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Figura 13. - P e r f i l  e lec tro forético  de la s  proteinas m arcadas rad ioacti

vam ente mediante un pulso de 20 a 23 minutos en B. subtili

irradiado, infectado con ^29 y sin  infectar. -
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F igura 14. -P e r f i l  e lectroforético  de la s  proteinas m arcadas rad ioac

tivamente mediante un pulso de 25 a 28 minutos en

B. subtilis  irradiado, infectado con j)29 y sin  in fectar. -
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Figura 15. - P e r f i l  e lectroforético  de la s  proteinas m arcadas rad ioactiva

m ente mediante un pulso de 34 a 37 minutos en B. subtilis

irradiado, infectado con ^29 y sin  infectar. -
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E n  la  f ig u ra  15 se m u e s tra  la  e le c t r o fo r e is  de la s  ' 

p ro te in a s  s in te t iz a d a s  en un p u ls o  de 34 a 37 m in u to s . L a  

s m te s is  de la  m a y o r ia  de la s  p ro te in a s  d e c re c e , deb ido  

p ro b a b le m e n te  a la  I f s is  de la s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s .

c) C o e le c tro fo re s is  de la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  p r é 

sen tes  en la  p a r t ic u la  v i r a l  y  la s  p ro te in a s  e s t ru c tu 

r a le s  in d u c id a s  en b a c te r ia s  ir r a d ia d a s  m a rc a d a s  r a -  

d io a c t iv a m e n te  m e d ia n te  p u ls o  y  caza .

L a  p o s ic iô n  de la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  s in te t iz a 

das en la s  b a c te r ia s  i r r a d ia d a s  e in fe c ta d a s  con e l fago  

029 se d é te rm in é  p o r  c o e le c t ro fo r e s is  de una m e z c la  de
3

p ro te in a s  m a rc a d a s  con le u c in a -H  de cada p u ls o  y  fago 

029 m a rc a d o  con le u c in a -C ^ ^  y  p u r if ic a d o  com o se d e s 

c r ib e  en M é to d o s  f.

C om o la  p ro te in a  H P 2 no se re s u e lv e  b ie n  en e l s is 

te m a  de e le c t r o fo r e s is  e m p le a d o , se u t i l iz ô  e l s is te m a  

pH  d is c o n tin u e  en g e le s  c i l în d r ic o s  de 10 c m . , co m o  se 

d e s c r ib e  en M é to d o s  m , 2. L a  f ig u r a  16 m u e s tra  la  c o e 

le c t r o fo r e s is  en es te  s is te m a  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s
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en la  b a c te r ia  ir r a d ia d a  e in fe c ta d a  con 029, m a rc a d a s
3

con le u c in a -H  en un p u lso  de 20 a ‘23 m in u to s , se g u id ô s

de caza de 2 m in u to s , y  fago  029 p u r if ic a d o  m a rc a d o  con  
14

le u c in a -C  . T o d a s  la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  d e l fago  

se re s u e lv e n  y  c o r re s p o n d e n  con  p ro te in a s  m a rc a d a s  en 

e l p u ls o  o b te n id o  de la s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s . Se ha de - 

m o s tra d o  (98) que en e l s is te m a  de e le c t r o fo r e s is  de 

pH  d is c o n tin u e  e m p le a d o  en e s to s  e x p e r im e n to s , la  m o 

v i l id a d  de la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  N P 2  y  N P 3  p ré s e n ta  ano 

m â lia 's  re s p e c to  a su m o v il id a d  en lo s  g e le s  de pH c o n t i

nue . En la  f ig u ra  16, la  p ro te in a  pD se s u p e rp o n e  con e l 

p ic o  c o r re s p o n d ie n te  a la  p ro te in a  N P 2  en vez  de c o in c i-  

d i r  con la  p ro te in a  N P 3  com o s u c e d ia  en lo s  ge les  de 

pH  c o n tin u e .

C om o c o n tro l,  se r e a l iz ô  una c o e le c t ro fo re s is  de la s  

p ro te in a s  m a rc a d a s  en un p u ls o  id é n t ic o  (20 a 23 m in u to s ) ,  

en b a c te r ia s  s in  in fe c ta r  e in fe c ta d a s  con  029 (f ig u r a  1 7 ). 

L o s  p ic o s  de ra d io a c t iv id a d  c o r re s p o n d ie n te  a la s  p ro te in a s  

H P 2  y  NP3 so la p a n  p a rc ia lm e n te  con  un p ic o  de p ro te in a  

s in  in fe c ta r ,  m ie n t ra s  que e l r e s to  de la s  p ro te in a s  e s t ru c 

tu ra le s  no t ie n e  c o n ta m in a c iô n  de p ro te in a s  de la  b a c te r ia .

S i se c a lc u la  la  r a d io a c t iv id a d  e s p e c ff ic a  d e l fa g o  m e -
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d ia n te  e l m é to d o  de M a y o l y  S in s lie im e r  (99 ), c o n s i-
3

d e ra n d o  que la  r a d io a c t iv id a d  de H  , d eb ida  a p r o te f -  

nas in d u c id a s  p o r  e l fago  después de la  in fe c c iô n  es
3

ig u a l a la  ra d io a c t iv id a d  de H  o b te n id a  en e l c o n ta -

d o r ,  m enos la  re la c iô n  m in im a  de d e te rm in a -

da en la s  fra c c io n e s  d e l g e l, m u lt ip l ic a d a  p o r  la  r a  -
14d io a c t iv id a d  de C o b te n id a  én e l c o n ta d o r  p a ra  cada 

f ra c c iô n .  De es ta  fo rm a ,  a p a re c e  un p ic o  de ra d io a c 

t iv id a d  e s p e c ff ic a  de b a c te r ia  in fe c ta d a  en la  zona de 

la s  p ro te in a s  H P 2  y N P 3  (f ig u r a  18) , e ig u a lm e n te  

a p a re c e n  c la ra m e n te  d e f in id a s  e l re s to  de la s  p ro te f -  

nas e s t ru c tu ra le s .

d) C in é t ic a  de s fn te s is  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  

p o r  e l fago  029.

L a  c in é t ic a  de s fn te s is  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  

p o r  ^29 se ha d e te rm in a d o  c a lc u la n d o  e l p o rc e n ta je  d e l 

m â x im o  v a lo r  de la  p ro te in a  s in te t iz a d a  p a ra  cada una 

de e l la s ,  en cada p u ls o .

P a ra  c a lc u la r lo ,  se d e te rm in e  la  r a d io a c t iv id a d  

c o r re s p o n d ie n te  a la s  p ro te in a s  e s p e c ff ic a s  d e l fago  

en cada une de lo s  p ic o s  de p ro te in a  ra d io a c t iv a ,  m a r -
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cada en lo s  p u ls o s  de 0 a 3 m in u to s ,  5 a 8, 10 a 13, 15 a 

18, 20 a 23, 25 a 28, 34 a 37, se g u id a  en to d o s  lo s  casos 

de una caza de dos m in u to s .  E l c â lc u lo  de la  ra d io a c t iv id a d  

e s p e c ff ic a  de fago  se r e a l iz ô  segûn e l m é to d o  de M a y o l y  

S in s h e im e r  (99 ), d e s c r ito  en e l a p a rta d o  a n te r io r .

L a  f ig u r a  19 m u e s tra  lo s  re s u lta d o s  o b te n id o s  p a ra  

la s  p ro te in a s  in d u c id a s  no e s t ru c tu r a le s .  Se pueden o b - 

s e r v a r  3 e squ em as d is t in to s  de s fn te s is ;  a) E x is te n  

3 p ro te in a s  ( I I I ,  X I  y  X I I ) ,  que a p a re c e n  in m e d ia ta -  

m e n te  después de la  in fe c c iô n  (0 -8  m in u to s ) ,  a lc a n z a n  

su v e lo c id a d  m â x im a  de s fn te s is  a lo s  1 0 -1 3  m in u to s , y  

después d e c re c e n . b) O tro  g ru p o  es e l fo rm a d o  p o r  la s  

p ro te in a s  V a  I X ,  que a p a re c e n  in m e d ia ta m e n te  d e s 

pués de la  in fe c c iô n ,  p e ro  que una vez  a lca n za d a  su v e lo 

c id a d  m â x im a  de s fn te s is  (15 m in u to s ) ,  p e rm a n e c e n  a l 

m is m o  n iv e l d u ra n te  to d o  e l c ic lo  de d e s a r r o l lo  d e l fago . 

L a  c in é t ic a  de la  p ro te in a  I  no se ha re p re s e n ta d o , ya 

que es d i f i c i l  d i fe r e n c ia r  de la  p ro te in a  H P 3  después
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d e l p u ls o  de 10 a 13 m in u to s  deb ido  a la  g ra n  

c a n tid a d  de es ta  u l t im a  que se s in te t iz a .  E n  c u a lq u ie r  

ca so , la  p ro te in a  I  puede s e r  c lq s if ic a d a  com o  te m -  

p ra n a  ya que a p a re c e  poco después de la  in fe c c iô n .  

c) U n  te r c e r  g ru p o  de p ro te in a s  no e s t ru c tu ra le s  in -  

c lu y e  la s  p ro te in a s  I I ,  IV  y  X , cuya  s m te s is  e m p ie -  

za a l m is m o  t ie m p o  que la s  p ro te in a s  e s t ru c tu r a le s ,  

y  p ré s e n ta  una c in é t ic a  s im i la r  a é s ta s . E n  la s  c o n - 

d ic io n e s  de s e p a ra c iô n  e m p le a d a s , la  c in é t ic a  de la  

p ro te in a  pD es in d is t in g u ib le  de la  c in é t ic a  de s in te s is  

de la  p ro te in a  N P 2 , L a  f ig u r a  20 p ré s e n ta  la s  c in é t i -  

cas de s in te s is  de la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  d e l f a 

go ^29 , in d u c id a s  en b a c te r ia s  ir r a d ia d a s .  C o m o  se 

v e , la  c in é t ic a  de to d a s  e lla s  es s im i la r ,  em pezando  

la  s in te s is  e n tre  lo s  10 y  lo s  13 m in u to s ,  a u m en tan do  

a lo  la rg o  d e l d e s a r r o l lo  d e l fago  h a s ta  que a lc a n z a n  

un m â x im o  e n tre  lo s  25 y  30 m in u to s , y  después d e 

c re c e n , deb ido  p ro b a b le m e n te  a l i s i s  de la  b a c te r ia  

huesped .
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e) E x is te n c ia  de un p r e c u r s o r  de la  p ro te in a  que 

fo rm a  lo s  a p è n d ice s  d e l c u e llo  d e l fago  029,

3
Cuando se m a rc a  con le u c in a -H  , B ^ u b t i l is  i r r a d ia d o  

e in fe c ta d o  con ^29, d u ra n te  un p u ls o  de 22 a 24 m i 

n u to s  después de la  in fe c c iô n ,  y  se so m e te  a e le c t r o 

fo r e s is  en g e le s  de p o l ia c r i la m id a  co m o  se ha d e s c r ito  

( v e r  M é to d o s  g, 3), a p a re c e n  to d a s  la s  p ro te in a s  in d u 

c id a s  p o r  e l fago  en un c o n t ro l m a rc a d o  d u ra n te  un 

p u ls o  de 21 a 26 m in u to s  segu ido  de una caza  de 5 m i 

n u to s  ( f ig u ra  21 ). A d e m â s , a p a re c e  una p ro te in a  (R N P l)  

que en e l c o n t ro l m a rc a d o  en p u lso  y  c a z a , se o b tie n e  

en b a ja s  c a n tid a d e s . P a ra  r e s o lv e r  m e jo r  es ta  zona , 

se e m p le ô  un s is te m a  de e le c t r o fo r e s is  de pH d is c o n 

t in u e  com o se d e s c r ib e  en M é to d o s  m , 2. E n  e s ta s  co n - 

d ic io n e s  ( f ig u ra  2 2) se a p re c ia  c la ra m e n te  la  e x is te n c ia  

de la  p ro te in a  P - N P l ,  en una zona que c o rre s p o n d e  a 

un peso m o le c u la r  de 90. 000 ( f ig u ra  23.),

L a  f ig u ra  24, m u e s tra  la  e le c t r o fo r e s is  de la s  

p ro te in a s  m a rc a d a s  d u ra n te  dos m in u to s  y  cazad as  en 

p re s e n c ia  de un exceso  de le u c in a  no ra d io a c t iv a  d u 

r a n te  c in c o  m in u to s .
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m a rc a d a s  ra d io a c t iv a m e n te  en un p u ls o  de 22 a 24 m in .  d e s -  

pués de la  in fe c c iô n  de B . s u b t i l is  con  p29 T ren te  a la s  p r o 

te m a s  m a rc a d a s  ra d io a c t iv a m e n te  en un p u ls o  de 21 a 26 m in , 

s e g u id o  de c a z a . -
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F ig u r a  22. -  C o e le c tro fo re s is  en s is te m a  de pH d is c o n tin u e  de la s  p r o 

te m a s  m a rc a d a s  ra d io a c t iv a m e n te  en un p u ls o  de 22 a 24 

m in .  después de la  in fe c c iô n  de B . s u b t i l is  con ^29  f re n te  

a la s  p ro te in a s  m a rc a d a s  ra d io a c t iv a m e n te  en un p u ls o  de 

21 a 26 m in .  segu ido  de c a za . -
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L a  m a y o r  p a r te  de la  r a d io a c t iv id a d  p ré s e n te  en e l 

p i co de p ro te in a  P - N P l  d e s a p a re c e  y  se o b tie n e  un in -  

c re m e n to  p a ra le lo  en la  zona c o r re s p o n d !e n te  a la  p r o 

te in a  N P l,

E n  e l s is te m a  de pH  d is c o n tin u e  se o b s e rv a  m â s  

c la ra m e n te  es ta  t ra n s fo rm a c iô n  ( f ig u r a  25).

L o s  c o n trô le s  de la s  p ro te in a s  s in te t iz a d a s  en la s  

m is m a s  c o n d ic io n e s  en b a c te r ia s  i r r a d ia d a s  s in  in fe c ta r  

( f ig u ra s  26 y  27) s o m e tid a s  a e le c t r o fo r e s is  en g e le s  

de p o l ia c r i la m id a  en le s  dos s is te m a s  (pH  c o n tin u e  y  

d is c o n t in u e ) ,  d e m u e s tra n  que e l p o lip é p t id o  de peso m o 

le c u la r  90. 000 no es ta  p ré s e n te  en c é lu la s  s in  in fe c ta r ,  

le  que in d ic a  que es una p ro te in a  in d u c id a  después de la  

in fe c c iô n .

O tra  m a n e ra  de d e m o s tra r  la  r e la c iô n  e s t r u c tu r a l  

e n tre  la s  p ro te in a s  N P l y  P - N P l  es a n a liz a r  le s  p é p tid o s  

t r ip t io o s  de am bas p ro te in a s .

Una m e z c la  de p ro te in a s  P - N P l  y  N P l m a rc a d a s  con  m e tio  
35 3

n in a -S  y  H re s p e c t iv a m e n te ,  d ig e r id a s  con t r ip s in a ,  se.
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f i g u r a  24. -  C o e le c tro fo re s is  en s is te m a  de pH c o r it ln u o  de la s  p ro te in a s  

m a rc a d a s  ra d io a c t iv a m e n te  en B . s u b t i l is  in fe c ta d o  con  ^29 , 

m a rc a d a s  m e d ia n te  pu lso  de 2 m fn . y  caza  f re n te  a la s  p ro  

te ln a s  m a rc a d a s  en p u lso  de 5 m in .  y  ca za . -
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F ig u r a  25. -  C o e le c tr o fo re s is  en s is te m a  de pH d is c o n tin u e  de la s  

p ro te in a s  m a rc a d a s  ra d io a c t iv a m e n te  en B . s u b t i l is  

in fe c ta d o  con ^2 9 , m a rc a d a s  m e d ia n te  p u ls o  de 2 m in .  

y  caza , f re n te  a la s  p ro te in a s  m a rc a d a s  en p u ls o  de 5 

m in .  y  ca za . -
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F ig u r a  26. -  C o e le c tro fo re s is  en s is te m a  de pH c o n tin u e  de la s  p ro te in a s  

m a rc a d a s  en B . s u b t i l is  s in  in fe c ta r  m a rc a d a s  en un p u ls o  de 

22 a 24 m in . f re n te  a la s  p ro te m a s  m a rc a d a s  en B . s u b t i l is  

in fe c ta d o  con 029, en un p u ls o  de 21 a 26 m in . , se gu ido  de 

c a z a . -



2975
XL

HPI

C
•g
o
o
2

O
X

e
Q.
Ü

NPI
HP3

NP3 NP2

lO
X

TPI

20 4 0 60 80 100 120

•§
Ü

I
■q
X
E
Q.
O

S *
o

N2 de fracciôn

F ig u r a  27. - C o e le c tro fo re s is  en s is te m a  de pH  d is c o n t in u e  de la s  p ro te in a s  

m a rc a d a s  en B . s u b t i l is  s in  in fe c ta r  m a rc a d a s  en un p u ls o  de 

22 a 24 m in .  f re n te  a la s  p ro te in a s  m a rc a d a s  en B. s u b t i l is  

in fe c ta d o  con p29, en un p u ls o  de 21 a 26 m in . ,  s e g u id o  de 

c a z a . -
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s o m e t ie ro n  a c ro m a to g ra f ia  de c a m b io  de io n  en una 

co lu m n a  de ré s in a  c a m b ia d o ra  B e c k m a n  P A - 35 com o  

se d e s c r ib e  en M é to d o s , h . L a  f ig u r a  .28 m u e s tra  que 

lo s  p é p tid o s  t r ip t ic o s  de am bas  p ro te in a s  son m u y  s i -  

m i la r e s ,  in d ic a n d o  una e s tre c h a  re la c iô n  e s t r u c tu r a l  

e n tre  am bas .

f) B lo q u e o  de la  t r a n s fo r m a c iô n  d e l p r e c u r s o r  en 

p ro te in a  N P l en m u ta n te s  s e n s ib le s  a te m p e ra -  

tu ra  en e l c is t r ô n  B .

E l a n â lis is  de la s  p ro te in a s  s in te t iz a d a s  p o r  e l 

m u ta n te  sus B 47  a l in fe c ta r  a B .s u b t il is  su , m u e s tra  

que en es tas  c o n d ic io n e s  r e s t r ic t iv a s  no se p ro d u c e  n i 

la  p ro te in a  P - N P l  n i la  N P l (100). E s to s  re s u lta d o s  

in d ic a n  que la  p ro te in a  p re c u r s o r a  P - N P l  es ta  e s p e c i-  

f ic a d a  p o r  e l c is t r ô n  B .

P a ra  v e r  s i  lo s  m u ta n te s  s e n s ib le s  a te m p e ra tu ra  

en es te  c is t r ô n  t ie n e n  o no b lo q u e a d a  la  t r a n s fo rm a c iô n  

d e l p r e c u r s o r  en p ro d u c to , se in fe c tô  B . s u b t i l is  i r r a -  

d ia d o  con lu z  u l t r a v io le ta  con  3 m u ta n te s  s e n s ib le s  a
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te m p e ra tu ra  en e l c is t r ô n  B  re a liz ô n d o s e  la  in c u b a c iô n  

a te m p e ra tu ra  r e s t r ic t iv a  (4 2 ^C ). L a s  b a c te r ia s  in fe c -  

ta d a s  se m a rc a ro n  m e d ia n te  un p u ls o  de 15 a 30 m in u 

te s  y  se a n a liz a ro n  p o r  e le c t r o fo r e s is  en ge le s  de p o l ia 

c r i la m id a  com o se d e s c r ib e  en M é to d o s  m , 2.

L a  f ig u r a  29 m u e s tra  que e n tre  la s  p ro te in a s  s in 

te t iz a d a s  p o r  e l m u ta n te  ts B 7 3  en c o n d ic io n e s  r e s t r i c 

t iv a s  de te m p e ra tu ra ,  se a c u m u la  una m a y o r  c a n tid a d  

de p r e c u r s o r  que en la s  s in te t iz a d a s  p o r  e l fago  ^29 - 

n o rm a l en la s  m is m a s  c o n d ic io n e s .

C om o c o n tro l,  la  f ig u ra  30 m u e s tra  la  e le c t r o fo r e s is  

de la s  p ro te in a s  s in te t iz a d a s  p o r  fago  n o rm a l y  la s  s in 

te t iz a d a s  p o r  la  b a c te r ia  s in  in fe c ta r  en la s  m is m a s  c o n 

d ic io n e s , L a  p ro te in a  a c u m u la d a  en la s  b a c te r ia s  in fe c ta -  

das p o r  e l m u ta n te  ts  B73 en c o n d ic io n e s  r e s t r ic t iv a s  es 

e s p e c ff ic a  d e l fago .

U n  re s u lta d o  s im i la r  se o b tu vo  con la s  p ro te in a s  

s in te t iz a d a s  en c o n d ic io n e s  r e s t r ic t iv a s  de te m p e ra tu ra ,  

con lo s  m u ta n te s  ts  B66 ( f ig u ra  31) y  ts  B 74  ( f ig u ra  32)
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P a ra  demos irai' que la t rans fo rm aciôn  del p re c u r so r  

en los mutantes sensib les  a t em p era tu ra  e ra  dependiente 

de esta , se rea l ize  un experimento control  lie va do a ca- 

bo en las  m ism a s  condiciones que los an te r io rm en te  des-  

c r i tos ,  excepto poi- la tem p era tu ra  que fue 30 9C.

La figura 33 m u es t ra  que en la infecciôn con el m u 

tante  tsL73 en condiciones p e rm is iv as  (30QC), se produce 

la t rans fo rm ac iôn  norm al  del p r e c u r s o r  P - N P l  a proteina 

N P l ,  mi entra  s que la infecciôn a 42PC producia el blo

queo de esta t raj is formaciôn.

g) Peso  m olecu la r  de las pro te inas  no e s t ru c tu ra le s  

inducidas por el fago p29.

Los pesos m o lecu la res  de las  12 prote inas  no e s t r u c 

tu ra l e s  inducidas por el fago 029 en b a c te r ia s  i r r ad iad a s  

se  d e te r rninaron por e le c t ro fo res is  en geles de jn l iacr i la -  

rnida de pH contmuo (Métodos m, 1) en presenc ia  del de 

t e r  gent e SDS. En es tas  condiciones, las  pro teinas  se r e 

çu b r  en de d e te r genle, quedando cargadas  negativamente de 

m a n e ra  uniforme. La moMlidad en e s tas  condiciones es
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proporcional  al peso m olecu lar  (95).

La figura 34 m u es t ra  las  movil idades re la t ivas  de 

las  proteinas inducidas, frente  a las  movil idades r e l a 

t ivas calculadas con las proteinas m a rc a d o ra s  desc r i tas  

en Métodos, o. Los valor  es de los pesos m olecu la res  

obtenidos os cil an en tre  36. 000 para  la proteina pD (que 

coincide en movil idad con la proteina NP3) y 4. 000 pa

r a  la de m enor  peso molecu lar .  El peso molecular  to

ta l  de las  pro te inas  inducidas es 195. 500 que équivale 

a un 35% del content do de la inform aciôn genética del 

DNA de 029 (tabla III). La de no mina da proteina IV no 

se  ha detectado como proteina  especffica del fago en a l-  

günas ocasiones,  ya que coincide en movilidad e lec tro-  

forét ica  con una proteina bac te r iana .  Como por o tra  

par te  no se ha podido de tec ta r  como proteina especffica 

del v i rus  en e le c t ro fo res is  de pH discontinuo (Resulta

dos, i), no se ha inclufdo como proteina inducida por 

029 en la tabla III. El peso m olecu lar  de las  siete  

p ro te inas  e s t ru c tu ra le s  del fago, obtenido por Mendez 

y col. en nuestro  labora to r io  (22) se  m u e s t ra  en la t a 

bla como comparaciôn, si bien como la proteina N P l  se
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T A B L A  m .  PESO M O L E C U L A R  D E L A S  P R O T E IN A S IN D U C ID A S

POR E L  F A G O  ^29.

P ro te in a s  no P eso  m o le c u la r P ro te in a s P eso  m o le c u la ]

e s t ru c tu ra le s e s t ru c tu ra le s

pD 34 .000 P - N P l 90. 000

I 27. 000 T P I 71. 000

11 26 .0 0 0 l i P l 5 4 .0 0 0

I I I 2 2 .5 0 0 IIP 2 4 8 .0 0 0

V 17 .000 N P 2 40. 000

V I 16 .000 NP3^ 3 6 .0 0 0

V I I 1 3 .000 IIP 3 2 8 .0 0 0

V I I I 11 .500 T o ta l 3 6 7 .0 0 0

IX 10 .500

X 8. 000

X I 6. 000

X I I 4. 000

T o ta l 195 .500



95

sin tet iza  en forma de p r e c u r s o r  (P -N P l )  de peso m o le 

cu la r  90. 000 es este  valor  el que se ha inclufdo en la 

tabla. En total las  p ro te inas  e s t ru c tu ra le s  r ep re sen tan  

un 60% de la informacion del DNA de p29.

h) P ro te inas  s in te t izadas  in v i tro  en p resenc ia  del 

DNA del fago ^29.

Con el s i s tem a  ace lu la r  de E. coli obtenido como se 

desc r ibe  en Métodos, k y dirigido por el DNA de ^29 

se  consiguiô s in tes is  de RNA, medida por la incorpora -
3

ciôn de UTP-H en m a te r i a l  insoluble en âcido t r ic lo -  

roacé t ico  (figura 35 a) y s in te s is  de proteinas ,  medidas
3

por la incorporaciôn  de leucina-H en m a te r ia l  inso

luble en âcido t r ic lo roacé t ico  después de ca len tar  15 m i 

nutes a 90GC (figura 35 b ). Como m u es t ra  la figura, 

hay una est imulaciôn aprec iab le  en la incorporaciôn  de 

ambos p r e c u r s o r e s  m a rc ad o s  en m a te r i a l  insoluble en 

âcido debida a la p resenc ia  del DNA de ^29.

Una de las  activ idades enzim ât icas  inducidas en 

B. subti lis infectado con el fago ^29 es la act ividad tipo
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l i soz im a  (37). Actividades s im i la r  es se han detectado 

en o t ros  s i s te m a s  a ce lu la re s  de E . coli dirigidos por 

el DNA de diferentes  fagos (65, 66). Como control 

para  nuestro  s is tem a  de s in tes is  de pro te inas in vitro, 

se en say 6 la s in tes is  de actividad tipo l isozim a dirigi-  

da por el DNA de 02 9.

La figura 36 m u es t ra  que después de un periodo 

de 10 minutes desdc que comienza la reacc iôn  se em- 

pieza a s in te t iza r  una actividad tipo l isoz im a  capaz de 

l ib e r a r  âcido diaminopimélico de l a  pa red  de E. c o l i , 

hasta  a lcanzar  un mâximo. Esta  actividad no se  puede 

de tec ta r  en un ensayo para le lo  sin DNA,

P a r a  comprobar  que la act ividad s intet izada in vitro 

no e ra  pro teasa ,  de un ensayo de s in tes is  de proteinas 

dirigido por DNA de 029 se tom aron  alicuotas para  en- 

s a y a r  actividad l isozim a como se  ha descr i to  en Méto

dos, 1, y o t ra s  alicuotas se ensayaron sobre  fi l t ros 

p re t r a ta d o s  con l isoz im a  de c la ra  de huevo. La tabla IV 

m u e s t r a  que m ie n t ra s  que en el s i s tem a  se détecta la
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Fig u ra  36. -Actividad tipo l isoz im a  sintet izada en un s is tem a  l ib re  

de células de E. coli dir igido por el DNA de p29. -



TABLA IV. ENSAYO DE ACTIVIDADES LISOZIMA Y PROTEASA EN EL 

SISTEIvIA in vitro

Tiempo de 

incubaciôn

0 min.

3 "

10 "

20  "

30 "

Actividad l i s ozima, cpm/200 pl Actividad p ro te a sa , cpm/200 j j i l 

A DNA 029 - DNA -f DNA 029

282

321

484

744

1059

382

286

332

288

311

682

464

440

486

319

De la m ezcla  de s in tes is  de pro te inas  in vi tro  en presenc ia  de DNA de 029,

/ se saca ron  a licuotas a los tiempo s indicados, y se incubaron a 379C durante 

24 horas  con f i l t ros  conteniendo E. coli m arcado  con âcido diaminopimé-

l ico-H (para  seguir  actividad l isozima) 6 con f i l t ros  p re t ra tados  con l isozim a 

(para  seguir  act ividad proteasa)  y se  dé te rm iné  la radioact ividad total  l iberada 

de los f i l t ros  en una alicuota de 200 jjlI. Como control  se siguiô la actividad 

l isoz im a  sintet izada en un ensayo sin DNA.
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s in les is  p rogres iva  con el t iempo de incuba cion de una 

act lvidad l isozima,  no aparece  un aumento para le lo  de 

act ividad pro teasa .  En el control  de las  pro teinas  sin-  

te t izadas  in v i t r o sin DNA, no aparec io  una s in tes is  

p rog res iva  con el t iempo de ninguna actividad.

Si la act ividad s intet izada en el ensayo dirigido por 

el DNA de ^29 fuera pro teasa  debia haber  aparecido en 

el ensayo sobre  f i l t ros  p re t ra tados ,  ya que en l i l t r o s  

contrô les  t ra tados  con t r ips ina  en las  m is  m as  condicio- 

nes (Métodos, 1 ,2 )  se produjo una l iberacion  de radioac-  

tividad del m ism o  orden que la producida por la l isozima 

de c la ra  de huevo (tabla I).

Las  pro te inas  s in te t izadas in v i t ro , m arc ad a s  con 

leucina radioact iva,  se ana l izaron  por e le c t ro fo res is  en 

geles de pol iacr i lamida  como se descr ibe  en Métodos 

m, 1.

La figura 37 , m u es t ra  la coe lec t ro fo re s is  de las 

p ro te inas  s in te t izadas  in v i t ro  en p resenc ia  de DNA de 

029 (m arcadas  con leucina-C^^) y las  proteinas sintet i-
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3
zadas en ausencia  de DNA ( m arc ad a s  con leucina-H ). 

En el p e r f  il e lec troforé t ico  correspondiente  a las  p ro 

te inas  m arc ad a s  en el ensayo dirigido por DNA de 

029 aparecen  va r io s  picos especificos.

Ell la figura 38, se m ues t ra  la coelectroforesis  de 

l a s  proteinas s in te t izadas  in vi t ro  en presenc ia  de DNA 

de 029, m arc ad a s  con l e u c i n a y las p ro te inas  s in 

te t izadas  in vivo en B, subti lis  i r rad iado  e infectado con 

029, m arc ad a s  en un pulso de 20 a 23 minutes  con leu-
3

cina-II  , como se ha descr i to  en Métodos, g, 2.

Las  pro te inas sin te t izadas in v i tro  corresponden 

con las  pro teinas III, V a IX y XII s in tet izadas in vivo. 

Todas las  pro te inas sin te t izadas in vi tro  son tem pranas ,  

no apareciendo ninguna proteina tard ia ,  e s t ru c tu ra l  o no 

e s t ru c tu ra l .

i)Analis is  de las  proteinas s in te t izadas  por los mu- 

tantes  sensib les  a supr e s o r  de 029 en condiciones 

r e s t r i c t iv a s .

B. subti lis  110 NA es una bac te r ia  su y por tanto no
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p e r  m ite  e l d e s a r ro l lo  n o rm a l de lo s  m u ta n te s  s e n s ib le s  

a s u p re s o r  ( s u s ) d e l fago 029.

P a ra  a n a liz a r  la s  p ro te in a s  in d u c id a s  en c o n d ic io n e s  

r e s t r ic t iv a s  p o r  lo s  m u ta n te s  s e n s ib le s  a s u p re s o r  de 029, 

B . s u b t i l is  l lO N A  se i r r a d io  con lu z  u l t r a v io le ta  y  se in 

fe c té  com o se d e s c r ib e  en M é to d o s  g, 6, con lo s  m u ta n -  

te s F 5 1 5 ,  K 91 , 0 5 6 , A 4 2 2 r3 , E 1 3 6 r3 , H 542, B 4 7 ,1 4 4 r3 , ' 

L 5 3 , L 5 5 r3 ,  M 1 2 4 1 r3 , N 212, D 2 4 1 r3  y  P112 de la  c o -  

le c c iô n  de M o re n o  y c o ls  (28 ), y con lo s  m u ta n te s  R 629, 

Q626 , J614 y  G769 de la  c o le c c io n  de R e i l ly  y  c o ls  (26).

L o s  m u ta n te s  A 4 22 , E 136 , 144, L 5 3 , L 5 5 , M 1241 y D24 

se r e t r o c r u z a r o n  t r è s  ve ce s  con e l fago  029 n o rm a l p a ra  

e l im in a r  posibbes d ob les  m u ta c io n e s  (M é to d o s , d).

L a  f ig u ra  39 m u e s tra  e l m apa  g e n é tico  l in e a l de 029, 

con e l lu g a r  donde es tân  lo c a liz a d o s  lo s  m u ta n te s  e m p le a -  

dos en n u e s tro s  e x p e r im e n to s . L o s  m u ta n te s  de la  c o le c 

c io n  de R e i l ly  y  c o ls ,  se h an lo c a liz a d o  en n u e s tro  la b o -  

r a to r io  (29) en r e la c iô n  con e l m apa  g e n é tico  ob te n id o  

p re v ia m e n te  (28).
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e l m apa g e n é tic o  l in e a l  de 029. -



100

L a  f ig u ra  40 m u e s tra  e l d e s a r r o l lo  de fago en la s  

b a c te r ia s  ir r a d ia d a s  e in fe c ta d a s  con 029 n o rm a l y  con 

a lguno s  de lo s  m u ta n te s  e m p le ados  en n u e s tro s  e x p e r i

m e n to s .

L a  c in é t ic a  de d e s a r r o l lo  o b te n id a  p a ra  todos  lo s  

m u ta n te s  e m p le a d o s  es s im i la r  a la  m o s tra d a  en la  f i 

g u ra  p a ra  e l m u ta n te  144, lo  que in d ic a  que no se desa - 

r r o l la r o n ,  excep to  en e l caso de lo s  m u ta n te s  M 1 2 4 1 r3  

y  N 212.

E l m u ta n te  M 1 2 4 1 r3  a lc a n z a  un re n d im ie n to  de fagos  

p o r  b a c te r ia  in fe c ta d a  l ig e ra m e n te  s u p e r io r  a l ob te n id o  

p o r  in fe c c iô n  con 029 n o rm a l,  p e ro  su c in é t ic a  de d e sa 

r r o l l o  es m ucho  m as le n ta . Una p a r t ic u la r id a d  de es te  

m u ta n te  es que en la s  c o n d ic io n e s  e m p le a d a s  en es tos  

e x p e r im e n to s  no U sa  la s  b a c te r ia s  que in fe c ta ,  y  puede 

que és ta  sea la  ra z ô n  de su a lto  re n d im ie n to  f in a l en 

té rm in o s  de fago  o b te n id o  p o r  b a c te r ia  in fe c ta d a .

E n  e l caso d e l m u ta n te  N212 se a p re c ia  ta m b ié n  un 

r e t r a s o  a n o rm a l en e l d e s a r r o l lo  re s p e c to  a l c o n t ro l in -
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fectacîo  con ^29 n o rm a l.  T a m b ié n  este  m u ta n te  en la s  

c o n d ic io n e s  e m p le a d a s  ta rd a  m ucho  t ie m p o  en l i s a r  

la s  b a c te r ia s  que in fe c ta  (a p ro x im a d a m e n te  dos ve c e s  

m as  que e l fago  n o rm a l) .

L a s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s  con cada uno de lo s  m u 

ta n te s , se m a rc a ro n  a dos t ie m p o s  d is t in to s  con a m i-  

n o â c id o s  ra d io a c t iv o s  com o se d e s c r ib e  en M é to d o s  g, 6. 

E l  p r im e r  p u ls o  se r e a l iz ô  e n tre  lo s  5 y  13 m in u to s  

después de la  in fe c c iô n  p a ra  a n a liz a r  la s  p ro te in a s  te m 

p ra n a s  in d u c id a s  p o r  lo s  m u ta n te s , y  e l segundo p u lso  

e n tre  lo s  20 y  28 m in u to s  p a ra  a n a liz a r  la s  p ro te in a s  

ta rd ia s .

E n  e l caso de lo s  m u ta n te s  Q 626 y  M 1 2 4 1 r3  fue  n e - 

c e s a r io  m a rc a r  la s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s  con un p u ls o  

a d ic io n a l e n tre  lo s  m in u to s  35 y  43 deb ido  a que la  s in 

te s is  de sus p ro te in a s  p a re c e  i r  c o n s id e ra b le m e n te  r e -  

t ra s a d a  re s p e c to  a l r e s to  de lo s  m u ta n te s .

L a s  p ro te in a s  m a rc a d a s  en la s  b a c te r ia s  in fe c ta d a s  

con lo s  m u ta n te s  ya c ita d o s  a s i com o  lo s  c o n trô le s  c o -
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r re s p o n d ie n te s  a b a c te r ia s  s in  in fe c ta r  e in fe c ta d a s  con 

f)2 9 n o rm a l,  se s o m e t ie ro n  a e le c t r o fo r e s is  en p la ça s  

de g e l de p o l ia c r i la m id a  de pH d is c o n tin u e , en lo s  que 

e l g e l sé p a ra  d o r  te n ia  un g ra d ie n te  de a c r i la m id a  e n tre  

e l 10 y  e l 20% (M é to d o s  m , 3).

E n e l s is te m a  de e le c t r o fo r e s is  em p lea  do, la s  p r o 

te in a s  c a ra c te r iz a d a s  se ban n o m b ra d o  con la  le t r a  c o r re s  

p o n d ie n te  a l gen que d é te rm in a  a la  p ro te in a  com o se v e -  

r â  m a s  a d e la n te , e xcep to  en e l caso de la s  p ro te in a s  en 

la s  que no se conoce e l gen que la s  e s p e c if ic a , que se 

ban n o m b ra d o  con n u m é ro s  a ra b e s  de l 1 a l 5. E s ta  a s ig -  

n a c io n  g e n -p ro te in a  se d e ta lla  m as  a d e la n te  en es te  m is 

m o  a p a rta d o .

L a  f ig u ra  41 m u e s tra  la  d e n s ito m e tr ia  c o r re s p o n 

d ie n te  a la s  p ro te in a s  in d u c id a s  en B . s u b t i l is  1 IO N A in 

fe c ta d o  con ^29, m a rc a d a s  con le u c in a - ( l^ ^  en un p u lso  

de 5 a 13 m in u to s , f re n te  a la s  p ro te in a s  s in te t iz a d a s  

p o r  la  b a c te r ia  s in  in fe c ta r ,  m a rc a d a s  en id é n t ic a s  c o n 

d ic io n e s . C om o puede v e rs e  a p a re c e n  9 p ro te in a s  espe -
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F ig u ra  4 1 , - D e n s ito m e tr ia  de la s  p ro te in a s  te m p ra n a s  in d u c id a s  en

B . s u b t i l is  in fe c ta d o  con f)29, a n a liz a d a s  p o r  e le c t r o fo re s is  

en pH d is c o n tin u o  y  a u tô r r a d io g r a f ia . -
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c î f ic a s  de la  b a c te r ia  in fe c ta d a  (pK , p P , pQ, p l, p l ,  p2, 

p3, p4 y  P 5 ). L a s  p ro te in a s  p l  y  p2 se c o n s id e ra n  e s - 

p e c if ic a s  d e l fago  aunqne c o in c id a n  en m o v il id a d  con 

p ro te in a s  de la  b a c te r ia  deb ido  a que son s in te t iz a d a s  

en un s is te m a  a c e lu la r  de s in te s is  de p ro te in a s  de E . c o l t , 

d i r ig id o  p o r  e l D N A  de ^29 (101 ). E n  es te  p u lso  a p a re c e  

a lgo  de p ro te in a  H P l,  cuya s in te s is  aum en ta  c o n s id e ra 

b le m e n te  en e l p u ls o  ta rd fo ,  a d ife re n c ia  de lo  que s u - 

cede con la s  p ro te in a s  te m p ra n a s  ( f ig u ra  42) .

L a  c o r re la c iô n  e n tre  la s  p ro te in a s  te m p ra n a s  c a r a c 

te r iz a d a s  en e l s is te m a  de e le c t r o fo r e s is  de pH co n tm u o  

y  la s  c a ra c te r iz a d a s  en e l s is te m a  de g ra d ie n te  de a c r i 

la m id a  y  pH d is c o n tin u e  se puede r e a l iz a r  de a c u e rd o  

con e l peso m o le c u la r ,  de m a n e ra  que la s  lla m a d a s  

p ro te in a s  I  y  I I I  c o r re s p o n d e n  con la s  p ro te in a s  pK  y  

pP  re s p e c t iv a m e n te . L a  zona de p ro te in a s  V - IX ,  que en 

e l s is te m a  de e le c t r o fo r e s is  de pH  co n tin u e  se r e s o lv ia  

p o b re m e n te , en e l s is te m a  de pH d is c o n tin u e  se re s u e lv e  

c la ra m e n te  en c in c o  p ro te in a s ,  que se han d en om inad o  

pQ, 1, 2, 3 y  4.
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L a  p ro te in a  X I  c o rre s p o n d e  con la  p ro te in a  p5 d e l 

s is te m a  de pJl d is c o n tin u o  y  la  X I I  con la  p ro te in a  p l.

L a  f ig u ra  42 m u e s tra  la  d e n s ito m e tr ia  de la s  p r o t e i 

nas in d u c id a s  en B . s u b t i l is  I IO N A  in fe c ta d o  con 029, m a r -  

cadas con le u c in a -C  en un p u lso  de 20 a 28 m in u to s  , 

f re n te  a la s  p ro te in a s  m a rc a d a s  en id é n t ic a s  c o n d ic io n e s  

en B . s u b t i l is  I IO N A  s in  in fe c ta r .

L a  p o s ic io n  de la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  en la  a u to -

r r a d io a g ra f ia  se d e te rm in ô  ha c i en do e le c t r o fo r e s is  en la s

m is m a s  c o n d ic io n e s  de fago  029 p u r if ic a d o  y  m a rc a d o  con 
14

le u c in a -C  (M é todo s  f ) .  L a  f ig u ra  42 m u e s tra  que adem âs 

de la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  d e l fago  ( N P l,  T P I ,  H P l  y  H P 2 , 

N P 3 , N P 2  y  H P 3), en b a c te r ia s  in fe c ta d a s  a p a re c e n  o t ra s  

t r è s  p ro te in a s : la  p ro te in a  pD (que en e l s is te m a  de e le c t r o 

fo re s is  de pH c o n tin u e  no se pod ia  s e p a ra r  de la  p ro te in a  

N P 3 ), la  p ro te in a  pN que c o rre s p o n d e  con la  p ro te in a  11 de 

la s  c a ra c te r iz a d a s  en e le c t r o fo r e s is  de pH con tm uo  , y  la  

p ro te in a  p j  que debe c o r re s p o n d e r  con la  p ro te in a  ta rd ia  X  

c a ra c te r iz a d a  en R e s u lta d o s , b. T a m b ié n  a p a re ce  una p ro -  

c
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F ig u r a  42. -D e n s ito m e tr ia  de la s  p ro te in a s  ta rd ia s  in d u c id a s  en D . s u b t i l is  

in fe c ta d o  con 029, a n a liz a d a s  p o r e le c t r o fo r e s is  en pH d is c o n 

tin u e  y  a u to r ra d io g ra f ia .  -
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te in a  de m o v il id a d  e le c t r o fo r é t ic a  en la  zona de peso m o le c u la r  

a p ro x im a d o  de 10. 000. E s ta  p ro te in a  no a p a re c e  eu an do 

se in fe c ta  B . s u b t i l is  I IO N A  con m u ta n te s  sus en e l c is -  

t r ô n  B . E s to s  da tos  p a re c e n  in d ic a r  que esta  p ro te in a  

es e l f ra g m e n te  p ro d u c id o  en la  t ra n s fo r rn a c iô n  de la  p r o 

te in a  P - N P l a N P l.

P a ra  d e te rm in a r  la  p o s ic io n  de la  p ro te in a  N P 3  ( f ig u ra  43), 

se c o m p a ré  la  a u to r ra d io a g ra iïa  de la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  

d e l fago  029 p u r if ic a d o ,  y la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  de 

la s  cabezas v a c ia s  que a p a re c e n  en lo s  lis a d o s  o b te n id o s  

cuando se in fe c ta  con 029, m a rc a d a s  y  p u r if ic a d a s  com o se 

d e s c r ib e  en M é to d o s  f, ya que la  p ro te in a  N P 3 es ta  a use n - 

te  de la s  cabezas v a c ia s  (22 ). C om o se in d ic a  en la  f ig u ra ,  

la  m o v il id a d  de la  p ro te in a  N P ‘3 en e l s is te m a  de 

pH d is c o n tin u o  esta  a lte ra d a  re s p e c to  a la  m o v il id a d  de 

esta p ro te in a  en e l s is te m a  de e le c t r o fo r e s is  de pH c o n 

t in u e  (98).

L a  f ig u ra  44 m u e s tra  la  a u to r ra d io a g ra f ia  c o r re s p o n 

d ie n te  a la  e le c t r o fo r e s is  de la s  p ro te in a s  m a rc a d a s  en un
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Figura 43. - D ensitom etria  de las  proteinas estructurales

del fago ^29 y de cabezas vacias del fago. -



F ig u ra  4 4 . -  A u to r r a d io g r a f ia  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  lo s  m u ta n te s  

sus R-629, sus F 5 1 5 , sus K 91 , sus 0 5 6  y  sus Q 626, m a r 

cadas en un p u lso  te m p ra n o . -
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p u ls o  de 5 a 13 m in u to s  después de la  in fe c c iô n  de B . s u b t i l is  

110 N A  con lo s  m u ta n te s  R G 29,F515^ 0 5 6  y Q 626,

f re n te  a un c o n t ro l de la s  p ro te in a s  s in te t iz a d a s  p o r  e l fago 

029 n o rm a l.

E l m u ta n te  sus R629  p ré s e n ta  la s  m is m a s  p ro te in a s  

que e l c o n t ro l in fe c ta d o  con 029 n o rm a l,  e xce p to  dos p r o 

te in a s  te m p ra n a s  de b a jo  peso m o le c u la r  (p3 y  p4).

L o s  m u ta n te s  F 515 y  0 5 6  in d u c e n  a p a re n te m e n te  la s  

m is m a s  p ro te in a s  que e l c o n t ro l de fago  029 n o rm a l.  E l 

m u ta n te  K 91 , in d u ce  to d a s  la s  p ro te in a s  te m p ra n a s  in d u 

c id a s  p o r  029 n o rm a l m enos una de m o v il id a d  a lgo  m e n o r 

que la  p ro te in a  e s t r u c tu r a l H P 3 . L a  p ro te in a  ausen te  en la  

in fe c c iô n  con e l m u ta n te  sus K 9 1 , se lla m ô  pK .

E n  la  in fe c c iô n  con e l m u ta n te  QG26, se de te c ta n  t o 

das la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  e l fago  n o rm a l,  excep to  

una p ro te in a  te m p ra n a  m a y o r i ta r ia  (pQ ).

L a  f ig u r a 45 m u e s tra  la  a u to r ra d io g ra f ia  de la s  p r o 

te in a s  s in te t iz a d a s  después de la  in fe c c iô n  con lo s  m u ta n te s
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sus RG29 , F 5 1 5 , K 9 1 /  0 5 6  y Q 626, a a i com o lo s  c o n trô le s

de b a c te r ia  s in  in fe c ta r  e in fe c ta d a  con 029 n o rm a l,  m a r 

cadas en un p u lso  de 20 a 28 m in u to s  p a ra  a n a liz a r  la s  

p ro te in a s  ta rd ia s ,  y  un p u lso  a d ic io n a l d e l m u ta n te  Q626 

m a rc a d o  e n tre  lo s  35 y  43 m in u to s , ya que la  s in te s is  de 

p ro te in a s  ta rd ia s  en es te  m u ta n te  p a re c e  r e a l iz a r s e  m as  

le n tn m e n te  y  a n iv e le s  b a jo s . L o s  m u ta n te s  R 629,  F 5 1 5 ,

K91 y Q626 p re s e n ta n  todas  la s  p ro te in a s  ta rd ia s  e s t r u c 

tu ra le s  y  no e s t ru c tu ra le s  que a p a re c e n  en e l p u lso  d e l 

c o n t ro l in fe c ta d o  con 029 n o rm a l y  la s  p ro te in a s  te m p ra n a s  

a p a re c e n  d is m in u id a s . A d e m â s  s ig u e n  s in  s in te t iz a rs e  la s  

p ro te in a s  pK , p3 y  p4 y  pQ en lo s  m u ta n te s  K 91 , R62 9 y  

Q 626, re s p e c t iv a m e n te .

E l m u ta n te  0 5 6  no s in te t iz a  n in g u n a  p ro te in a  ta rd ia ,  

ya  sea e s t ru c tu r a l 6 no e s t ru c tu r a l ,  a p e s a r de que p a re 

ce s in te t iz a r  to d a s  la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  e l fago n o r 

m a l en e l pu lso  te m p ra n o .

L a  f ig u ra  45 m u e s tra  la  a u to r ra d io a g ra f ia  c o r re s p o n -
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F ig u ra  45. -  A u to r r a d io g r a f ia  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  lo s  m u 

ta n te s  sus R 629 , sus F 5 1 5 , sus K 9 1 , sus 0 5 6  y  sus Q62 

m a rc a d a s  en un p u lso  ta rd io .  -
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F ig u r a  46. - A u to r r a d io g r a f ia  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r lo s  

m u ta n te s  sus J614 , sus G769, sus A 4 2 2 r3 , 

sus E 1 3 6 r3 , sus H 542 y  sus B 47 , m a rc a d a s  en un 

pu lso  te m p ra n o , -
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d ie iite  a la  e le c t r o fo r e s is  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  en 

B . s u b t i l is  I IO N A  p o r  lo s  m u ta n te s  J614 , G 769, A 4 2 2 r3 , 

E 1 3 6 r3 , 11542 y B 47 , m a rc a d a s  en un pu lso  de lo s  5 a 

lo s  13 m in u to s  después de la  in fe c c iô n .  En todos  lo s  

m u ta n te s  a p a re ce n  la s  m is m a s  p ro te in a s  que en e l c o n 

t r o l  in fe c ta d o  con 02 9 n o rm a l.

L a  f ig u ra  47 m u e s tra  la  a u to r ra d io g ra f ia  c o r re s p o n 

d ie n te  a la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  es tos  m u ta n te s  m a rc a d a s  

en un p u lso  de lo s  20 a lo s  28 m in u to s  después de la  i n 

fe c c iô n . E l m u ta n te  J614 no in d u ce  una p ro te in a  de b a jo  

peso m o le c u la r  que a p a re c e  en lo s  p u lso s  ta rd io s  de b a c 

te r ia s  in fe c ta d a s  con 029 n o rm a l.  E s ta  p ro te in a  se déno

m m a  pJ. A d e m â s , a p a re c e  la  p ro te in a  que fo rm a  la s  f i 

b re s  de la  cabeza (H P 3 ) con una m o v il id a d  a lgo  m a y o r  

de la  que a p a re c e  en e l lis a d o  o b te n id o  con 029 n o rm a l.

L a  in fe c c iô n  con e l m u ta n te  G 769, in d u ce  to d a s  la s  

p ro te in a s  p ré s e n te s  en un lis a d o  c o n t ro l in fe c ta d o  con 

029 n o rm a l,  excep to  la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  H P l 

( m a y o r i ta r ia  de la  câ p s id a ) y  H P 3  ( f ib ra s ) .
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F ig u ra  4 7 . - A u to r r a d io g r a f ia  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  en c o n d ic io n e  

r e s t r ic t iv a s  p o r  lo s  m u ta n te s  sus J614 , sus G769, 

sus A 4 2 2 r3 , sus E 1 3 6 r3 , sus II5 4 2  y  sus B 4 7 , m a rc a d a s  

en un p u ls o  ta rd io .  -
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la s  s in te t iz a d a s  p o r  lo s  dos m u ta n te s  E  y  H , se r e a l iz a r o n
14 3

e x p e r im e n to s  de dob le  m a rc a  con le u c in a -C  y H en

c o n d ic io n e s  r e s t r ic t iv a s ,  com o se d e s c r ib e  en M é to d o s

g, 6. L a s  p ro te in a s  s in te t iz a d a s  p o r  lo s  m u ta n te s  E 1 3 6 r3

y  11542 a s i com o  la s  in d u c id a s  p o r  029 n o rm a l se m a r -
14c a ro n  con le u c i i ia -C  y  se m e z c la ro n  con a lic u o ta s  ig u a -  

le s  de c u lt iv e s  b a c te r ia n o s  s in  in fe c ta r  m a rc a d o s  con
3

le u c in a -H  , p a ra  s o m e te r lo s  a e le c t r o fo r e s is  en g e le s  

c i l in d r ic o s  de g ra d ie n te  de a c r i la m id a  e n tre  e l 10 y  e l 

20% (M é todo s  m , 2).

L a  f ig u ra  48 m u e s tra  la  c o e le c t ro fo re s is  de la s  p r o 

te in a s  in d u c id a s  p o r  02 9 n o rm a l f re n te  a la s  p ro te in a s  

p ré s e n té s  en la  b a c te r ia  s in  in fe c ta r .  S i se c a lc u la  la  

ra d io a c t iv id a d  e s p e c if ic a  deb ida  a p ro te in a s  in d u c id a s  

p o r  e l fago  m e d ia n te  e l m é to do  de M a y o l y  c o l (99) ,  com o  

se d e s c r ib iô  en R e s u lta d o s , c, se d e fin e  la  p re s e n c ia  de 

la  p ro te in a  N P 3 y  su p o s ic io n  en e l g e l ( f ig u ra  49). L a  

f ig u ra  50 m u e s tra  la  c o e le c t ro fo re s is  de la s  p ro te in a s  

in d u c id a s  p o r  e l m u ta n te  E 1 3 6 r3  f re n te  a la s  p ro te in a s  

e s t ru c tu ra le s  d e l fago 029 p u r if ic a d o  y  m a rc a d o  con una
3

m e z c la  de a m in o â c id o s -H  com o se d e s c r ib e  en M é to d o s , f.



■i
o
ü
o

<M ^
'g

X
E
CL
ü

5788,

1800

2 2 7 016

HPl

12

HP3

NPl

8

NP2

TPI4

NP3

P-NPl f

4 0 8 0  120 160 

N~ de frocciôn
200 240

Figura 4 8 . -  E lec tro fo res is  de las  proteinas inducicfes en

B, subtilis  IIONA infectado con el fago ^29 . -



16

■g
8 "

m' '
'O

X
E 8
CL
a

NPI

P -N P I

5 6 6 8  ®

434 !

TPI

I
« lB S fc i2e6G 3E yzS £& y^ü te fV ^

4 0

f \ J

2151®

A
,1722

HPI

J I
NP3

fil

HP3

i

pD
NP2

fl
8 0

f  ®
3-«3»1 fcî StU
120 160 200

?=sa^sî:-èa_ 
2 4 0

N2 de fraccidn

Figura 49. - Radioactividad esp ecifica  de p 2 9  en g e le s  de gradiente

de acrilainida. -



:ô

b
X
E
Q.
ü

!9CMHP3

16

HPI

12

liNPI

8

TPI

4

, I t  HP-NPI

200160 24080 120

N- de fraccidn
40

Figura SO.-Coeleclroforesis de las  protem as inducidas por el

mutante sus E136r3 trente a la s  protem as es tru c-

turales  del fago 029. -



I l l

E n la  p o s ic iô n  de la  p ro te in a  N P 3 , no a p a re c e  un 

p ic o  d e fin id o  de p ro te in a  in d u c id a  p o r  e l m u ta n te . L a  

c o e le c t ro fo re s is  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  e l m u 

ta n te  E 1 3 6 r3  t re n te  a la s  p ro te in a s  de la  b a c te r ia  s in  

in te c ta r  se m u e s tra  en la  t ig u ra  51 . C uando se c a lc u la  

la  ra d io a c t iv id a d  e s p e c if ic a  de p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  

e l ta go no a p a re c e  un p ic o  d e tin id o  de p ro te in a  en la  

p o s ic iô n  de la  p ro te in a  N P 3 . ( t ig u ra  5 2 ).

L a  t ig u ra  53 m u e s tra  la  c o e le c t ro to re s is  de la s

p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  e l m u ta n te  H 542 m a rc a d a s  con

le u c in a -C ^ ^ ,  t re n te  a la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  de 029
3n o rm a l m a rc a d a s  con a m in o â c id o s -H  . L a  p ro te in a  N P 3
3

s e fia la d a  p o r  e l m a rc a d o r  de ta  g o -H  no c o rre s p o n d e  con 

un p ic o  de p ro te in a  in d u c id a  p o r  e l 'm u ta n te .  L a  t ig u r a  54 

m u e s tra  la  c o e le c t ro to re s is  d e l c o n t ro l de p ro te in a s  de 

la  b a c te r ia  s in  in te c ta r  t re n te  a la s  in d u c id a s  p o r  e l m u 

ta n te  H 542. S i se c a lc u la  la  r a d io a c t iv id a d  e s p e c if ic a  de 

tago  p o r  e l m é to d o  de M a y o l y  c o l.  no a p a re c e  p ro te in a  

N P 3  e n tre  la s  in d u c id a s  p o r  e l m u ta n te  H542 ( t ig u ra  55).

L a  t ig u ra  56 m u e s tra  la  a u to r  ra d io  g ra t ta  de la s  p r o 

te in a s  s in te t iz a d a s  p o r  lo s  m u ta n te s  I4 4 r3 ,  L 5 3 , L 5 5 r3 ,
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M 1 2 4 1 r3 , N 212, D 2 4 1 r3  y  P I  12 m a rc a d a s  con un pu lso  

de a m in o a c id o s -C ^ '^  de 5 a 13 m in u te s  después de la  in -  

fe c c iô n .

E i m u ta n te  144 no in d u ce  la  s in te s is  de la  p ro te in a  

te m p ra n a  de m e n e r  peso m o le c u la r  p ré s e n ta  en e l c o n 

t r o l  de p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  029 n o rm a l (p l) ,  A d e m â s , 

no t ie n e  p ro te in a  pP de m o v il id a d  n o rm a l,  y  en su lu g a r  

a p a re c e  una p ro te in a  con m o \d lid a d  lig e ra m e n te  m a n o r .

E l m u ta n te  L 5 3  t ie n e  to d a s  la s  p ro te in a s  p ré s e n ta s  

en e l c o n t ro l in fe c ta d o  con fago  n o rm a l.  S in  e m b a rg o , 

o t ro  m u ta n te  d e l m is m o  c is t r ô n ,  e l sus L 5 5 r3 ,  que esté  

lo c a liz a d o  a la  d e re ch a  d e l a n te r io r  en e l m apa g e n é tico  

de 02 9, no t ie n e  p ro te in a  pP  n o rm a l,  y  en su lu g a r  apa 

re c e  una p ro te in a  de m o v il id a d  e le c t r o fo r é t ic a  l ig e ra m e n te  

m a y o r .

E l m u ta n te  M 1 2 4 1 r3  s in te t iz a  la s  m is m a s  p ro te in a s  

que ^el c o n t ro l s in  in fe c ta r  excepto que no t ie n e  n i p ro te in a  

pP  n i p ro te in a  pQ n o rm a le s .  E n  su lu g a r  t ie n e  dos p ro -
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F ig u r a  56. - A u to r r a d io g r a f ia  de la s  p ro te m a s  in d u c id a s  p o r  lo s  

m u ta n te s  sus I4 4 r3 ,  sus L 5 3 , sus L 5 5 r3 ,  sus 

M 1 2 4 1 r3 , sus  N 212, sus D 2 4 1 r3  y  sus P112 m a r 

cadas en un p u ls o  te m p ra n o . -
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F ig u r a  57 . A u to r r a d io g r a f ia  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  lo s  m u 

tan tes  sus I4 4 r3 ,  sus L 5 3 , sus L 5 5 r3 ,  sus M 1 2 4 1 r3 , 

sus N 212, sus D 2 4 1 r3  y  sus P112 m a rc a d a s  en un p u ls o  

t a r d io . -
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te  in  a s de m o v il id a d  en ge le s  de p o l ia c r i la m id a  l ig e ra m e n te  

m a y o r  que la s  p ro te in a s  c ita d a s . E l m u ta n te  N 212 in duce  

la  s in te s is  de la s  m is m a s  p ro te in a s  te m p ra n a  s que e l 

c o n t ro l in fe c ta d o  con 029 n o rm a l,  a s i com o  e l m u ta n te  

D 241. E l  m u ta n te  P l  12 no in d u c e  la  s in te s is  de una p r o 

te in a  te m p ra n a  m ay  o r  i t  a r ia  e n tre  la s  in d u c id a s  p o r fago  

n o rm a l (pP ).

L a  f ig u ra  5 7 m u e s tra  la  a u to r ra d io g ra f ia  de la s  p r o 

te in a s  m a rc a d a s  en un p u lso  de 20 a 28 m in u te s  s in te t i 

zadas p o r  lo s  m u ta n te s  144, L 5 3 , L 5 5 r3 ,  M 1 2 4 1 r3 , N212, 

D 2 4 1 r3  y  P l  12, y  un p u lso  a d ic io n a l desde lo s  35 a 43 

m in u te s  después de la  in fe c c iô n  con e l m u ta n te  M 1 2 4 1 r3 . 

L>as p ro te in a s  ta rd ia s  in d u c id a s  p o r  029 n o rm a l e s tâ n  p r é 

sen tés  en lo s  m u ta n te s  144, L 5 3 , L 5 5 r3 ,  M 1241 y  P 112,

E l le n to  d e s a r ro l lo  d e l m u ta n te  M 1241 ( f ig u ra  40), puede 

s e r  deb ido  a la  s in te s is  re tra s a d a  de la s  p ro te in a s  ta rd ia s  

in d u c id a s  p o r  e l m u ta n te , ya  que so lo  en e l p u lso  de 35 

a 43 m in u te s  después de la  in fe c c iô n  a p a re c e n  p ro te in a s  

e s t ru c tu ra le s  en c a n tid a d  a p re c ia b le .

E l  m u ta n te  N212 no in d u c e  la  s in te s is  de la  p ro te in a  

ta rd ia  no e s t ru c tu r a l pN, que a p a re c e  en b a c te r ia s  in fe c -
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ta d a s .co n  029 n o rm a l con una m o v il id a d  e le c t r o fo r é t ic a  

a lgo  m a y o r  que la  p ro te in a  e s t ru c tu r a l H P 3 .

E l m u ta n te  D 2 4 1 r3  no in d u ce  la  s m te s is  de una 

p ro te in a  no e s t r u c tu r a l que estâ  p ré s e n te  en lo s  p u l-  

sos ta rd io s  en b a c te r ia s  in fe c ta d a s  con fago  n o rm a l 

(pD ). E s ta  p ro te in a  t ie n e  una m o v il id a d  e le c t r o fo r é t ic a  

en e s to s  ge les  l ig e ra m e n te  m a y o r  que la  p ro te in a  e s 

t r u c t u r a l  N P 2.

j ) A n â lis is  de la s  p ro te in a s  s in te t iz a d a s  p o r  l o s 

m u ta n te s  ts  1810 y  ts  J116 en c o n d ic io n e s  p e r -  

m is iv a s  y  r e s t r ic t iv a s .  -

P a ra  e s tu d ia r  e l e fe c to  de la  m u ta c iô n  de la s  p r o 

te in a s  d e te rm in a d a s  p o r  lo s  genes I  y  J en la  p ro d u c -  

c iô n  de la s  p ro te in a s  pP  y  H P 3  con m o v il id a d  e le c t r o -  

fo ré t îc a  a n o rm a l,  se r e a l iz a r o n  e x p e r im e n to s  de m a r -  

c a je  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  m u ta n te s  s e n s ib le s  

a te m p e ra tu ra  en e s to s  c is t ro n e s  en B . s u b t i l is  I IO N A  

a 300C ( te m p e ra tu ra  p e rm is iv a )  y  429C ( te m p e ra tu ra
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r e s t r iç t iv a ) .

La  f ig u ra  58 m u e s tra  e l d e s a r ro l lo  de lo s  m u ta n 

te s  ts I8 1 0  y  ts  J116 a l in fe c ta r  a B . s u b t i l is  I IO N A  i r r a -  

d iado  e in cubad o  a 309 y  429. U n c o n t ro l de b a c te r ia s  

in fe c ta d a s  con 029 n o rm a l se in cu b ô  a 429C com o  c o n 

t r o l  p o s it iv o  de d e s a r r o l lo  d e l fago . C om o puede v e rs e , 

lo s  m u ta n te s  s e n s ib le s  a te m p e ra tu ra  cuando in fe c ta n  

B . s u b t i l is  a te m p e ra tu ra  r e s t r iç t iv a  no se d e s a r ro l la n .

L o s  m u ta n te s  a 309 se d e s a r ro l la n  m as le n ta m e n te  que 

e l fago n o rm a l a 429C , p e ro  dan un t f tu lo  f in a l  in c lu s o  m ayo  

que e l ob te n id o  en la  in fe c c iô n  con 029 n o rm a l.  L a s  p r o 

te in a s  in d u c id a s  p o r  lo s  m u ta n te s  ts  1810 y  ts  J116 , ta n -

to  a te m p e ra tu ra  p e rm is iv a  com o r e s t r iç t iv a ,  se m a rc a ro n  
14

con le u c in a -C  com o se d e s c r ib e  en M étodo  s g, 5, a s i 

com o lo s  c o n trô le s  de b a c te r ia s  ir r a d ia d a s  s in  in fe c ta r  

y  b a c te r ia s  in fe c ta d a s  con fago  n o rm a l.

L a  f ig u i'a  59 m u e s tra  la  a u to r ra d io g ra f ia  de la s  p r o 

te in a s  m a rc a d a s  a 309C y  429C p o r in fe c c iô n  con e l m u 

ta n te  ts  1810, a n a liz a d a s  p o r  e le c t r o fo r e s is  en p la ça  de
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F ig u ra  5 9. - A u to r r a d io g r a f ia  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  e l 

m u ta n te  ts  1810 en c o n d ic io n e s  p e rm is iv a s  y  r e s 

t r i c t i v a s .  -
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g e l de p o l ia c r i la m id a  (M é to d o s  m , 3). C om o c o n trô le s  se 

m u c s tra n  un p u lso  é q u iv a le n te  de b a c te r ia s  in fe c ta d a s  

con 029 n o rm a l,  y  la s  p ro te in a s  m a rc a d a s  de la s  b a c te 

r ia s  s in  in fe c ta r ,  ta n to  a 3020  com o a 422C . L a  m o v i

l id a d  de la  p ro te in a  pP, a l c o n t r a r io  de com o su ce d ia  en 

e l caso  d e l m u ta n te  sus 144^ es id é n t ic a  ta n to  a 302 com o 

a 422C e ig u a lm e n te  id é n t ic a  a la  d e l c o n t ro l in fe c ta d o  

con fago n o rm a l.

L a  f ig u ra  60 p ré s e n ta  la  a u to r ra d io g ra f ia  de la s  p r o 

te in a s  in d u c id a s  p o r  e l m u ta n te  ts  J 116 a 302 ( te m p e ra 

tu ra  p e rm is iv a )  y  a 422C ( te m p e ra tu ra  r e s t r ic t iv e ) ,  a n a 

liz a d a s  p o r  e le c t r o fo r e s is  en ge le s  con un g ra d ie n te  de 

a c r i la m id a  (M é to d o s  m , 3).

T a n to  en c o n d ic io n e s  p e rm is iv a s  com o en c o n d ic io n e s  

r e s t r ic t iv a s ,  e l m u ta n te  ts  J116 in d u ce  la  s m te s is  de p r o 

te in a  H P 3 con la  m is m a  m o v il id a d  que la  p ro te in a  H P3 

in d u c id a  p o r  029 n o rm a l,  a l c o n t ra r io  de lo  que o c u r r fa  

con e l m u ta n te  sus J614 que in d u c fa  una p ro te in a  H P 3 con 

m o v il id a d  l ig e ra m e n te  m a y o r  que la  p ro te in a  in d u c id a  p o r  

029 n o rm a l.
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F ig u r a  60. -  A u to r r a d io g r a f ia  de la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  e l m u ta n te  

ts  J116 en c o n d ic io n e s  p e rm is iv a s  y  r e s t r ic t iv a s .  -



V. D I s c U s I o N



117

U til iz a n d o  B . s u b t i l is  ir r a d ia d o  con lu z  u l t r a v io le ta  

an tes de in fe c ta r  con e l fago p29 p a ra  in h ib i r  la  s in te s is  de p ro

te in a s  de la  b a c te r ia  hucsp ed  se ha de tec tado  la  in d u c c io n  de 

12 p ro te in a s  no e s t ru c tu ra le s ,  adem âs de la s  7 p ro te in a s  

e s tru c tu ra le s  p ré s e n té s  en la  p a r t ic u la  d e l fago (22 ).

L a s  p ro te in a s  in d u c id a s  después de la  in fe c c iô n  con 

e l fago 029 se pueden c la s i f ic a r  en dos g ru p o s  p r in c ip a 

le s ; a q u e lla s  que a p a re c e n  in m e d ia ta m e n te  después de la  

in fe c c iô n  ( te m p ra n a s ), y  o t ra s  cuya s in te s is  o c u r re  a 

t ie m p o s  p o s te r io re s  ( ta rd ia s ) .

E n tre  la s  p ro te in a s  te m p ra n a s  e x is te n  dos t ip o s :  

a q u e lla s  cuya s in te s is  d e c re c e  c o n s id e ra b le m e n te  a t ie m 

pos ta r d io s ( I I I  ô pP , X I  ô P5 y  X I I  ô p l ) y  e l r e s to  cuya  

s in te s is  se m a n tie n e  e s e n c ia lm e n te  co n s ta n te  d u ra n te  to  do 

e l p e r io d o  d e l d e s a r ro l lo  d e l fago .

E n  e l g ru p o  de p ro te in a s  ta rd ia s  se in c lu y e n  to d a s  

la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  de la  p a r t ic u la  v i r a l  ( H P I ,  I IP 2 ,  

H P 3, N P I ,  N P 2 , N P 3 y  T P I )  y  o t ra s  t r è s  p ro te in a s  no
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e s t ru c tu ra le s  (pD , pN  y pJ), cuya  s in te s is  p ré s e n ta  una 

c in é  t ic  a m u y  p a re c id a  a la  de la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s .

L a  e x is te n c ia  de p ro te in a s  te m p ra n a s  y  ta rd ia s  im p l ic a  

un c o n t ro l te m p o ra l de la  s in te s is  de la s  p ro te in a s  in d u c i

das p o r  029. C uando se in fe c ta  B . s u b t i l is  I IO N A  con e l 

m u ta n te  sus 0 5 6 , no se in d u ce  la  s in te s is  de n inguna  de 

la s  p ro te in a s  ta rd ia s .  E s te  re s u lta d o  in d ic a  que la  p ro te in a  

d e te rm in a d a  p o r  es te  gen ju e g a  un p a p e l im p o r ta n te  en la  

re g u la c iô n  de la  a p a r ic iô n  de la s  p ro te in a s  ta rd ia s  in d u c i

das p o r  029. E s te  c o n t ro l p o d r ia  r e a l iz a r s e  a n iv e l de r e 

g u la c iô n  de la  p ro d u c c iô n  de R N A  m e n s a je ro  o b ie n  en e l 

paso p o s te r io r  de t ra d u c c iô n  d e l m e n s a je ro  en p ro te in a s .

L o s  da tos  o b te n id o s  después de la  in fe c c iô n  de B . s u b t i l is  

con 029, in d ic a n  que se e je rc e  un c o n t ro l,  a l  m enos  en la  

p ro d u c c iô n  de R N A  m e n s a je ro . L o s  re s u lta d o s  de H e rm o s o  

(37 ), de S ch a ch te le  y  c o ls  (38, 39) y  de L o s k u to f f  y  c o ls  

(40 , 41) m u e s tra n  la  e x is te n c ia  de dos c la s e s  de R N A  espe - 

c i f ic o  de 029. E l R N A  te m p ra n o  se t r a n s c r ib e  de la  banda 

L  d e l D N A , y  e n tre  e l R N A  que se s in te t iz a  a t ie m p o s  m as 

ta rd io s  en e l p e r io d o  de d e s a r r o l lo  d e l fago , e x is te n  e spe c ies  

de la s  c a ra c te r iz a d a s  com o te m p ra n a s , y  o t ra s  e x c lu s iv a s
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d e l p e r io d o  ta rd io  . E x p e r im e n to s  de h ib r id a c io n  y  co m p e - 

te n e ia  d e l R N A  e s p e c if ic o  de 029 con la  banda L  d e l D N A  

m o s tra ro n  que e l R N A  te m p ra n o  de 029 c o m p ite  con t o 

das la s  e s p e c ie s  p ré s e n té s  en e l R N A  ta rd io  que h ib r id i -  

zan con la  banda L  d e l D N A , m ie n tra s  que no es capaz 

de c o m p e t ir  con e l R N A  ta rd io  que h ib r id iz a  con la  b a n 

da H d e l D N A . E s te  re s u lta d o  in d ic a  que la s  e sp e c ie s  

de R N A  te m p ra n o  s in te t iz a d a s  ta n to  a t ie m p o s  te m p ra n o s  

com o ta rd io s  son t r a n s c r i ta s  de la  banda L  d e l D N A  e x - 

c lu s iv a m e n te , m ie n t ra s  que la s  e s p e c ie s  de R N A  ta rd io  

se t r a n s c r ib e r  de la  banda H( 39).

E n  este  a sp e c to , la  t r a n s c r ip c io n  d e l fago  029 se pa - 

re c e  a la  d e l fago  T 4 , ya que en este  lo s  genes te m p ra 

nos se t r a n s c r ib e r  p re fe re n te m e n te  de una banda d e l D N A  

(banda 1), y  lo s  genes ta rd io s  de la  o t ra  (banda r )  (102).

E n  a m b o s  casos  se re q u ie re n  p ro b a b le m e n te  lu g a re s  d is t in -  

to s  p a ra  la  in ic ia c io n  de la  t r a n s c r ip c io n  de lo s  dos t ip o s  de 

R N A .

E n tre  la s  e sp e c ie s  de R N A  te m p ra n o  d e te rm in a d a s  p o r  

e l D N A  de 029, h a y  unas que se s in te t iz a n  ta n to  a tie m p o s
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te m p ra n o s  com o ta rd io s  (e s p e c ie s  de peso m o le c u la r  370 ,00 0 , 

250. 000. 90. 000 y  40. 000), y  o t ra  e s p e c ie  de R N A  que 

so lo  se s in te t iz a  a t ie m p o s  te m p ra n o s  (de peso m o le c u la r  

750. 000) (38, 41). L a  d e s a p a r ic iô n  de la  s m te s is  de la s  

p ro te in a s  pP , p5 y P I a t ie m p o s  ta rd io s  p o d r ia  s e r  c o m 

p a t ib le  con la  p o s ib i l id a d  de que es ta s  p ro te in a s  fu cse n  

e s p e c if ic a d a s  p o r  la  e sp e c ie  de R N A  de peso m o le c u la r  

750. 000 que so lo  se s in te t iz a  in m e d ia ta m e n te  después de 

la  in fe c c iô n  de la  b a c te r ia  con 029. S in  e m b a rg o  e l hecho 

de que lo s  genes que d e te rm in a n  la  s in te s is  de la s  p r o te i 

nas pP  y. p l e s té n  se p a ra d o s  en e l m apa  g e n é tic o  p o r  una 

re g iô n  de genes ta rd io s  ( v e r  f ig u r a  59) d e s c a rta  es ta  p o 

s ib i l id a d  e im p l ic a  la  e x is te n c ia  de un c o n t ro l en la  s in te 

s is  de e s ta s  p ro te in a s  a n iv e l de t ra d u c c iô n .

E l to ta l de la s  p ro te in a s  te m p ra n a s  c a ra c te r iz a d a s  

después de la  in fe c c iô n  p o r  029 re p ré s e n ta  un 21% de la  

in fo rm a c iô n  p ré s e n te  en su D N A , y  la s  e s p e c ie s  de R N A  

te m p ra n o  in d u c id a s  dan eu enta de un v a lo r  m u y  p rô x im o  

a l 27% (40, 41).
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E s to s  re s u lta d o s , ju n to  a lo s  o b te n id o s  en la  s in te s is  

in  v i t r o  de la s  p ro te in a s  y  la  a s ig n a c iô n  de la s  p ro te in a s  

e s p e c if ic a d a s  p o r  lo s  genes de 023, (que se d is c u t irâ n  

m as  a d e la n te ), in d ic a n  que en c l  s is te m a  de b a c te r ia s  

ir r a d ia d a s  e in fe c ta d a s  con 029, se d e te c ta n  la  m a y o r ia  

de la s  p ro te in a s  te m p ra n a s  in d u c id a s  p o r  e l v i r u s .

E n  co n ju n to , la s  p ro te in a s  no e s t ru c tu ra le s  ( te m p ra 

nas y  ta rd ia s )  in d u c id a s  p o r  e l fago 029, t ie n e n  un peso 

m o le c u la r  to ta l  de 195. 500 que dan cuen ta  d e l 35% d e l 

c o n te n id o  de in fo rm a c iô n  d e l D N A  de 029, O tro  60% de 

la  in fo rm a c iô n  d e l D N A  se e m p le a  p a ra  e s p e c if ic a r  la  

s in te s is  de la s  p ro te in a s  e s t ru c tu ra le s  (22 ). P o r  lo  ta n 

to , la s  p ro te in a s  de te c ta d a s  h a s ta  la  fecha  dan cuen ta  

de a p ro x im a d a m e n te  un 95% de la  ca p a c id a d  de in fo r m a 

c iô n  d e l D N A  de 029.

C om o y a hem os co m e n ta d o , e l D N A  de 029 se puede 

a is la r  en fo rm a  de c ir c u le s  u n i do s no c o v a le n te m e n te  p o r  

una p ro te in a  cuya m o v il id a d  e le c t r o fo r é t ic a  en ge le s  de 

p o l ia c r i la m id a  con d o d e c il s u lfa te  sô d ic o , es id é n t ic a  a



122

la  de la  p ro te in a  m a y o r i t a r ia  de la  c â p s id a , con un 

peso m o le c u la r  a p ro x im a d o  de 54. 000 (15). E l anâ 

l i s i s  de lo s  p é p tid o s  t r ip t ic o s  de la  p ro te in a  m a y o - 

r i t a r i a  de la  câ p s id a  d e l fago  (H P I)  y  de la  p ro te in a  

a s o c ia d a  a l D N A  (D A P ) ha in d ic a d o  que am bas p r o 

te in a s  es tân  m u y  re la c io n a d a s  e s tru c tu ra lm e n te ,  

aunque p ré s e n ta i:  a lgunas  d ife re n c ia s  (103). Una p o 

s ib i l id a d  es que am bas p ro te in a s  p ro c e d a n  de un m is 

m o g en, que d ie se  lu g a r  a una p re p ro te in a  que después 

se t ra n s fo rm a  se p o r  r o tu ra s  e s p e c ff ic a s  en la s  p r o 

te in a s  H P I  y  D A P . O tra  p o s ib il id a d  es que sean d e 

te rm in a d a s  p o r  dos genes d is t in to s ,  con lo  que h a b r ia  

que a u m e n ta r  en un 9% la  in fo rm a c iô n  d e l D N A  que 

se tra d u c e  en p ro te in a s .

C om o h em os in d ic a d o  a n te s , la s  p ro te in a s  d e te c ta 

das h a s ta  la  fe ch a , e x c lu ye n d o  la  p ro te in a  a so c ia d a  a l 

D N A , dan cuen ta  de un 95% de la  in fo rm a c iô n  d e l D N A  

de 029. T e n ie n d o  en cuen ta  que la  p re c is iô n  en la  de - 

te rm in a c iô n  de lo s  pesos m o le c u la re s  de la s  p ro te in a s  

p o r  e le c t r o fo r e s is  en ge les  de p o l ia c r i la m id a  en p re -  

s e n c ia  de SDS puede s e r  de ^  10%, s é r ia  p o s ib le
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in c lu i r  en e l D N A  de 029 la  ca p a c id a d  p a ra  e s p e c if ic a r  

la  s in te s is  de la  p ro te in a  a s o c ia d a  a l D N A  (s i es ta  no 

p ro c é d é  de un g en com ûn con la  p ro te in a  m a y o r i ta r ia  

de la  câp s id a ) o de a lguna  o tra  p ro te in a  no de tec tada  

h a s ta  la  fe ch a .

E s  ta n ib ié n  m u y  p ro b a b le  que en e l D N A  de 02 9 

ex is tan t sena tes , b ien  de c o n t ro l de t r a n s c r ip c iô n  o de 

t ra d u c c iô n  que no se tra d u z c a n  en p ro te in a s , com o se 

ha e n c o n tra d o  en o t ro s  ca so s . E n  e l fago  X  , se ha 

d e s c r ito  la  e x is te n c ia  de una re g io n  en un o p e rô n  

te n ip ra n o , de 200 p a re s  de n u c le o tid e s  que no se 

t ra n s c r ib e n .  E s ta  zona , p a re c e  e s ta r  s itu a d a  e n tre  

e l pun to  de un io n  de la  R N A  p o lim e ra s a  a l D N A , y  

e l de la  in ic ia c iô n  de la  cadena de R N A  (104). P o r  

o t ra  p a r te ,  en le s  c o lifa g o s  Q p  y  R 17 , cuyo m a te 

r i a l  g e n é tic o  es R N A , e x is te n  sena tes  in te r c is t r ô n ic a s  

no t ra d u c id a s  en p ro te in a s  (105)S i e x is te n  es tas  sena 

te s  en e l D N A  de 029, s é r ia  n e c e s a r ia  una in fo rm a c iô n  

a d ic io n a l.  R e c ie n te m e n te  T a la v e ra  ha d e te rm in a d o  e l 

peso m o le c u la r  d e l D N A  de 02 9 p o r  m ic ro s c o p ia  e le c -  

t r ô n ic a  u t il iz a n d o  com o m a rc a d o re s  in te rn o s  e l D N A
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d e l fa  go T  7 y  la  fo rm a  r e l ic a t i \ a  d e l fago  0X 174 (106 ).

E l v a lo r  o b te n id o  p a ra  e l peso m o le c u la r  d e l D N A  de
6

029 ha s id e  de 12 x  10 . E s te  v a lo r  es s u p e r io r  en 

c e rc a  de un 10% a lo s  o b te n id o s  p re v ia m e n te  (15 ). 

L a  in fo rm a c iô n  a d ic io n a l que te o r ic a m e n te  puede a l -  

m a c e n a r e l D N A  de 029 con este  v a lo r  de peso m o 

le c u la r ,  p o d r ia  s e r  s u f ic ie n te  p a ra  d a r  cuen ta  de la  

s in te s is  de la  p ro te in a  aso c ia d a  a l D N A  s i es ta  no 

p ro c é d é  de un gen com ûn con la  p ro te in a  H P l,  a s f 

com o de la  e x is te n c ia  de a lguna  o t ra  p ro te in a  no d e 

te c ta d a  aun y  de sena tes  i i i t e r c is t r ô n ic a s  no tra d u c id a s  

en p ro te in a s .

L o s  e x p e r im e n to s  de p u ls o  y  caza re a liz a d o s  en 

B . s u b t i l is ir r a d ia d o  e in fe c ta d o  con 029 s u g e rfa n  una 

re la c io n  p r e c u rs o r -p ro d u c to  e n tre  la s  p ro te in a s  P - N P l 

y  N P l.  E s ta  r e la c io n  se c o n f irm é  p o r  la  g ra n  s e m e - 

ja n z a  de lo s  p é p tid o s  t r ip t ic o s  o b te n id o s  de a m b a s  

p ro te in a s ,  ' que im p l ic a n  una e s tre c h a  id e n tid a d  e s -  

t r u c tu r a l .
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P o r  o t ra  p a r te ,  cuando se in fe c ta  B . s u b t i l is  con 

m u ta n te s  s e n s ib le s  a te m p e r  a t u ra  en c is t r o n  B (que 

e s p e c if ic a  la  s in te s is  d e l p r e c u r s o r  de la  p ro te in a  

N P l)  en c o n d ic io n e s  r e s t r ic t iv a s  de te m p e ra tu ra ,  se 

p ro d u c e  a c u m u la c io n  de la  p ro te in a  P - N P l ,  m i e n tra s  

que en b a c te r ia s  in fe c ta d a s  en c o n d ic io n e s  p e rm is iv a s  

p a ra  e l fago  m u ta n te , no se p ro d u c e  es ta  a c u m u la 

c io n  de p r e c u r s o r ,  y a p a re c e  la  p ro te in a  N P l  en ca n - 

t id a d e s  n o rm a le s .  E s to s  re s u lta d o s  in d ic a n  una c la ra  

r e la c io n  e n tre  am bas  p ro te in a s .

U t il iz a n d o  ge les  de g ra d ie n te  de p o l ia c r i la m id a ,  

ha s id o  p o s ib le  d e te c ta r  un p o lip é p t id o  en la  zona de 

peso m o le c u la r  10. 000, que no es ta  p ré s e n té  e n tre  

la s  p ro te in a s  in d u c id a s  p o r  m u ta n te s  en e l c is t r o n  B . 

E s  p o s ib le  que es te  p o lip é p t id o  sea e l f ra g m e n te  que 

se p ro d u c e  en la  t ra n s fo rm a c iô n  de p ro te in a  P - N P l  

(peso  m o le c u la r  90. 000) a N P l (peso m o le c u la r  80. 000)

L a  e x is te n c ia  de un p r e c u r s o r  ( P - N P l )  de la  p r o 

te in a  que fo rm a  lo s  a p é n d ic e s  d e l c u e llo  de la  p a r t i -
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cula v i r a l  sugiere  que, a sem ejanza  con o t ros  casos  

s im i la r  es en fagos como T4 (46-50), lambda ( 12, 51, 

52), P2 (53) y T5 (54), es ta  proteina puede e s ta r  im- 

plicada en algun pa so en la  m aduraciôn  del v i rus .

P a r a  es tudiar  el memento de t rans fo rm ac iôn  de 

la proteina P - N P l  en proteina  N P l ,  se  anal izaron  las  

pro te inas  inducidas por  mutantes  en los c is t rones  J 

y G que no son capaces de ensam blar  ningûn tipo de 

part icula .  La t r a n s fo rm a c iô n  no rm al  del p r e c u r s o r  

a producto en estos mutantes  indica que esta  puede 

r e a l i z a r s e  antes  del ensamblarniento del p re c u r s o r  

en la  part icu la .

Teniendo en cuenta la posiciôn de los apéndices 

del cuello en la part icu la  v i r a l  se rra  posible que la 

t ran s fo rm ac iôn  del p r e c u r s o r  (P -N P l )  en proteina 

N P l  estuviese  implicada en el p roceso  de la encapsu- 

lac iôn del DNA, ya que el cuello puede s e r  el "tapôn" 

de la câpsida y por tanto d e te rm ina r  de alguna m anera
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la cantidad de DNA encapsulado.

Otra  posibilidad es que los apéndices del cuello 

tengan una act ividad l it ica que actûe bien en el p r o 

ceso de inyecciôn del DNA 6 en el de ro tu ra  final 

de la b ac te r ia .  El  bacteriofago n2 11 de Klebsiel la  

induce la s in tes is  de una act ividad pol isacâr ido  de-, 

p o l im erasa  que esta  p résen té  en los apéndices de 

las  pa r t icu las  del fago (107). Estos  apéndices son 

muy s im i la r  es a los apéndices del cuello de 029.

Actualmente  se  estâ  estudiando la posible inducciôn 

de una actividad s im i la r  después de la infecciôn con 

029 y, si se  détecta  dicha actividad, su posible r e l a -  

ciôn con la proteina P - N P l  y / o N P l .

Los experimentos  rea l izad o s  de pulso y caza no 

han indicado la exis tencia  de o tros  p r e c u r s o r e s  de 

pro te inas  inducidas por 029, e s t ru c tu ra le s  o no es-  

t ru c tu ra le s .
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En el s i s tem a  de s in tes is  de p ro te inas  in v i tro

de E. coli dirigido por el DNA de 02 9, se s in te t iza  

RNA que es desplazado de un hibrido con el DNA 

de 029 en m âs  de un 80% por el RNA sintet izado 

in vivo en p resenc ia  de clorarnfenicol  (RNA tem -  

p rano) .  El porcentaje  de competencia  no aumenta  

cuando se  aiïade RNA tard io  como competidor,  que 

contiene todas las espec ies  de RNA inducidas por 

el fago (67). Estos  resu l tados  indican que el RNA 

sintetizado in vi tro  es esencia lmente  temprano.

El anâ l is is  de las  pro te inas s in te t izadas in vit ro  

con DNA l ineal  de 029 m u e s t ra  que se  sintet izan la 

m ayor ia  de las p ro teinas  inducidas jn vivo a t iempos 

tem pranos ,  menos una proteina m in o r i ta r ia  (pK).

La ausencia  de s in tes is  de pro te inas  t a rd fas ,  de 

acuerdo con el hecho de que no se sintet iza  RNA men- 

sa je ro  tardio ,  puede d eberse  a que en n u e s t r a s  condi

ciones de ensayo la RNA p o l im erasa  de E. coli no es
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capaz de reconoce r  los p rom otor  es del DNA de 029 

que dar ian  lu gar a la  s in tes is  de RNA m en sa je ro s  

ta rd ios .

Se ha descr i to  que un aumento en la concentraciôn 
X  , x

de Mg ■ ’ da lugar  a la iniciaciôn de la s in tes is  de

RNA en c ie r to s  p ro m o to re s  que a una m en e r  concen-
X  X

t rac iôn  de Mg ' ' no son t r a n s c r i to s  (63).

P a r a  es tud iar  esta  posibi lidad hemos rea l izado
X  X

experimentos  con dis tinta s concentraciones de Mg '

8in que se  a p re c ia se  la  s in tes is  de ninguna proteina 

ta rd ia .  Solo se  ob se rvaron  cambios en las  proporcio-  

nes re la t iv a s  de las  p ro te inas  tem pran as  sintet izadas.

Es  posible que pa ra  la t ran sc r ip c iô n  de los genes 

t a r  dies del DNA de 029 se  r eq u ie ra  la p resenc ia  de 

una proteina  especif ica  que in te raccione  , bien con la 

propia  RNA po l im erasa ,  o bien d i r e c ta m ente con el
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DNA, dando lugar  al  reconocimiento  y l ec tu ra  de los 

p rom oto res  de las p ro te inas  ta rd ia s  del DNA. Si se 

t r a t a s e  de una proteina  que in te racc ionase  con la 

propia  RNA p o l im erasa  es posible que fuese incapaz 

de hacer lo  con la RNA po l im era sa  de E. coli , por 

lo que s é r i a  convent ente e l im inar  del s i s te m a  in vi tro  

esta  po l im erasa  y anadir  en su lugar  la de B. sub t i l i s . 

La el iminacion de la RNA po l im erasa  se  puede conse-  

guir pasando la f raccion  p ro te ica  sobrenadante  del s is

tem a  de E. coli por columnas de DNA-celulosa, que 

re t ien  en la RNA po l im erasa ,  dejando p a sa r  el r e s to  

de los enzimas implicados en el p roceso  de s in tes is  

de pro teinas  (43). Afiadiendo después la RNA po l im e

r a s a  purif icada de B. subti lis  es posible es tudiar  la 

s in tes is  de pro teinas t a rd ia s  afiadiendo d ive rsas  f rac -  

ciones procedentes  de cêlulas  infectadas con 029.

Otro posible camino de estudio del control  de la 

t r an sc r ipc iôn  de los genes ta rd ios  de 029 in v i t ro , 

puede s e r  u t i l izar  un s i s tem a  de s in tes is  de pro teinas  

in v i tro  de B. subti lis  s im i la r  a l  descr i to  rec ien tem ente
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por L eg au l t -D em are  y col. (108).

Otra  posibilidad es que el m ecanism o que con

t rô la  la producciôn de RNA m en sa je ro  tardio  sea  la 

conforinaciôn del DNA. Es decir ,  que a p a r t i r  del 

DNA l ineal  solo se produzcan RNA s m en sa je ro s  t e m 

pranos,  y que pa ra  la t r an sc r ip c iô n  de genes ta rd ios  

se r eq u ie ra  la p resenc ia  de DNA c i rc u la r .

La t r an sc r ip c iô n  del DNA del v i rus  SV40 depende 

de la conformaciôn del m ism o.  Cuando estâ  en forma 

c i rc u la r  y superenrol lado se  t r a n s c r ib e  in v i tro  el ge- 

noma complete  dando lugar  a productos a s im é t r ic o s  

de t ranscr ipc iôn .  Cuando se  produce un corte  en una 

de las  bandas y el DNA se  desenrol la ,  se t r an sc r ib en  

las  dos bandas dando productos s im é t r ico s  de t r a n s 

cripciôn y de tamaîlo he terogéneo (109).

Tambicn la t r an sc r ip c iô n  del  DNA del fago lambda 

depende del grade de superhel ic idad del m ism o ( 110).
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La pr inc ipal  dificultad para  es tud iar  esta  posibilidad 

en el caso del DNA de 029 es que el método de obten- 

ciôn de DNA c i rc u la r  puesto a punto hasta  la fecha no 

pe rm i te  obtener la cantidad requer ida  p a ra  los ensayos 

de s in tes is  de pro te inas  in vi tro  . Actualmente  se  estâ 

t ra tando de r e s o lv e r  este  problema.

De cLialquier m anera ,  el s i s tem a  de s in te s is  de p r o 

te inas  in v i tro  ofrece  una s e r ie  de posibilidades para  

el estudio del control  de la  t r an sc r ipc iôn  de los genes 

t a rd ios  del DNA de 029. Tambièn mediante  el empleo 

de RNA m ensa je ro  a is lado de ba c te r ia s  infectadas por 

029 se  podrâ  es tudiar  la exis tencia  de algûn posible 

control  a nivel de traducciôn.

E n tre  las  activ idades enzimât icas  inducidas en 

B. subti lis  infectado con 029, se  encuentra  una act ividad 

de tipo l isoz im a  (37). Como 029 es un fago l it ico para  

B. sub t i l i s ,  podria  p e n s a r s e  que la l isoz im a  es el enzima
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ericargado de la l i s i s  de la  b ac te r ia  a l  igual que en 

o t ros  casos ,  corno T2 (111), lambda (112) y T4 (113).

Sin embargo existe evidencia que sug iere  que la 

l isoz im a  detectada después de la infecciôn por 029 

no es la act ividad que da lugar  a la l i s i s  de las  b a c 

t e r i a s .  En el s i s tem a  de s in te s is  in v i t ro  dirigido 

por el DNA de 029 hemos detectado la s in tes is  de 

una actividad tipo l isoz im a,  dependiente del DNA de 

029. Como en este  s i s te m a  solo se s intet izan p ro te i 

nas  t em p ran as ,  estos resu l tad o s  sug ieren  que si la 

actividad tipo l isozim a detectada en el s i s tem a  in vitro,  

es la m ism a  act ividad que la inducida ih'  vivo, esta  

es una pro teina  tem prana ,  lo que hace poco probable 

que se  t r a t e  de una act ividad l i t ica  que, probablemen- 

te s é r i a  una proteina t a rd ia .

Una posibilidad es que la act ividad tipo l isozima 

de 029 sea  s im i la r  a la  d e sc r i t a  en el fago T7 (114), 

en el que este  enzima se  sin te t iza  a t iempos t e m p r a 

nos y estâ  de te rminada  por  un gen que se  encuentra
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entre  el grupo de genes implicados en la  s in tes is  

del DNA. Se ha especulado que esta  act ividad t e m 

prana tipo l isoz im a  de T7, sea responsab le  de la 

l iberac iôn  del complejo DNA-membrana que se  r e 

quière  pa ra  in ic ia r  la  rep l icac iôn  del DNA (115).

Puede o c u r r i r  sin embargo, en 029, que como 

en el caso de T4 (63), el gen que especifique la l i 

sozima sea adyacente a los genes tem pranos  y se 

pueda l e e r  bajo el control  de un operador  temprano 

en de te rminadas  condiciones. Aunque en tre  la s  p r o 

teinas s in tet izadas in v i tro  por el DNA de 029 no se 

detectan por e lec t ro fo res is  pro te inas  t a rd ias ,  si el 

ensayo de act ividad enzimâtica  fuera  m âs  sensible  

que la  detecciôn de p ro te inas  rad ioact ivas ,  quedaria  

explicada la exis tencia  de la  act ividad tipo l isozim a 

sintet izada en el s i s tem a  in  v i t ro  por  extension y 

lec tu ra  e r rô n e a  del s i s tem a  de t r an sc r ipc iôn  en las  

condiciones del s i s tem a  acelular  de s in tes is  de p r o 

teinas empleado.



135

Los mutantes  sens ib les  a su p re so r  se han utilizado 

para  e s tab lece r  una co rre lac iôn  en tre  los genes del DNA 

y las  pro teinas  por ellos especif icadas,  en dist intos f a 

gos. La exis tencia  de senates  de te rm inac iôn  anorm a le s  

en el RNA m en sa je ro  de un mutante,  provoca la in te-  

r rupciôn  de la traducciôn del men sa je  genético, y por 

tanto se produce una proteina incompleta cuya longitud 

estâ  en funciôn de la posiciôn de la mutaciôn en el c is -  

trôn.

Utilizando los mutantes  sensib les  a su p re so r  obteni

dos en nues tro  labora to r io  (28) y los de la colecciôn de 

Reil ly y cols (26), hemos determinado las  p ro teinas  espe-  

cif icadas por 13 genes de 02 9. Mutantes en el gen R no 

producen las  pro teinas  p4 y p5 tem pranas ,  de bajo peso 

m olecu lar .  La incapacidad de este  mutante de inducir  la 

s in tes is  de e s tas  dos pro te inas puede s e r  debido a un 

efecto polar s im i la r  a los d e sc r i to s  en el fago lambda (12) 

Los genes K y Q de terminan la s in tes is  de las  pro te inas  

tem pran as  pK y pQ.



Mutantes en el gen O no producen ninguna proteina 

t a r d i a , lo que indica que la proteina especif icada por 

este  gen esta  implicada direc ta  o indirectamente ,  en el 

control  de las  proteinas ta rd ia s  de 02 9, si bien no hernos 

detectado cual es la proteina producto del gen muta  do 

en nuestro  s is tema.  La detecciôn y puiificaciôn de esta  

proteina puede s e rv i r  para  es tab lecer  un modelo de r e -  

gulaciôn de s in tes is  de prote inas inducidas por v i rus ,

Los mutantes  en el gen J no inducen en condiciones 

r e s t r i c t i v a s  la s in tes is  de la proteina tard ia  pJ.

La proteina e s t ru c tu ra l  T P I  estâ  determinada por el 

gen A, y el gen B especif ica  la p ro te ina  p r e c u r s o r a  

P - N P l  que se transfornaa en la proteina de los apéndices 

del cuello del fago (NPl) ,  produciendo adem âs un f ra g m e n 

te en la t rans fo rm ac iôn  (pB).

Mutantes en el gen G no inducen en condiciones r e s 

t r ic t iv a s  para  su d esa r ro l lo  ni proteina H P l  (m ayor i ta r ia  

de la câpsida) ni H P 3 (fibras),  Estos  resu l tados  pueden
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su g e r i r  que ambas proteinas estan especif icadas por el 

m ism o gen como en el caso de las  prote inas y C del 

fago Q 6  (116), o bien que se t r a t e  de un efecto polar 

del gen G sobre  otro gen adyacente a él aun no d e te r 

minado en 029.

Mutantes en el gen E no producen en condiciones r e s 

t r ic t iv a s  las  proteinas e s t ru c tu ra le s  NP2 y NP3, m ien t ra s  

que los mutantes  en el gen H no producen en e s tas  condi

ciones proteina  NP3. E s tos  resu l tados  sug ieren  la ex is ten

cia de un efecto polar del gen E sobre  el gen H, efecto 

que genét icamente  se ha comprobado (28).

Los bajos va lo res  de complementaciôn obtenidos con 

mutantes  sus en el c is t ron  E y mutantes ts  en el c is t rôn  

H, y los altos va lores  obtenidos con mutantes  sus en el 

c is t rôn  II complementados con mutantes  ts en el c is trôn  

E, 6 cuando se  complementan mutantes  ts  en los c i s t r o 

nes E y H, sugieren  que los c is t rones  E y H se  t r a n s 

criben  de izquierda a derecha (sobre el mapa genético) 

en un m en sa je ro  polic istrônico, dando lugar  a un efecto
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polar  cuando la mutaciôn sus esta  localizada en el 

c is t rôn  E y no cuando la mutaciôn se p résen ta  en 

el c is t rôn  H (que estâ  a la derecha del c is trôn  E).

El gen I especifica la proteina pl que es t e m p r a 

na y es la proteina de m ener  peso m olecu la r  de todas 

las  detectadas inducidas por 029.

El gen N especifica la proteina pN que es una p r o 

teina ta rd ia  no e s t ru c tu ra l  de movilidad re la t iva  algo 

m ayor  que la proteina e s t ru c tu ra l  de las  f ibras  del fago 

( H P 3 ) . E s ta  proteina pN parece  s e r  dispensable  en de

te rm in ad as  condiciones, ya que la infecciôn en condicio

nes r e s t r i c t i v a s  con mutantes  en el gen N produce un 

d esa r ro l lo  de fago m âs  lento, pero de igual orden de 

magnitud, que la infecciôn con fago normal ,

El gen D especifica la proteina pD que es tambièn 

proteina ta rd ia  no e s t ru c tu ra l  de movilidad parecida  en 

geles de ac r i lam ida  de pH discontinue a la proteina NP'2 

que form a el collar  supe r io r  del cuello del fago.
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Mutantes en el gen P no inducen en condiciones r e s 

t r ic t ivas  la proteina pP, que es una proteina tem prana  

m ayor i ta r ia .

La infecciôn de B. subti lis  110 NA (su ) con un m u 

tante sus en el gen J  adem âs  de no inducir  la proteina 

pJ, produce una proteina H P 3 (fibras) de movil idad algo 

mayor  en geles de p l iacr i lam ida  que la proteina inducida 

por 029 normal ,  Tambièn la infecciôn en condiciones r e s  

t r ic t ivas  para  el de sa r ro l lo  de un mutante sus en el gen 

I ,  induce la formaciôn de una proteina pP de movilidad 

e lec troforé t i  ca ds t in ta  a la inducida por 029 norm al .  Sin 

embargo, cuando se utilizan mutantes  sens ib les  a t em p e

r a tu ra  en estos  c is t rones ,  y se anal izan las  proteinas  

inducidas por ellos en condiciones r e s t r i c t iv a s  de t em p e 

ra tu ra ,  aparecen  las  pro te inas  H P 3 y pP en ambos m u 

tantes  idénticas a las  inducidas por 029 no rm al  (tanto a 

t em p era tu ra  pe rm is iva  como a tem p era tu ra  re s t r ic t iva ) .  

Como los mutantes sens ib les  a tem p era tu ra  son capaces 

de s in te t iza r  la proteina compléta mutante aunque esta 

proteina no sea funcional a 429, estos  resu l tados  pueden
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su g e r i r  que la apariciôii de las p ro teinas  pP y HP3 mo- 

dif icadas entre  las pro te inas inducidas por mutantes  sus 

en los c is t rones  I y J respec t ivam ente ,  no se deba a la 

fait a de funcionalidad de las  proteinas espec if icadas  por 

estos genes (ya que con mutantes  sensib les  a t em p era tu ra  

no aparecen  modificadas) , si no a que en los mutantes  

sensib les  a su p re so r  no se produce la proteina compléta 

especif icada por el gen mut a do.

Un efecto s im i la r  pa rece  ex is t i r  en los mutantes  del 

gen El mutante L55 produce una proteina pP modifi- 

cada m ien t ra s  que el mutante L53 produce proteina pP 

norm al .  No hemos podido identif icar  la proteina producto 

del gen L, pero como la longitud del f ragmente  producido 

por un mutante sus esta  relacionado con la posiciôn de 

la mutaciôn en el c is t rôn  (71), es posible que el f rag m e n 

te producido por el mutante L53 sea tan grande que impida 

la modif icaciôn de la proteina pP, m ie n t ra s  que el f r a g 

mente producido por el mutante L55 (que estâ  a su d e r e 

cha en el mapa genético y como se verâ  m âs  adelante,  

en posiciôn m âs  am ino- te rm ina l) ,  sea lo sufic ientemente  

corto  como para  p e rm i t i r  la modificaciôn de la proteina

p p .



141

El mutante sus M l 241, en condiciones r e s t r i c t iv a s ,  

no es capaz de l i s a r  la bac te r ia  que infecta, y produce 

un rendirniento de fagos por bac te r ia  s im i la r  o m ayor  al 

obtenido con fago normal ,  pero el d e sa r ro l lo  de este fago 

es mucho m âs  lento. Estos  resu l tados  indican que la p ro 

teina especif icada por el gen M es dispensable ,  pero no 

hemos podido de tec ta r  cual es la proteina determinada 

por este  gen. P o r  otra  parte ,  la infecciôn con el mutante 

M1241 en condiciones r e s t r i c t iv a s ,  induce la formaciôn de 

las  pro teinas  pP y modif icadas.  Cuando dispongamos de 

mutantes  sensib les  a t em p era tu ra  en este  c is trôn ,  s e ra  

posible es tud iar  algo m âs  sobre  la fo rm a en que la p r o 

teina especificada por el gen M estâ re lacionada con la 

producciôn de las  pro teinas pP y pQ modificadas.

Sin embargo, no podemos excluir  la posibilidad de que 

la inducciôn por los mutantes sus 144, J614,  L55 y M l 241 

de v a r ia s  pro te inas  con movilidad e lec t ro fo ré t ica  a l terada,  

se deba a que son mult iples mutantes  que, adem âs de tener  

a l te rado el gen correspondiente ,  l leven en su genoma o t ra s  

a l te rac iones  génicas que sean las  responsab les  de la apa r i -  

ciôn de es tas  pro teinas  dis t in tas  de las  inducidas por fago 

norm al .  El re t rocruzarn ien to  rea l izado con fago 029 no rm al
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de los mutantes  144, L55 y M1241, no a segura  que los 

mutantes  re t ro c ru z a d o s  tengan una mutaciôn simple , aunque 

es c ier to  que au ment an la posibilidad de que lo sea.

P a r a  es tudiar  esta  posibilidad, se deben conseguir  

m âs  mutantes  en los c is t rones  mencionados,  y ana l izar  

las  proteinas inducidas por ellos en condiciones r e s t r ic t iv a s ,

La figura 61 m u es t ra  el mapa genético de 029, con 

los grupos de complementaciôn ordenados por Moreno y 

col (29) y las  proteinas especif icadas por cada uno de los 

c is t rones  de te rminadas  utilizando mutantes  sensib les  a 

su p re so r .  Como se ve, exis ten 3 zonas del DNA de 029 

que dan lugar  a s in tes is  de proteinas tem pranas ,  y dos 

zonas in te rca ladas  con las  a n te r io re s  que producen la s in 

te s i s  de pro teinas  ta rdfas .  Ademâs,  las  prote inas e s t r u c 

tu ra le s  estân e spec i f icadas  por una se r ie  de genes agru-  

pados (desde el G al B). Ya hemos indicado que esta  

agrupaciôn de genes que especif ican prote inas de funciones 

re lac ionadas ,  se ha descr i to  en o tros  bacteriôfagos como 

larnbda(72, 73, 74), T4 (45, 50) y P22 (75). Cuando se co- 

nozcan m âs  datos sobre  las  funciones de las  p ro te inas  in-
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ducidas por 02 9, se podrân detei ' ininar si  exis ten mâs agru-  

pamientos de genes de este  tipo. Los datos disponibles h a s 

ta ahora  sug ieren  que la proteina especificada por el gen J 

(que es tardia) ,  esta implicada en el proceso  de morfogé- 

n ies is  del fago (43). De acuerdo con esto, el gen J  esta 

al lado del grupo de genes que especif ican las proteinas 

e s t ru c tu ra le s  de 02 9,

Las o t ra s  dos prote inas t a rd ia s  no e s t ru c tu ra le s  indu

cidas por el fago (pN y pD) podrian e s ta r  implicadas en pro- 

cesog morfogenéticos y (o) de l i s i s  de la bac te r ia .  La p ro 

teina pN es dispensable  en c ie r ta s  condiciones de crecimien- 

to ya que mutantes  en el gen N se  d e sa r ro l lan  m âs  lenta-  

mente, pero a lcanzan un rendimiento  final de fagos por 

bac te r ia  del m ism o orden que cuando se infecta la b a c te 

r ia  con 029 norm al ,  Actualmente se estân rea l izando estu-  

dios con mutantes  lé ta les  condicionales en estos  genes para  

e s c l a r e c e r  su posible funciôn morfogenética .

P o r  o tra  parte , exis ten una s e r i e  de mutantes  de 029 

que no son capaces de s in te t iza r  DNA. Estos  mutantes  han 

sido asignados a los grupos de complementaciôn R, F, K, C, 

Q y P. En la figura 61 se m u e s t ra  que todos es tos  c is t ro -
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nés, excepte el P, estân  agrupados en la zona izquierda 

del mapa genético.

Es lôgico suponer que tambièn en este  caso nos 

encontramos con otro agrupamiento de genes que de

te rm inan  la s in tes is  de pro teinas  que van a e je rce r  

una funciôn relacionada.

Exis te  evidencia que sug iere  la posibilidad de que 

la s  pro te inas  especif icadas  por los genes I, L y M ac- 

tûen tambièn en funciones re lac ionadas  con la proteina 

pP, ya que mutantes sensib les  a su p re so r  en estos c i s 

t rones  producen en condiciones r e s t r i c t i v a s  proteina pP 

de movilidad anorm al  en ge les  de poliacr i lamida,  aunque 

son n e ce sa r io s  estudios po s te r io re s  sobre  la funciôn de 

e s tas  pro teinas  para  decid ir  si estos genes forman o tra  

agrupaciôn s im i la r  a las  ya mencionadas.  P o r  otra  parte ,  

tambièn s e râ  necesar io  d e s c a r t a r  la exis tencia  de dobles 

mutaciones en dichos mutantes ,  ya que podria s e r  esta 

la causa de la aparen te  re lac iôn  entre  es tas  proteinas .
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Como ya hemos comentaclo en este  apartado, la 

t r an sc r ip c iô n  del DNA de 029 es a s im é tr ica :  el RNA 

temprano se t r a n s c r ib e  de la banda L del DNA y el 

RNA tardio  se t r a n s c r ib e  de la banda H (39). Estos 

resu l tados  implican que la t ran sc r ip c iô n  tem prana  y 

la ta rd ia  del DNA de 029, llevan sent i dos opuestos 

ya que la t ran sc r ip c iô n  del DNA se lleva a cabo desde 

el ex tremo 3’-OH al 5’-fosfato del m ism o y las  dos

' cadenas del DNA son ant ipara le las .

P a r a  définir  el sentido de la t ransc r ip c iô n  de los 

genes ta rd ios  del DNA de 029, 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  prote inas especif icadas por 

ambos c is t rones  parece  que el mutante E e je rce  un 

efecto polar  sobre  el gen H que esta  situado a su de

recha  en el mapa genético. E s tos  resu l tados  indican 

que la t ransc r ipc iôn  de esa  zona del DNA se lleva a 

cabo de tal  m anera  que se produce un RNA m ensa jero  

polic istrônico.  Cuando se emplea un mutante sus en 

el gen E, el RNA m ensa je ro  formado en condiciones
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r e s t r i c t i v a s  solo puede t r a d u c i r s e  en una pequefia ex

tension de ta l  m anera  que no produce ninguna de las 

protenias  (NP2, NP3) especif icadas por él. Sin e m 

bargo, cuando se emplea un mutante sus en el gen H 

( que esta a la derecha  del gen E), si se produce la 

proteina especificada por el gen E, aunque no la e s 

pecif icada po]' cl gen H.

Estos  resu l tados  implican que la t ransc r ipc iôn  del 

DNA de 029 ent] e los genes E y H ( y por tanto para  

toda la banda 11 del DNA que se t r a n s c r ib e  en p ro te i 

nas tard ias)  es de izquierda a derecha sobre  el mapa 

genético de 029 que se  m u e s t ra  en la figura 61.

El anâl is is  de dist intos mutantes  sensib les  a su 

p re s o r  del c is trôn  B (26) han demostrado que miene 

t r a s  que c ie r tos  mutantes  no producen en condiciones 

r e s t r i c t i v a s  un fragmente  de la proteina por él codi- 

ficada (ya que desapa rece  a l  s e r  pequeiio), o t ros  s i -  

tuados a la derecha de los a n te r io re s  sobre el mapa 

genético (29) ))roducen en condiciones r e s t r i c t iv a s  un
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fragmento iden l iücab le  como tal  (99). E s tos  resu l tados  

confirmai! que la t ran sc r ip c iô n  de los genes que dan 

lugar  a RNA m en sa je ro s  ta rd ios ,  se l leva a cabo sobre 

el mapa genético de 029 de izquierda a derecha.

La t ran sc r ipc iôn  de los  genes tem pranos  de 029 se 

efectùa, como hem os dicho, de la banda L del DNA, y 

al  s e r  esta  an t ipara le la  con la banda I I ,  la t r a n s c r i p 

ciôn sobre  el mapa genético de la figura 61 de los ge

nes tem pranos ,  debe r e a l i z a r s e  de derecha  a izquierda.

Independientemente de la exis tencia de agrupaciones  

genéticas re lac ionadas  por su funciôn en el DNA de 029, 

la asignaciôn de las  pro te inas  especif icadas por los c is -  

t rones  de te rminados  en el DNA de 029 nos ha permitido 

de tec ta r  la exis tencia  de t r è s  zonas del DNA que produ- 

cen pro te inas  tem pran as .  La exis tencia  de e s ta s  t r è s  zo

nas supone que exis ten t r è s  zonas del DNA fis icamente  

separadas  a las  que es capaz de un i rse  la  RNA poli-

m e r a s a  del huésped para  in ic ia r  la t ran sc r ip c iô n  tem pra  

na (p rom otores  tempranos) .
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Exper imentos  llevados a cabo en nuestro  labora tor io  

ban permitido detec tar ,  por visualizacion por m is c ro s -  

copia e lec tronica  y estudio estadis t ico  de los resu l tados  

por un pro grama de cooperatividad multiplicativo, qpe 

la RNA po l im erasa  de B. subti lis  se  une al  DNA de 029 

en 3 si t ios distintos,  localizados uno en el ex treme de re -  

cho del DNA, otro aproximadamente  a un cuarto de la 

longitud del DNA, y el otro a una distancia  de t r è s  cuar -  

tos de la longitud del DNA (77).

Es tos  puntos de union son presum iblem ente  los p r o 

m oto res  tem pranos  del DNA de 029, y coinciden con los 

puntos del DNA que se  podrian e s tab lecer  como p ro m o

to res  tem pranos ,  teniendo en eu enta las  zonas de te rm i-  

nadas como tem pranas  mediante  la asignaciôn gen-pro-  

teina establec ida  con los mutantes  sensib les  a sup reso r ,  

y teniendo en cuenta la d irecciôn de t ranscr ipc iôn  de 

los genes tem pranos  sobre  el mapa genético de 029 e s 

tablecida como ya hemos indicado en el pârra fo  an te r io r .  

Esta  coincidencia de datos utilizando dos s i s tem as  de 

detecciôn independientes apoyan fuer temente  los resu l tados  

obtenidos.



VI. C O N C L U s I O N E s
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1. - Utilizando B. subtilis i r rad iado  con luz ultravioleta  infec- 

tado con el bacteriofago 029 se ha detectado la inducciôn 

de 12 pro teinas  no e s t ru c tn ra le s ,  adem âs de las 7 p r o 

teinas e s t ru c tu ra le s  del fago, que se han separado por 

e lec t ro fo re s is  en geles de pol iacr i lamida  en p resenc ia  de 

dodecil suli'ato sôdico.

2. - Se ha détermina  do la exis tencia  de un control  tem pora l  

en la s in tes is  de pro te inas  inducidas por 029; es tas  se 

pueden c la s i f ica r  en dos grupos: tem pranas  (que apare -  

cen inmediatamente  después de la infecciôn) y ta rd ias .

3. - Se ha demostrado la exis tencia  de un p r e c u r s o r  de la

proteina que forma los apéndices del cuello del fa go 029.

4. - Se ha puesto de manifiesto  que la proteina especificada 

por el gen O esta  re lac ionada  con el control  de la apa- 

r ic iôn  de las  proteinas t a rd ia s  inducidas por el fa go 029,

5. - Se ha obtenido la s in tes is  de la m ayor ia  de las  proteinas  

tem p ran as  de 02 9, en un s is tem a  ace lu la r  de s in tes is  de 

pro teinas  de E. coli . As im ism o,  se ha detectado la s in 

te s is  in v i tro  de una actividad enzimâtica  tipo l isozima,  

s im i la r  a la inducida in vivo en B. subti lis  infectado con 

029.
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6 , - Mediante el empleo de mutantes  sensib les  a sup reso r ,  

se han determinado las pro te inas  especif icadas por 13 

de los 18 genes de 029.

7. - La determinaciôn  del efecto polar del gen E sobre  el

gen H, nos ha permitido e s tab lec e r  la direcciôn de

t ran sc r ip c iô n  de los genes de] fago 029,

8 . - La co rre lac iôn  de las p ro teinas  inducidas y el mapa

genético, nos lia permitido detectar:

a) la exis tencia  de t r è s  zonas del DNA que dan lugar  

a s in tes is  de proteinas tem pran as  y dos zonas que 

dan lugar  a proteinas t a rd ias .

b) agrupamiento  fisico en el DNA del fago 029, de genes 

que especif ican proteinas re lac ionadas  en su funciôn 

(proteinas e s t ru c tu ra le s  y p ro te inas  re lac ionadas  con 

la s in tes is  de DNA).



VIL L E Y E N D A S D E  F I G U R A S



151

F ig u ra  1, D esa r ro l lo  de fago 029 e incorporaciôn  de 

leucina radioact iva. -

B. amyloliquefaciens crecido en medio minime (Mé- 

todos a, 3), se infecté con fago 02 9 en p resenc ia  

de 0,5  y i iC /m l de leucina-C^^. A los t iempos in 

dicado s se tomaron alicuotas para  v a lo ra r  las  uni-

dades fo rm adoras  de plaça (Métodos c) (-----®-------- ),

y d e te rm in a r  radioactividad insoluble en âcido t r i -  

c loroacético  al 5% ( o -- - - )  (Métodos, p).

F ig u ra  2. Gradiente  de ClCs por capas de las  pa r t icu las  

m arc ad a s  en B. amyloliquefaciens infectado con 

029 .-

Un l isado de b ac te r ias  infectadas con 029 y m a r c a -
14das con leucina-C (Métodos f), se centrifugé a 

alta velocidad y el sedimento, resuspendido  en D .F . ,  

se centr ifugé en un gradiente  de ClCs con 3 capas 

de densidades 1.1, 1.3 y 1. 5. Se tomé una alicuota 

de cada fracciôn del gradiente  pa ra  d e te rm in a r  la 

radioact ividad insoluble en âcido t r ic lo ro acé t ico  al 

5% (Métodos, p). En la figura se senala  la posiciôn 

del fago 029.
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1'' i g III-a 3. Pur i f ies  ci on de cabezas vacias  de 02 9 por cen- 

li'iiugacib.i! r r  ClCs hasta  equilibrio. -

Las  f raccioncs del gradiente  por capas de ClCs 

que contenj'an cabezas vacias  de 029, se some- 

t ie ron  a cenirifugacion en ClCs de densidad m e 

dia 1,30 gi.'/ml. De cada fracciôn del gradiente  

se to mo una alicuota para  de te rm in a r  la radioac

tividad total ( ----- ©-----). Alicuotas de las  fraccio-

nes se naiad as cn la figura, se emplearon  para  

d e te rm in a r  la densidad (—  -o- — ) .

F ig u ra  4. - Gradiente neutro de sa ca ro sa  del DNA de 029. -

El DNA dc 029 extraido como se descr ibe  en Mé

todos, j se an alizé mediante  un gradiente  p r e f o r 

ma do de sa ca ro sa  entre  el 5 y el 20% (peso/vo-  

lumen) en un tampén T r i s C lH  50mMpH7, 8, EDTA 

lOmM y ClNalM. Se dé te rm iné  la absorc ién  a 

260 nm en cada una de las  f racc iones  del g r a 

diente.
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F ig u ra  5. Gi-adiente alcal.ino de sa ca ro sa  del DNA de 029. -

El DNA de 029 extraido como se desc r ibe  en 

Métodos, j, se an ali z 6 en un gradiente  p re fo r -  

mado de sa ca ro sa  entre  el 5 y el 20% (peso vo- 

lumen) en un tampon Tris-GUI 50 niMpH7, 8 ,

EDTA 10 mM, ClNa 0, 9M y NaOH O, IM. Se de- 

te rm inô  la absorciôn a 260 n m  en cada una de 

las  fracciones  del gradiente.

3
F i g u r a 6 . Incorporaciôn de âcido oi,£,-diaminopimélico-H 

en E. coli.

E. coli C se creciô  en medio completo (Métodos

a, 4) en presenc ia  de 10 u c / m l  de âcido 4  7
3 ^

diaminopimélico-H (1 m C /m l ,  200^Ac/ ^M ol) ,  

hasta  que el cultivo alcanzô fase e s tac ionar ia .

A los t iempos indicado s, se tom aron  alicuotas 

del cultivo y se dé te rminé  la rad ioact iv idad  pre^ 

sente en m a te r ia l  insoluble en âcido t r i c lo r o a c é 

tico al 5% (Métodos, p).
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F ig u ra  7. Incorporaciôn de leucina radioact iva y d esa r ro l lo

de 02 9 en B. subt i l is i r rad iado  con luz ultravioleta,

B. subt i lis 110 NA i r rad iado  con luz ultravioleta ,

se infecté con 029 y se m a rc é  con 25 ,UC/ml
3 ^de leucinali  mediante pulsos a los t iempos in-

dicados en la figura, como se descr ibe  en Mé

todos g, 2. Un control  de b a c te r ia s  i r rad iadas ,

se m arco  de la m ism a  m an e ra  con 7,5  yuC/ ml 
14de leuciriaC . La linea discontinua rep ré se n ta  
14la leucina-C incorporada  en b ac te r ia s  sin in-

3fectar .  La linea continua re p ré se n ta  la leucina-H 

incorporada  en b a c te r ia s  infectadas.

El fago total,  p résen té  en el cultivo infectado se 

dé terminé  tomando alicuotas a los t iempos indi- 

cados y lisando las  b a c te r ia s  con l isozima 

(  e  ) (Métodos, c).
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F ig u ra  8 . Incorporaciôn de leucina radioact iva en B, subtilis 

i r rad iado ,  infectado con 029 y sin infectar .

B a c te r ia s  ii rad iadas ,  infectadas y sin infectar
3

se m a rc a ro n  uniformemente con leucina-H 

(25 0, 01 mM). A.los t iempos indicado s

se tomaron alicuotas de los cultivo s y se dé 

te rm iné  la radioactividad incorporada  en m a te 

r i a l  insoluble en âcido t r ic lo roacé t ico  al 5%.

( o ): Radioact ividad incorporada  en b a c 

t e r i a s  infectadas con 029.

( o -  - - )  : Radioactividad incorporada  en b a c 

t e r i a s  sin infectar .

F ig u ra  9. F e r  fil e lec troforé t ico  de las  p ro te inas  m arcadas  

radioact ivamente  mediante  un pulso de 0 a 3 m i 

nutes en B. subtilis i r rad iado ,  infectado con 029 y 

sin infectar .

L as  b ac te r ia s  i r r a d ia d a s  se m a rc a ro n  mediante 

un pulso de leucina radioact iva,  de 0 a 3 minutes 

después de la infeccién con 029 . Una mezcla  de
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b a c te r ia s  infectadas y sin infectar, se l isa ron  

y se p repa ra ron  para  e lec t ro fo res is  como se 

descr ibe  en Métodos g, 2. La coe lec tro fo res is  

se llevô a cabo en geles de pol iacr i lamida  de 

15 cm. de longitud, que conteiiian acr i lam ida  

12, 5%, urea 8M y dodecil sulfato sôdico 0, 1% 

(Métodos m, 1). El  ânodo se rep ré se n ta  a la 

derecha de la figura.

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

b ac te r ia s  sin infectar .

(-------0 ----- ) ; Radioactividad correspondiente  a

bacterias  infectadas.
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Figu i‘a 10. P  e r f  il electi-oforético de las  p ro teinas  m arc ad a s  

radioact ivamente  mediante un pulso de 5 a 8 m i 

nutes en B. subtilis i r rad iado ,  infectado con 029 

y sin infectar.  -

L as  b ac te r ia s  i r rad iad as  infectadas y sin infec tar  

se m a rc a ro n  mediante un pulso de leucina ra d io a c 

tiva de 5 a 8 minutes después de la infecciôn con 

029. Una m ezcla  de b a c te r ia s  infectadas y sin 

infec tar  se l i s a ro n  y se sometie  ron a e lec t ro fo 

r e s i s  en las  condiciones d esc r i t a s  en la figura 9.

(__ -  o -  ) : Radioact ividad de b a c te r ia s  sin in 

fec tar .

(------- @----— ) : Radioactividad de b a c te r ia s  infectadas

F ig u ra  11. P e r f i l  e lec troforé t ico  de las  pro te inas  m a rc a d a s  

radioact ivamente  mediante  un pulso de 10 a 13 

minutes en B. subti lis  i r rad iado ,  infectado con 

029 y sin infectar .

L as  b a c te r ia s  i r r a d ia d a s  infectadas y sin infec tar  

se m a rc a ro n  mediante un pulso de leucina radioa  

tiva de 10 a 13 minutes.  Una m ezcla  de bac te r ia
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infectadas y sin infec ta r  se l i s a ro n  y se 

sometieron  a e le c t ro fo res is  en las  condi

ciones d esc r i ta s  en la figura 9.

( - - - o   ----): Radioact ividad de bac te r ias

sin infec tar .

( Q ): Radioactividad de bac te r ias

infectadas.

F igu ra  12. - P e r f i l  e lec troforé t ico  de las  p r o t e i n a s  m arc ad a s  

radioact ivamente  mediante  un pulso de 15 a 18 

minutes en B. subti lis  i r rad iado ,  infectado con 

029 y sin infectar .  -

L as  bac te r ias  i r r a d ia d a s  infectadas y sin infecta 

se m a rc a ro n  mediante  un pulso de l e u c in a . radio  

tiva de 15 a 18 minutes.  Una m ezc la  de b a c te 

r i a s  infectadas y sin in fec ta r  se  l i s a ro n  y se 

som etie ron  a e le c t ro fo re s is  en la s  condiciones 

■ desc r i t a s  en la  figura 9.

(---- - o — ------ ); Radioact ividad de b a c te r ia s  sin

infectar .

( e -------- ): Radioactividad de b a c te r ia s  in 

fectadas.
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F ig u ra  13. - P e r f i l  e lec troforé t ico  de las pro te inas  m arc ad a s  

radioact ivamente  mediante un pulso de 20 a 23 

min ut os en B. subti lis  i r rad iado ,  infectado con 

029 y sin in fec ta r .  -

Las b a c te r ia s  i r r a d ia d a s  infectadas y sin infec tar  

se m a rc a ro n  mediante  un pulso de leucina ra d io a c 

tiva de 20 a 23 minutes .  Una m ezcla  de b a c te r ia s  

infectadas y sin in fec ta r  se l isa ron  y se som etie ron  

a e lec t ro fo re s is  en las  condiciones d e sc r i t a s  en la 

figura 9.

_ - o — — ) Radioact ividad de b a c te r ia s  sin  infectar  

(--------# —-----) Radioactividad de b a c te r ia s  infectadas

F igu ra  14. - P e r f i l  e lec t ro fo ré t ico  de las  pro te inas  m arc ad a s  

rad ioact ivam ente  mediante  un pulso de 2 5 a 28 

minutes en B. subti lis  i r rad iado ,  infectado con 

029 y sin in fec ta r .  -

L as  b a c te r ia s  i r r a d ia d a s  infectadas y sin  infec ta r  

se  m a rc a ro n  mediante  un pulso de leucina r a d io a c 

tiva de 25 a 28 minutes .  Una m ezcla  de b a c te r ia s  

infectadas y sin in fec ta r  se l i s a ro n  y se som etie ron  

a e lec t ro fo re s is  en las  condiciones d e sc r i t a s  en la 

f igura 9.

(  - o ------- ) Radioactividad de b a c te r ia s  sin  infec ta r

(--------e ------- ) Radioactividad de b a c te r ia s  infectadas.
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F i g ura  15. - P e r f i l  e lec troforé t ico  de las  proteinas m arc ad a s  

radioact ivamente  mediante  un pulso de 34 a 37 

min ut os en B . subti lis i r rad iado ,  infectado con 029 

y sin infec tar .

L as  b a c te r ia s  i r r a d ia d a s  infectadas y sin infectar  

se  m a rc a ro n  mediante  un pulso de leucina rad io a c 

tiva de 34 a 37 m in u te s . Una m ezc la  de b ac te r ia s

infectadas y sin infec ta r  se l i s a ro n  y se som etieron

a e le c t ro fo res is  en las  condiciones de sc r i t a s  en la 

f igura 9.

(— — - o — —-) Radioact ividad de b a c te r ia s  sin infectar

(------- ©---------- ) Radioact ividad de b a c te r ia s  infectadas.

F ig u ra  16. -C oe lec t ro fo res is  de las  pro te inas  e s t ru c tu ra le s  del 

fago 029 y las  p ro te inas  inducidas  en B. subti lis  

infectado con 02 9. -

B. subti lis  IIONA i r rad iado  e infectado con 029, se
_ g

m a rc o  con leucina-H en un pulso de 20 a 23 m inu

tes  después de la infecciôn con 029, se lisô y p re -  

parô  para  e le c t ro fo re s is  como se descr ibe  en Méto

dos g, 2, m ezclândose  con fago 029 m arcado  con 
14leucina-C y purif icado como se  descr ibe  en Méto

dos, f. La co e lec t ro fo re s is  se  llevô a cabo en geles 

de 10 cm. que contenian ac r i lam ida  al 10% y dodecil
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sulfato sôdico 0, 1%, en un s is tem a  de pH discon- 

tinuo. El  ânodo se rep ré se n ta  a la derecha  de la 

figura.

( - -  — o  ) Radioactividad de fago m arcado  con leu-
_14cina-C

(-------@------- ) Radioactividad de b a c te r ia s  infectadas
3

con 029 m arc ad a s  con leucina H .

F ig u ra  1 7 . -  C oe lec t ro fo res is  de las p ro teinas  inducidas en 

B. subti lis i r rad iado ,  infectado con el fago 029 

y sin infec tar .  -

E as  proteinas inducidas en B. subti lis IIONA i r rad iado

con luz ul traviole ta ,  infectado con el fago 029, y sin
3 14infec ta r  se m a rc a ro n  con leucina-H y leucina-C

respec t ivam ente ,  en un pulso de 20 a 23 minutes, se 

m ezclaron ,  y se p re p a ra ro n  para  e lec t ro fo res is  como 

se descr ibe  en Métodos g, 2. L as  condiciones de e le c 

t ro fo re s i s  fueron la s  d e sc r i t a s  en la figura 16.

( ----- -o------) Radioactividad de b a c te r ia s  sin infec tar .

(------9 ------ ) Radioactividad de b a c te r ia s  infectadas

con 029.
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F ig u ra  18. - P e r f i l  e lectroforét ico  de la radioactividad especi-  

fica de fago. -

El calcule de la radioact iv idad especifica de fago 

p résen té  en la e lec t ro fo res is  de la figura 17, se 

rea l izô  siguiendo el método de Mayol y Sinsheimer
3

(99), siendo las  cuentas especif icas  del fago (H ) =

total  de cuentas - cuentas x Rmin; Rmin es
3 14la re lac iôn  minima de H /C  en las  fracciones  del 

g e l.

F i g ura  19. - Cinética de s in tes is  de las  prote inas no e s t ru c tu 

r a l e s  inducidas en B. subti lis  infectado con el fago 

029.

Se ha determinado calculando para  cada proteina el 

porc enta je  de su va lo r  mâximo de s in tes is  en una 

s e r i e  de pulsos dados a lo la rgo  del d esa r ro l lo  del 

fago (Métodos g, 2). P a r a  ca lcu lar  el valor  de la 

radioact ividad de cada proteina en los distintos pul

sos,  se déterminé la  radioact ividad especifica de 

fago por el método de Mayol y Sinsheimer (99).
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F ig u ra  20, - Cinética de s in tes is  de las  proteinas e s t ru c tu 

r a l e s  inducidas en B. s ubtilis infectado con el 

fago 029 .-

El câlculo de la cinética de s in tes is  se ha r e a l i - 

zado como se ha descr i to  en la figura 19.

F igu ra  21. - Coe lec t ro fo res is  en s is tem a  de pH continue de 

las  proteinas m a rc a d a s  radioact ivamente  en un 

pulso de 22 a 24 min. después de la infecciôn 

de B. subt i l is con 029 f ren te  a las  prote inas m a r 

cadas radioact ivamente  en un pulso de 21 a 26 

min. seguido de caza.  -

B. subt i lis IIONA i r rad iado  con luz ultravioleta  e in-
3

fectado con 02 9 se  m arcô  con leucina-H en un puis

de 22 a 24 min. después de la infecciôn, y con leu-  
14cina-C en un pulso de 21 a 26 min. seguido de 

5 min.  de caza (Métodos, g, 3). L as  b ac te r ia s  m a r 

cadas se m ezc la ron  y se p re p a ra ro n  para  e lec t ro fo 

r e s i s  como se  d esc r ibe  en Métodos g, 4. La e l e c t r o 

fo res is  se llevô a cabo en geles de 15 cm. de longi
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tud, en s i s tem a  de pH continuo (Métodos m, 1), con- 

teniendo acr i lam ida  12, 5%, urea  8M y dodecil su l fa 

to sôdico 0, 1%.

(-  - -  o  ----- ) Radioactividad de b a c te r ia s  infectadas

m a rc a d a s  cn pulso de 5 min. seguido de 5 min. de 

caza; (-----—©------ ) Radioactividad de b a c te r ia s  in 

fectadas m arcad as  en un pulso de 2 min.

F ig u ra  22. - C o e le c t ro fo re s is  en s is tem a  de pH discontinue

de las p ro te inas  m a rc a d a s  radioact ivamente  en un 

pulso de 22 a 24 min. después de la infecciôn de 

B. subti lis con 029 frente  a las  proteinas  m a r c a 

das radioact ivamente  en un pulso de 21 a 26 min. 

seguido de c a z a . -

B a c te r i a s  i r r ad iad a s  e infectadas con 029 se m a r c a -
3

ron  en un pulso de 2 minutes  con leucina-H y en un 

pulso de 5 minutos seguido de 5 minutes de caza co 

mo se descr ibe  en la  f igura  21, y se p rep a ra ro n  p a 

r a  e lec t ro fo res is .  La e lec t ro fo re s is  se llevô a cabo 

- en geles de 10 cm. con ac r i lam ida  10%, y dodecil



1G5

sulfato sôdico 0, 1%, en un s is tem a  de pli dis con

tinuo (Métodos rn, 2). ( o — -----) Radioact ividad

de b a c t e r i a s  in fec tadas  m a rc a d a s  en un pulso de

5 min. seguido de 5 min. de caza.  (—----- «---------- )

Radioactividad de b a c te r ia s  infectadas m arc ad a s  en 

un pulso de 2 minutos.

F ig u ra  23. - Est imaciôn  del peso m olecu la r  de la proteina 

P - N P l . -

E1 peso molecular  de la proteina p -N P l  se de ter  

mi no en gel de pol iacr i lamida  en un s is tem a  de 

pH discontinue (Métodos m, 2) en presenc ia  de do 

deci l sulfato sôdico 0, 1% llevando como marcado  

r e s ,  las  proteinas e s t ru c tu ra le s  del fago H P 3 ( 

28.000), H P l  ( 54.000 ),  T P I  ( 71.000),  N P l

( 80.000 ) y fosfor i lasa  A ( 92.500 ) .  La flécha 

indica la movilidad cTectroforética  de la proteina 

P - N P l .
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F ig u ra  24. - C o e lec t ro fo res is  en s is tem a  de pH continue 

de las  pro te inas  m arc ad a s  radioact ivamente  en 

B. subtil is  infectado con 029, m arc ad a s  m ed ian 

te pulso de 2 min. y caza, frente  a las p ro te i 

nas m a rc a d a s  en pulso de 5 min. y caza. ~

B. subtilis 110 NA ir rad iado  e infectado con 029

14
3se m arcô  con leucina-II en un pulso de 22 a 24

min. seguido de 5 min. de caza y con leucina C 

desde los 21 a los 26 m i n . , seguido de 5 min. de 

caza (Métodos g, 3). L as  b a c te r ia s  m arc ad a s  se 

m ezc laron  y se p re p a ra ro n  para  e lec t ro fo res is  

como se descr ibe  en Métodos g, 4. La e lec t ro fo 

r e s i s  se llevô a cabo en geles de 15 cm. de lon

gitud con ac r i lam ida  12, 5%, u rea  8M y dodecil 

sulfato sôdico 0, 1%.

( --------o  — ) Radioact ividad de las  prote inas

m arc ad a s  en un pulso de 5 min. seguido de caza.

(-------- @ —- —) Radioactividad de las  proteinas m a r

cadas en pulso de 2 min. seguido de caza.
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F ig u ra  25. - C oe lec t ro fo res is  en s is tem a  de pH dl scontinuo 

de las  prote inas m a rc a d a s  radioact ivamente  en 

B. subtiBs infectado con 029, m arc ad a s  mediante 

pulso de 2 min. y caza,  f rente  a las pro teinas  

m arc ad a s  en pulso de 5 min. y caza, -

B a c te r ia s  i r r ad iad a s  e infectadas con 029 se m a r c a -
3

ron mediante un pulso de 2 minutos con leucina-H ,

seguido de 5 min. de caza y en un pulso de 5 minu-
14tos con leucina-C , seguido de 5 min. de caza, pre-  

parândose  para  e le c t ro fo res is  como se descr ibe  en 

M é to d o s  g, 4. La e le c t ro fo re s i s  se llevô a cabo en 

ge le s  de 10 cm. con ac r i lam id a  10% y dodecil su l fa 

to sôdico 0, 1% en un s is tem a  de pH discontinue (Mé

todos m, 2 . (-. - - o  ) Radioact ividad de las p r o 

teinas m arc ad a s  en un pulso de 5 min. seguido de

caza . (------- ©------ ) Radioact ividad de las  proteinas

m a rc a d a s  en un pulso de 2 min. seguido de caza.
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F ig u ra  26. - Coe lec t ro fo res is  en s is tem a  de pH continuo de 

las  proteinas m a rc a d a s  en B. s ubtilis sin 

infec tar  en un pulso de 22 a 24 min. frente  a 

las  proteinas m a rc a d a s  en B. subt i l is  infectado 

con 029, en un pulso de 21 a 26 min. seguido 

de c a z a . -

B. subti lis 110 NA i r rad iado ,  se  m arcô  con leucina - 

H' en un pulso de 22 a 24 min.  después de em pezar  

la incubaciôn, y las  p ro teinas  m arc ad a s  se  so m e t ie 

ron a coe lec tro fo res is  con las  pro te inas inducidas 

en B. subtilis 11ONA i r rad iado  e infectado con 029 

m a rc a d a s  con leucina-C en un pulso de los 21 a 

los 26 min. seguido de caza de o t ros  5 min. (Mé

todos g, 3 y 4).

La e lec t ro fo res is  se llevô a cabo en geles de 15 cm 

de longitud con a c r i lam id a  12, 5%, urea  8M y dodecil 

sulfato sôdico 0, 1% en un s i s te m a  de pH continuo, 

(Métodos m, 1).

( — o  ) Radioactividad de las  proteinas m a r 

cadas en b ac te r ia s  infectadas con 029. (------- « ---------)

Radioact ividad de las  pro te inas  m arc ad a s  en b a c te 

r i a s  sin infectar.
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Figura" 27. - C oe lec t ro fo res is  en s i s t e m a  de pH discontinue  de 

las  prote inas m arc ad a s  en B. subtilis sin 

infec tar  en un pulso de 22 a 24 min. frente a 

las  proteinas m arc ad a s  en B. subtilis infectado 

con 029, en un pulso de 21 a 26 min. seguido 

de c a z a . -

Una m ezcla  de p ro te inas  m arc ad a s  en B. subti lis
3

en un pulso de 22 a 24 minutos con leucina-H , 

y proteinas m a rc a d a s  en B. subti lis infectado con 

02 9, p repa radas  como se ha descr i to  en la figura 

26, se som etie ron  a e lec t ro fo res is  en geles de 

10 cm. de longitud con a c r i lam id a  10% y dodecil 

sulfato sôdico 0, 1% en un s is tem a  de pH d iscon

tinue (Métodos m, 2).

(—  — o ------) Radioactividad de ba c te r ia s  infectadas

(--------@-------) Radioactividad de bacterias  sin infectar,
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F ig u ra  28. - Péptidos t r fp ticos de las  p ro te inas  P - N P l  y N P l .  -

Una m ezcla  de proteina P - N P l  inarcada  con metionina-
35 3S ' y de proteina N P l  m arcad a  con metionina-H , p re -

paradas  como se  desc r ibe  en Métodos, h, 1, se redujo, 

se carboximetilô , se t r a tô  con t r ip s in a  y se c rom ato-  

grafiô en una columna Beckman PA-35 (Métodos h, 2). 

La cromatografi 'a se de sa r ro l lô  bajo pres iôn  con un 

gradiente  lineal  de pir idina 0, 2M-acético, pH3, 1 y 

pii idina 2M-acético,  pH5, G. Las  f racciones  se r e c o -  

gieron en viales  que conteman papel GF/A y se d e t e r 

mine la radioactividad total p résen te  en cada una de 

e l la s .

35( -  G— ): P - N P l  m arcad a  con S . (-------©--------- ):
3

N P l  m arcad a  con II ,

F igu ra  29. - E lec t ro fo res is  de las  pro teinas inducidas en

B, subti lis  infectado por el mutante ts  B73 a 42°C,

B. subti lis  IIONA i r rad iad o  e infectado con el mutante
33

ts  B73, se m arco  con metionina-S desde los 15 a
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a los 30 minutos despues de la infeccion a 429C.

B ac te r ia s  infectadas con fago ^29 n o rm al  se m a r c a r o  
i 3

al  rnismo tiempo con metionina-II  (Métodos g, 5 , 1).

Las  cel Lilas se m ezc la ro n  y la co e lec tro fo res is  se

llevo a cabo en geles de 10 cm con ac r i lam ida  10%

y dodecil sulfa to sodico 0, 1% en un si sterna de pH

discontinue (Métodos, m, 2).

( - - — o —— Radioactividad de b a c te r ia s  infectadas 

con 029 norm al .

(-------0 -------- ) Radioactividad de b a c te r ia s  infectadas

con el mutante  ts  B73.

Figura  30. - E lec t ro fo res is  de las  prote inas inducidas en 

B. subti lis  a 42QC.-

B. subti lis llONA crecido  a 42QC se m a rc o  con m e-
35

tionina-S" desde los 15 a los 30 minutos,  se m ezc l  

con un lisado de B. subti lis llONA infectado con 029
3

n orm al  m a rc a d o  con metionina-H , y se som etie ron  

a e lec t ro fo res is  en l a s  condiciones d e sc r i t a s  en la  

f igura 29,

( _  o — — -) Radioactividad de b a c te r ia s  infectadas

con fago norm al .

( e  ) Radioactividad de bacter ias  sin infectar.
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F ig u ra  31. - E lec t ro fo res is  de las  p ro te inas  inducidas en 

B. subtilis infectado con el mutante ts  B 66 a 

429 C.

B. subtilis IIONA ir rad iad o  e infectado con el mu- 

tante  ts B 66, se m arc o  con metionina-S desde 

los 15 a los 30 minutos después de la infeccion a 

429C. B a c te r ia s  infectadas con fago 029 no rm al
3

se m a rc a ro n  al rnismo tiempo con metionina-H"". 

L as  células se m ezc la ron  y se som etie ron  a coe 

lec t ro fo re s i s  en las  condiciones d e sc r i t a s  en la 

figura 29.

(------- o -------- ) Radioactividad de b a c te r i a s  infectadas

con 029 normal .

(------- ®-------- ) Radioactividad de b a c te r ia s  infectadas

con el  mutante  ts  B 66 .

F ig u ra  31. -E le c t ro fo re s i s  de las  pro te inas  inducidas en

B. subti lis infectado con el mutante ts  B74 a 429C

B. subt i lis 110 NA i r rad iado  e infectado con el mu-
35

tante  ts  B74 se m a rc o  con metionina-S desde los



15 a los 30 minutos despues de la infeccion a

429C. B ac te r ias  infectadas con fago 029 no rm al
3se m arc a ro n  al m ism o  tiempo con metionina-H . 

L as  células m a rc a d a s  se m ezc la ron  y se so m e t i e 

ron  a co e lec t ro fo res is  en las condiciones d e s c r i 

tas  en la figura 29. (-------o -------- ) Radioactividad

de bac te r ia s  infectadas con 029 norm al .  (-------&-------- }

Radioact ividad de b a c te r ia s  infectadas con el m u 

tante  ts  B74.

F igu ra  33. - E lec t ro fo res is  de las  pro te inas  inducidas en B. sub

t i l i s  infectado con el mutante ts  B73 a 309C. -

B. subtilis 110 NA i r rad iado  e infectado con el

mutante ts  B73 se m arc o  con metionina-S^^ desde 

los 15 a los 30 minutos después de la infeccion a 

309C. B ac te r ia s  infectadas con 029 n o rm al  se m a r -
3

caron  en las  m is m a s  condiciones con met ionina-H . 

L as  células m a rc a d a s  se m ezc la ron  y se s o m e t i e 

ron  a coe lec t ro fo res is  en las  condiciones d e sc r i t a s

en la figura 29. ( o  ) Radioactividad de

b a c te r i a s  infectadas con 029 norm al .  (------- • --------—)

Radioact ividad de b a c te r ia s  infectadas con el mutante 

t s  B73.
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F ig u ra  34. - Est imaciôn  del peso m olecu la r  de las proteinas

no e s t ru c tu ra le s  inducidas en B. subti lis infectado 

con 029. -

Se dé te rminé  corr iendo  en geles para le los  conte- 

niendo 12, 5% de ac r i lam ida ,  u rea  8M y dodecil 

sulfato sodico 0, 1% las  pro teinas  siguientes de pe 

so m olecu la r  conocido: 1) quirnotripsinôgeno (20 n g r ) ,  

mioglobina (20 y U g r ) ,  citocromo c (20 y U g r ) ,  y los 

péptidos de b rom u ro  de cianôgeno del citocromo c 

(50 yUgr); 2) quimotripsinôgeno (20 yUgr), inmuno- 

globulina G ( 20 yUgr) y seroalbûmina bovina (20 yigr)

y 3) las  p ro teinas  e s t ru c tu ra le s  del fago 029 marca-
14cadas con leucina-C (25. 000 cpm).

("   G-— — ) P ro te in as  e s t ru c tu ra le s  de 029

(_._._ 0 ____ ) P ro te inas  m a rc a d o ra s  no radioact ivas .

Las f léchas indican la posiciôn de las  proteinas no

estructurales  inducidas por 029.
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igura  35. - Sint es is de RNA y proteina en un s is tem a  l ibre  

de células de E. coli . -

La in cuba ci on se llevo a cabo como se descr ibe  en 

Métodos k, en presenc ia  y ausencia  de DNA lineal  

de 029. A los tiempo s indicados, se tom aron  allé no

tas  de 25 yul y se dé te rminé  la radioactividad in-
3

corporada .  a) Se anadieron 2 yuc de U T P -H  a 0, 1 

ml  de mezcla  de reacc ién ,  y se dé te rminé  la radioac 

tividad insoluble en âcido t r ic lo roacé t ico  al 5% frio.
3

b) Se anadieron 0, 8 yuC de leucina-H a un volumen 

de 0, 2 ml y se de termind  la radioact iv idad insolu

ble en âcido t r ic lo roacé t ico  cal iente.

F igu ra  36. - Actividad tipo l isoz im a  sintet izada en un s is tem a  

l ib re  de células de E. coli dirigido por el DNA de 

029 .-

L a  incubacién se llevô a cabo en p resenc ia  y ausencic

de DNA de 029. A los t iempos indicados,  se saca ron

alicuotas de 50 ul y se anadieron a f i l t ros  que con-
 ̂ 3tenian E. coli m arcado  con âcido diaminopimélico-H 

(Métodos, 1), que se  incubaron durante 4 horas  a 

379C. La radioactividad l ibe rada  de un fi lt ro  control 

sin aiïadir alicuota de los ensayos de sm te s is  de

pro te inas  se r e s t é  en todos los casos ,  (-----   o   )

Ensayo s in DNA; (------- • ------   ) Ensayo con DNA de

029.
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Figura  '3 7. - E le c t ro fo re s i s  de las pro te inas  s intet izada s

in vi t ro en un s is tem a  l ib re  de células dir igido 

por el DNA de 029. -

L as  pro teinas  s in te t izadas  in v i tro  en un ensayo d i 

rigido por DNA de 029, y en otro  s in DNA, m a r c a -
14 3das respec t ivam ente  con leucina-C y leucina H

(Métodos k), t r a ta d a s  con RNasa y DNasa se m e z 

c laron y se som etie ron  a e lec t ro fo res is  en geles

content en do ac r i lam ida  12, 5%, u rea  8M y dodecil

sulfato sodico 0, 1% (Métodos m, 1)

(------- ® DNA; ( o  ) - DNA.

F igura  38. - C a rac te r izac iôn  e lec t ro fo ré t ica  de las  prote inas 

s in tet izadas en un s i s tem a  l ib re  de células d i r i 

gido por el DNA de 029. -

Una m ezcla  de pro teinas  sintet izadas in v i t ro  con DNA 

de 029 m arc ad a s  con leucina-C^^ y de pro te inas  indu

cidas en B. subti lis  infectado con 029, m arc ad a s  con
3

leucina-H en un pulso de 20 a 23 minutos (Métodos, 

g, 2) , ‘ se som etie ron  a e le c t ro fo res is  en las  condicio

nes de sc r i t a s  en la figura 37. (  o  ) P ro te inas

inducidas in vivo por 029; ( • --------- ) P ro te inas  s in 

te t izadas  in v i t ro  con DNA de--029.
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F ig u ra  39. - Localizaciôn de los mutantes  sensibles  a su- 

p re s o r  sobre  el mapa genctieo l ineal  de 029. -

F ig u r a  40. - D esa r ro l lo  de m u ta n te s  sus en B. subtilis IIONA. -

B. subtilis IIONA ir rad iado  con luz u l tra  vio leta 

se infecté con 02 9 norm al  o con distintos m u tan 

tes  sus a una m ultiplicidad de 2o fa go s por bac te r ia  

A los t iempos indicados, se tom aron  alicuotas de 

los cultivos y se va lorô  el fago total p résen te  s o 

b re  bac te r ia  indicadora B. subti lis 168MO-99 (su ') 

(Métodos c).

(--------- 0 ------- ) 029 normal;  ( - o  -)  sus M1241r

(--------- A ------- ) sus N212; ( -----------A---- ) sus 144.

F ig u r a 41. - Densi tom etr ia  de las pro te inas  tem pranas  inducidas 

en B. subtilis infectado con 029, anal izadas por 

e lec t ro fo res is  en pH discontfnuo y au torrad iogra f ia

B. subtilis IIONA i r rad iado  e infectado con el fago
, , 14029, se m a rc é  con una m ezcla  de aminoâcidos-C
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(Métodos g, 6) en un pulso de 5 a 13 minutos d e s 

pués de la infeccion. Un cuitivo control  de bac te r ia  

sin infectar  se m arco  en las  m ism a s  condiciones . 

Las  proteinas m arc ad a s  se anal izaron  por e le c t r o 

fo res is  en geles con gradiente  de ac r i lam ida  entre  

el 10 y el 20% y au to r rad iogra f ia  (Métodos m, 3).

( -----------------) Densi tometr ia  del au to r ra d io gram a de

las  pro te inas  inducidas en b ac te r ia s  infectadas con 

029; ( ' - ------------   ) B a c te r ia s  sin infectar .  Se indi

can con una flécha las p ro te inas  tem p ran a s  induci

das por el fago.

F ig u ra  42. -D ensi tometr ia  de las  pro te inas  ta rd ia s  inducidas en 

B. subt ilis infectado con 029, anal izadas por e le c 

t ro fo re s i s  en pli discontinue y au to r rad iogra f ia .  -

B. subti lis  IIONA i r rad iado  e infectado con 029 se 

m arc o  con una mezcla  de aminoâcidos-C 14 en un 

pulso de los 20 a 28 minutos (Métodos g, 6). Las  

prote inas m arcad as ,  se anal izaron  por e le c t ro fo re 

s is  en geles de pH discontinue en las  condiciones

d e sc r i t a s  en la figura 41. ( ----------- -— ) D ens i tom etr ia

correspondiente  a b a c te r ia s  infectadas con 029;

( — —------ — ) B a c te r ia s  sin in fectar .  E s tân  indicadas

las  posiciones de las  pro te inas  inducidas tem pranas ,  

y se seiialan con una flécha las  posiciones de las 

pro te inas  ta rd ias .
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F ig u ra  -43. - D ens i tom etr ia  de las  prote inas e s t ru c tu ra le s  del 

fago 029 y de cabezas  vacfas del fago. -

El  bacteriôfago 029 y las  cabezas vacfas obtenidas

en los l isados procedentes  de b a c te r ia s  infectadas
14con 029, m arcado s  con leucina-C y purif icados 

como se descr ibe  en Métodos f, se som etieron  a 

e le c t ro fo res is  en geles con gradiente  de acr i lam ida  

del 10 al  20%, en p resenc ia  de dodecil sulfato s o 

dico 0, 1%. Los geles se secaron ,  se som etie ron  a 

au to rrad iogra f ia ,  y p o s te r io r  densi tometr ia .

( --------------) Fago  029; ( - ----------  ) cabezas vacfas .

F i gura 44. - Autorrad iograf ia  de las  pro te inas  inducidas por

los mutantes  sus R629, sus F515, sus K91, su s05  

y sus Q626, m a rc a d a s  en un pulso temprano.  -

Diferen tes  cultivos de B. subt i lis IIONA ir rad iado

con luz u l trav io le ta  se  infectaron con los mutantes

sus indicados, y la s  pro teinas  inducidas se m a r c a -
14ron  con una m ezc la  de aminoâcidos-C con un pulso 

de 5 a 13 minutos (Métodos g, 6 ). Como control  se 

m a rc a ro n  de igual m a n e ra  un cuitivo infectado con 

029 normal ,  y o tro  sin infec tar .  Las  prote inas m a r -
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cadas,  se  anal izaron  por e le c t ro fo re s is  en geles 

de gradiente  de ac r i lam ida  entre  el 10 y el 20%, 

en p resenc ia  de dodecil sulfato sodico. Los geles 

se secaron  y se som etie ron  a au torrad iogra f ia  

como se descr ibe  en Métodos m, 3. Las  f léchas 

indican las  p ro te inas  que faltan en los distintos 

mutantes .

F ig u ra  45. -Autorrad iograf ia  de las  pro te inas  inducidas por los 

mutantes  sus R629, sus F515, sus K91, sus 056 y 

sus Q 626, m arcad o s  en un pulso tard io .  -

L as  pro te inas  inducidas por es tos  mutantes  se 

m a rc a ro n  en las  condiciones d e sc r i t a s  en la f i 

gura 44, en un pulso de 20 a 28 minutos.  El 

cuitivo infectado con el mutante Q626, se m arco  

en un pulso adicional  de los 35 a los 43 minutos (b), 

El  r e s to  de las  condiciones expérimenta les ,  son 

las d e sc r i t a s  en la f igura 44. L as  f léchas indican 

las  pro te inas  que faltan en los dist intos mutantes .
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F ig u ra  46. -Autorradiograf ia  de las  proteinas  inducidas por 

los mutantes  sus J614, sus G769, sus A422r3, 

sus E136r3, sus 11542 y sus B47, m arc ad a s  en 

un pulso temprano. -

Las  proteinas inducidas por estos  mutantes  se m a r 

caron en las  condiciones d e sc r i t a s  en la figura 44, 

mediante un pulso de 5 a 13 minutos y se anal izaron 

por e lec t ro fo res is  en gradiente  de acr i lam ida  y au to

r rad iog ra f ia  (Métodos m, 3).

F i g u r a 47. - Autorradiograf ia  de las  p ro te inas  inducidas en

condiciones r e s t r i c t iv a s  por los mutantes  sus J614, 

sus G769, sus A422r3, sus E136r3, sus H542 y 

sus B47, m arc ad a s  en un pulso tard io .  -

L as  pro te inas  inducidas por es tos  mutantes  se m a r c a 

ron.  y anal izaron en la s  condiciones d e sc r i ta s  en la - 

figura 44, mediante un pulso de 20 a 28 minutos.  Las  

fléchas indican las pro te inas  que faltan en los d is t in 

tos mutantes.
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F ig u ra  48. - E lec t ro fo re s is  de las  proteinas inducidas en 

B. subt i lis IIONA infectado con el fago p29 .-

B. subtilis i r rad iado  e infectado con 029 se m arco
14

con leucina-C desde el minutq 20 al 28 después 

de la infeccion. Un control  de b a c te r ia s  sin in fec

t a r  se  m arco  en las  m is m a s  condiciones con leuci-
3

na-H . (Métodos g, 6). Se m ezc la ron  a licuotas  de 

los dos cultivos y se som etie ron  a e lec t ro fo res is  

en geles de gradiente  de acr i lam ida  entre  el 10 y 

el 20% en p resenc ia  de dodecil sulfato sodico 0, 1%. 

Los geles se p ro cesa ron  como se desc r ibe  en Mé

todos m, 1. ( o  ) P ro te inas  inducidas en

B. subti lis infectado con 029. ( -o------ ) P ro te inas

m a rc a d a s  en B. subti lis sin infectar .

F ig u ra  49. - Radioactividad especif ica  de 029 en geles de g r a 

diente de ac r i lam ida .  -

La radioact iv idad especif ica  de las  p ro te inas  indu

cidas por 029, que se m u es t ra n  en la f igura 48, se 

calculé por el método de Mayol y S insheimer  (99)
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F ig u ra  50. -C oe lec t ro fo res is  de las  pro teinas  inducidas por el 

mutante sus E136r3 frente a las  proteinas e s t r u c 

tu ra le s  del fago 029. -

L as  pro teinas  inducidas por el mutante sus E136r3 

m arc ad a s  con l e u c i n a - C c o m o  se descr ibe  en Mé

todos g, 6 se m ezc la ron  con fago 029 m arcado  con
3

mezcla  de aminoâcidos-H y purifie  a do como se des-  

cribiô en Métodos, f, y se som etie ron  a e le c t ro fo re 

sis  en las condiciones d e sc r i ta s  en. la f igura 48.

(-------- ©--------- ) pro teinas inducidas por el mutante sus

E136r3; ( -o-  — ) proteinas e s t ru c tu ra le s  de 029.

F ig u ra  51. - Coe lec t ro fo res is  de las  proteinas inducidas en 

B. subti l is  IIONA infectado con el mutante sus 

E136r3 y de las  prote inas m arc ad a s  en b a c te r ia s  

sin infec tar .  -

B. subti lis IIONA ir rad iado  e infectado con el mutante 

sus E136r3, se  m arco  con leucina-C desde el m i 

nute 20 al 28 después de la infeccion. Un control  

de bac te r ia s  sin infectar  se m arco  en las  m ism a s
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3condiciones con leucina-H (Métodos g, 6), y se - 

mezclô  con las  b ac te r ia s  infectadas, p a ra  some- 

t e r l a s  a co e lec tro fo res is  en las  condiciones de la

figura 48. ( ------- ®------) P ro te inas  inducidas por el

mutante  sus E136r3; (  - o  ) P ro te ina s  m a r 

cadas en B. subti lis  IIONA sin infectar .

F ig u ra  52. - Radioactividad especif ica  del mutante sus E136r3 

en geles de gradiente  de ac r i lam ida ,  -

La  radioact ividad especif ica de las pro te inas  indu

cidas en B. subt i lis IIONA por el mutante sus 

E136r3, que se m u es t ran  en la figura 51, se c a l 

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

F ig u ra  53. - C oe lec t ro fo res is  de las  prote inas inducidas por 

el mutante sus H542 frente  a las p ro te inas  e s 

t ru c tu ra le s  del fago 029, -

L a s  pro te inas  inducidas por el mutante sus H542
14m arcadas  con leucina-C (Métodos g, 6), se m e z 

c la ron  con fago 029 m arcado  con m ezc la  de aminoâ
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3
cidos-II  y' purif icado como se descr ibe  en Méto

dos f, y se som etieron  a coe lec tro fo res is  en las  

condiciones d e sc r i ta s  en la figura 48.

(------- ® ) P ro te inas  inducidas por el mutante

sus 11542; ( --------o-------) P ro te inas  e s t ru c tu ra le s

de 029.

F ig u ra  54. - C oe lec t ro fo res is  de las  prote inas inducidas en 

B. subtilis IIONA infectado con el mutante sus 

H 542 y de las pro teinas m arc ad a s  en b a c te r ia s  

sin infec tar .  -

B. subt i lis IIONA ir rad iado  e infectado con el mu-
14

tante sus H542, se m arc o  con leucina-C desde 

el minute 20 al 28 después de la infeccion. Un 

control  de b ac te r ia s  sin infectar  se m arco  en las
3

m is m a s  condiciones con leucina-H (Métodos g, 6), 

se mezclô con las b ac te r ia s  infectadas y se some- 

tiô a coe lec tro fo res is  en las condiciones d esc r i t a s  

en la f igura 48.

( G ) P ro te inas  inducidas por el mutante

sus H542; ( o  -) P ro te inas  m arc ad a s  en

B. subtilis IIONA sin infectar.
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Figura  55. - Radioactividad especif ica  del mutante  sus H542 

en geles de gradiente  de ac r i lam ida .  -

La radioactividad especif ica de las  pro te inas  indu

cidas en B. subti lis  IIONA por el mutante  sus 11542, 

que se  m u es t ran  en la figura 54, se  calculé  por el 

método de Mayol y S insheimer  (99).

F igura  56. - Autorradiograf ia  de las p ro teinas  inducidas por 

los mutantes  sus I44r3, sus L53, sus L55r3, 

sus M1241r3, sus N212, sus D241r3 y sus P I  12 

m arc ad a s  en un pulso temprano.  -

Dis t in tas  a licuotas de un cuitivo de B. subti lis IIONA 

ir rad iado  con luz ul traviole ta  se infec ta ron  con los 

mutantes  sus indicados y la s  p ro te inas  inducidas se 

m a rc a ro n  mediante  un pulso de 5 a 13 minutos (Mé

todos g, 6). Como control,  se m arc o  de igual m anera  

un cuitivo infectado con 029 norm al ,  y o tro  sin infec

t a r .  Las  pro teinas  m arc ad a s  se  ana l izaron  por e lec 

t ro fo re s i s  en plaça de gel de ac r i lam id a  (gradiente 

en tre  el 10 y el 20%), y po s te r io r  au tor rad iogra f ia  

(Métodos m, 3). L as  fléchas indican las  p ro te inas  que 

faltan en los dist intos mutantes .
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F ig u ra  57. - Autorrad iograf ia  de las  p ro te inas  inducidas por 

los mutantes  sus I44r3, sus L53, sus L55r3, 

sus M1241r3, sus N212, sus D241r3 y sus P I  12, 

m a rc a d a s  en un pulso tardio .  -

L as  pro te inas  inducidas por los mutantes  indicados,  

se m a r c a i ’on en las condiciones d e sc r i t a s  en la  f igu

r a  56, en un pulso de 20 a 28 minutos. E l  cuitivo 

infectado con el mutante  sus M1241r3 se m arco  en u 

pulso adicional de los 35 a los 43 minutos(b). Las con

diciones expér imenta les  para  el anâ l is is  de las  p r o 

te inas  m arc ad a s ,  son las  d e sc r i t a s  en la figura 56. 

L as  fléchas indican las  prote inas que faltan en los 

dist intos mutantes .

F ig u ra  58. - D esa r ro l lo  de los mutantes  tsl810 y ts  J116 en 

B. subtilis IIONA a 309 y  429C. -

B. subti lis  11 ON A i r rad iado  con luz u l traviole ta  se 

infectô con los mutantes tsI810 y ts  J116, y se sepa 

r a r o n  a licuotas  que se incubaron a 309 y  4 2 9 C .  A 

los t iempos indicados,  se tomaron  al icuotas  de los 

cult ivos,  y se valorô el fago to ta l  p résen te  sobre
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b ac te r ia  indicadora B. subti lis  IIONA a 309C 

(Métodos, c).

( - •  — - ) 029 normal;  ( --------®-------- ) tsI810,

309; (-------^ --------- ) ts  1810, 429C; (  o  -)

ts  J116, 309; (------T Ù r - - ) ;  ts  J l lG ,  429.

F ig u ra  59. - Autorradiografia  de las  pro te inas  inducidas por 

el mutante ts 1810 en condiciones p e rm is ivas  y 

r e s t r i c t iv a s .  -

Dos cultivos de B. subtilis IIONA ir rad iado ,  uno 

infectado con el mutante tsISlO y otro sin infectar ,  

se  dividieron en alicuotas que se incubaron a 309  

y 429C ( tem pera tu ra  permisiyu y r e s t r i c t iv a  r e s 

pectivamente para  el mutante ts) .  Las  alicuotas 

incubadas a 309 se m a rc a ro n  mediante  un pulso de

20 a 28 minutos después de la infeccion con leucin" 
14C , y las  incubadas a 429C se m a r c a r o n  de igual

m anera  en un pulso del minuto 10 al  18. Un cuitivo

infectado con 029 normal ,  se incubé a 429 y se
14m arco  del minuto 10 al  18 con leucina-C (Método 

g, 5).

L as  pro teinas m arcadas ,  se  anal izaron  en las  con

diciones d e sc r i ta s  en la f igura 56.
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F ig u ra  60. - Autorrad iograf ia  de las  proteinas  inducidas por 

el mutante ts  J116 en condiciones pe rm is ivas  y 

r e s t r i c t iv a s .  -

Dos cultivos de B. subti lis  IIONA ir radiado,  uno i n 

fectado con el mutante  tsJ116 y otro s i n . infectar , se 

dividieron en a licuotas que se incubaron a 309 y 429C

L as  alicuotas incubadas a 309 se m arc a ro n  con leu-  
14cina-C mediante un pulso de 40 a 48 minutos d e s 

pués de la infeccion, y las incubadas a 429C, se 

m a rc a ro n  de igual m anera  en un pulso del minuto 

20 al  28. Un cuitivo infectado con 029 normal ,  incu-

bado a 429, se m arco  del minuto 20 al 28 con leuc i-  
14 ‘na-C  (Métodos g, 5). L as  pro te inas  m arcad as  se 

anal izaron  en las  condiciones d esc r i t a s  en la figura

56.

F ig u ra  61. - Mapa genético l ineal  de 029; Corre lac iôn  gen -p ro -  

teina y direcciôn de t ranscr ipc iôn .  -
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