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LISTA DE SIMBOLOS Y SIGLAS
A —

A, : absorbancia a la longitud de onda X\ .
ADP: adenosina difosfato.

ATP: adenosina trifosfato.

% c: grado centigrado.

cm: centimetro.

CM: cloranfenicol.

cpm: cuentas por minuto,

pCi: microcurie,

DA: fenotipo DA: fenotipo caracterizado por terminaciédn anticipada
(respecto al silvastre) de la sintesis de DNA,

dCMP: &cido deoxicitidi{lico.

DD: fenotipo DD: fenotipo caracterizado por iniciaciédn retardada
(respecto al silvestre) de la sintesis de DNA.

DNA: &cido deoxirribonucleico.

DO: fenotipo DO: fenotipo defectivo en sintesis de DNA.
DO) : densidad 6ptica a la longitud de onda X\ .

dTTP: deoxitimidina trifosfato.

duMP: &cido deoxiuridf{lico.

dUTP: deoxiuridina trifosfato.

B>\: absorbancia especi{fica (unidades de absorbancia por unidad de
longitud y de concentracién) a la longitud de onda A .

g: gramo.

Mg: microgramo.

GDP: quanosina difosfato.

'gp: producto del gen: entidad por la cual se expresa el gen.
GTP: guanosina trifosfato.

HMU: S5-Hidroximetiluracilo.

l: litro.

M: molar.

mg: miligramo.

m.i.: multiplicidad de infecciédn.
ml: mililitro.

min: minuto.



mRNA: &cido ribonucleico mensajero.
NAL: &cido nalidixico.

nm: nanometro.

Pi: fosfato.

P.M.: peso molecular.

% (p/v): gramos de soluto por cada 100 ml de soluciébn.
RIF: rifampicina.

RNA: &cido ribonucleico.

rpm: revoluciones por minuto.

sus: fenotipo sus: fenotipo supresible.
TCA: &cldo tricloroacético.

ts: fenotipo ts: fenotipo sensible a la temperatura.
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I. EL BACTERIOFAGO SPO 1 Y SU DESARROLLO EN Bacillus subtilis.

El bacteriofago SPO 1 fue aislado por S. Okubo (Okubo &
col., 1964). Es un bacteriofago grande, cuyo DNA, de doble cadena,
tiene un peso molecular (P. M.) aproximado de ‘108 Daltons (Studier,
1965; Doty & col., 1968) y una composicién de bases poco frecuente.

En efecto, su DNA cuarece de timina y en su lugar contie-
ne S-hidroximetiluracilo (HMU); en este sentido es similar a otros
bacteriofacos de B. subtilis, tales como SP 6, SP 7, 5P B, SP 9,

'sp 13, Sp 82, 5C, 2 C, @ 25 y ¢ E (Aposhian, 1965). Zsta composi-
cién especial de 1a molécula ce DNA da lugar 8 una densidad de flpo
tacibn en CsCl per encima de lo habitual, 1.74 g/cm3 (Okubo & col.,
1964) y una menor estabilidad de la doble hélice a la temperatura,.
La temperatura de "melting" (Tm) es .75° C, mientras que serfa 88° ¢
si contuviera timina, ya que =l contenido de GC es 45 % (Okubo &
col., 1964). '

Se han aislado unos doscientos mutantes letales condicip
nales, de tipo supresible (Okubo & col., 1972) y sensibles a la
temperatura (AAén, 1974; Glassberg & col,, 1977 ¢c). Estos mutantes
han sido clasificados por complementacibén en 36 cistrones. Se ha
confeccionado un mapa genético, mecdlante cruzas de dos y tres pun-
tos, en el que se ublcaron treinta y cuatro de esos cistrones;
los mutantes de los dos cistrones restantes (35 y 36) presentan
frecuenclas de recomblnacién muy altas con cualquiera de los repre
sentantes de los otros genes, por lo que podrian ubicarse en uno o
ambos extremos del mapa (Okubo & col., 1972).

Dado que el tamafio del genoma (alrededor de 2 x 105 pares
de bases), permite suponer un nimero de funciones superior a cien,
es muy posible que muchos cistrones ain no hayan sido identificados.

Durante el desarrollo del bacteriofago, se pueden distinguir
diversas etapas caracterizadas por la sintesis de los diferentes precur
sores de particulas virales, de moléculas con funciones requlatori:s, de

otras destinadas a reprimir la sintesis de componentes bacterianos,



el armado de los virus de la progenie y la lisis final,

Estas etapas han sido estudiadas con distinta intensidad,
durante el ciclo litico de SPO 1., Un esquema que muestra algunos
de los principales conocimientos actuales, se presenta en la Figu-
ra 1, que se analiza en detalle mis adelante.

En general, se ha utilizado la cepa 168 M de B. subtilis,
infectada a 37° C, aun cuando.SPO 1 infecta también a otras cepas
y a diferentes temperaturas. Aqul nos referiremos, a menos que sea
aclarado, a la infeccibdn de B. subtilis 168 M a 37° ¢ por SPO 1,

A lo largo de esta introducciédn se realizardn ocasionales
comparaciones entre SPO 1 y otros bacteriofagos, en particular T 4.
Esas referencias a T 4 tienen el propbésito de establecer diferen-
cias o similitudes entre SPO 1 y un bacteriofago ampliamente cono-
cido, que posee un genoma de tamafio comparable y con una composi-
ciédn de bases que tamhién incluye una poco frecuente (S-hidroxime-

til citosina en reemplazo de timina).

A. Efectos sobre la bacteria.

El metabolismo bacteriano sufre cambios dr&sticos luego
de la infeccibdn. La sintesis de DNA de B. subtilis se detiene al
cabo de 6-8 minutos post-infeccibdn. Esta conclusién ha sido extrai
da de diferentes experiencias. Shub (1966) midié la incorporacién
de timina en material estable al 4lcali y precipitable con 4cido;
este precursor puede incorporarse a DNA bacteriano pero no al vi-
ral, pues éste no contiene timina y no hay una ruta metabdlica 61-
recta que permita transformarla en HMU. Wilson (1969) aproveché 1la
diferencia en la densidad de flotacié&4n de ambos DNAs en CsCl para
separarlos y as{ determinar la sintesis de cada uno de ellos des-
pués de la infeccién. Estos qradientes de densidad tambi&n indica-
ron que el genoma bacteriano no se degrada, aln a tiempos largos
post-infeccién. Por otra parte, Gage (1969) llegd a conclusiones
similares midiendo 1a sintesis de DNA total en bacteriss infecta-

das con mutantes de 5PO 1 defectivos en replicacié4n (DO).
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rigura 1, Sintesis de RNA y DNA dyrante el desarrollo del bacte-
riofago SPO 1.

Las barras horizontales representan la sintesis de las distintas
clases de MRNAs virales, definidas por ensayos de hibridizacién-
competicién. Las clases han sido denomipadas e, em, m, mn1, mlyl.
} gpx indica el requerimiento del producto del gen X.

La escala de tiempo se inicia con la infeccibébn y corresponde al
ciclo litico de SPO 1 silvestre en B. subtilis 168 M a 37° C.
Para la confecciédn de este esquema se han tomado datos de Grau &
col., 1970; Gage & Geiduschek, 1971 a; Fujita & col., 1971; Okubo
& col., 1972; AfAén & Grau, 1973; Fox, 1976; Fox & col., 1976 y
Tjian & Pero, 1976,

gp28 no ha sido inclui{do dentro de los productos necesarios para
la replicacién debido a que no es éste su efecto primario.



La preservacién del genoma bacteriano habfa sido sugeri-
da por Okubo & col. (1964), quienes hablan logrado la transferen-
cia de marcadores por transformacién, usando DNA de bacterias in-
fectadas como donante. Posteriormente, Yehle & Ganesan (1972) ob=-
tuvieron 1os mismos resultados en experiencias similares.

Es probable que la detencibdn de 1la replicaciédn bacteria-
na sea consecuencia directa de la actividad del bacteriofago. Algu
nas funciones virales est&n dirigidas a hidrolizar los nucleétidos
de timina o a evitar su sintesis. E1l conocimiento de estas funcio-
nes deriva de estudios realizados con otros bacteriofagos, SP 8,

5 C, # E, pero los mecanismos parecen ser comunes a todos los miem
bros del grupo que contiene HMU (Roscoe & Tucker, 1964; Marmur &
col., 1963; Aposhian, 1965; Aposhian & Tremblay, 1966; Haslam &

col., 1967; Roscoe, 1969 a y b).

B. Sintesis de proteinas.

La sintesis de numerosas protef{nas de B, subtilis es re-
primida poco después de la infeccibédn con SPO 1 (Shub, 1966). Sin
embargo, otras siguen produciéndose; as{, se obtiene incorporacién
de aminodcidos radioactivos a protefnas ribosomales durante el de-
sarrollo del bacteriofago.

En cuanto a las protefinas virales, Shub (1966) elaboré
un diagrama de aparicién y desapariciédn de diferentes polipéptidos
durante el desarrollo de SPO 1. Los estudios fueron realizados me-
diante marcacién con precursores radioactivos y fraccionamiento e-
lectroforético en geles de poliacrilamida. Shub agrupé las protef-
nas virales en tres clases. Las pertenecientes a la clase uno se
sintetizan en perfodns tempranos del desarrollo y probablemente
son productos de la traduccié4n de mRNAs de las Clases e y/o em
(Ver mds adelante). Entre esta: protefnas seguramente debe encon-
trarse el producto del gen 28, protefna requlatoria a la cual nos

referiremos luego.

Hacla los seis minutos post-infeccibdn se detectan los



polipéptidos de la clase dos, que continian produciéndose hasta des
pués de iniciada la sintesis del DNA viral. Esta segunda clase in-
cluye dos enzimas necesarlas para la replicacién, la dCMP deaminasa
(wilson, 1969; Shub, 1975) y la dUMP hidroximetilasa (Haslam & col.,
1967), la actividad DNA polimerasa (Yehle & Ganesan, 1973) y las
proteinas regulatorias gp33 y gp34 (Fox, 1976).

La tercera clase de proteinas virales aparece en periodos
més tard{os del desarrollo (post-replicacién) y continGa hasta la
lisis; representantes de esta clase probablemente sean las protef{-
nas estructurales del bacteriofago (Fujita & col., 1971) y la liso-

zima (Okubo & col., 1972).

Estos cambios en la composiciédn de los productos de la
traduccién son posiblemente la consecuencia de modificaciones en la
calidad y proporcién relativa de los mRNAs sintetizados a lo largo

del ciclo litico de SPO 1.

C. Sintesis de RNA.

La transcripcibdn en una bacteria infectada da origen a
productos codificados por ambos genomas, viral y bacteriano. Los me
canismos de los que se vale el bacteriofago para modular la trans-
cripciébn en su beneficio ha sido uno de los problemas bioquimicos
mds atrayentes de los Gltimos afios, pues se lo ha considerado como
un caso relativamente sencillo de regulaciédn de la expresiédn genéti
ca. En este sentido y a pesar de haber sido menos estudiado que al-
gunos bacteriofagos de E. coll, SPO 1 ha permitido establecer ine-
quivocamente algunas de las formas por las que el genoma viral pue-
de dirigir su propia expresién, modificando apropiadamente la dota-
cibn enzimética celular.

Los estudios de sfntesis de RNA en B. subtilis infectado
con SPO 1 fueron iniciados utilizando técnicas de hibridizacién de
RNA a DNA con y sin competicibén por otros RNAs (Gage, 1969; Gage &

Geiduschek, 1967; Gage & Geiduschek, 1971 a y b).



El resultado de esas investigaciones fue la formulacién
de un programa de transcripcién, cuyos aspectos salientes son la
presencia de, por lo menos, seils clases de mRNAs virales, cuya apa
ricién y desaparicién permite agruparlas en tempranas (e y em), in
termedias (m, m,1 y m,1) y tardfa (1), en concordancia con lo ob-
servado respecto a sintesis de protefnas (Figura 1).

Dentro del primer minuto post-infeccién, comienza la sin
tesis de mRNAs virales, cuya proporcién relativa (estimada como la
fraccién del RNA total que hibridiza a DNA de SPO 1) va creciendo
hasta los 5-7 minutos, en que alcanza niveles del orden del 30-50 %,
luego disminuye ligeramente para incrementarse nuevamente y mante-
ner hasta la lisis un nivel del 30-50 %.

La transcripcién del genoma bacteriano queda reducida a
niveles muy bajos, aunque no se anula y puede recuperarse si exis-
ten bloqueos en el desarrollo viral.

Un panorama similar ha sido observado durante la infecciébn
de B. subtilis por el bacteriofago SP 82 (Spiegelman & Whiteley,
1974).

Los mRNAs virales tempranos de SPO 1 (e y em) son produ-
cldos adn cuando la sintesis de proteinas se encuentre inhibida
por cloranfenicol (Gage & Geiduschek, 1967). A su vez, una prepara
cié4n de RNA polimerasa obtenida de bacterias no infectadas, trans-
cribe DNA de SPO 1, produciendo mRNAs tempranos (Grau y col., 1970),
suglriendo que no se necesitan modificaciones virales del aparato
de transcripciédn celular para la s{ntesis de dichos RNAs.

Esta caracteri{stica de la transcripciédn de los primeros
mensajes codificados por el bacteriofago la presentan también otros
virus bacterianos, como SP 82 (Spiegelman & Whiteley, 1974), T 4
(Jalser & col., 1970) y T 7 (~iegel & Summer, 1970).

La sintesis de las clases intermedias de mRNAs codifica-
dos por SPO 1 es dependiente de la si{ntesis de protefnas. En parti
cular depende de la traducciédn de un mRNA temprano que contiene el

mensaje para el producto del qen 28 (gp28).



Mutantes en el gen 28 no transcriben mRNAs intermedios
en condiciones no permisivas (Grau & col., 19703 Fujita & col,,
19713 AA6n & Grau, 1973). Estas observaciones sugirieron que gp28
podria ser el responsable de conferir a la RNA polimerasa bacteria
na la especificidéd necesaria para reconocer los promotores corres
pondientes a los mensajes intermedios (Fujita & col., 1971).

Estas especulaciones han sido plenamente comprobadas por
una serie de evidencias que han probado que gp28 es una pfoteina
de P. M. 28000, que se asocia a la RNA polimerasa bacteriana, copy
rifica con ella y le proporciona la capacidad de transcribir los
mensajes intermedios (Afién & Grau, 1973; Duffy & Gelduschek, 1973
ayb; Fox & Pero, 1974; Duffy & Geilduschek, 1975; Pero & col.,
1975 a; Fox & col., 1976).

M&s ain, la enzima bacteriana puede ser modificada "in
vitro" por gp28 y as{ sintetizar mRNAs intermedios (Duffy & col.,
1975).

Ademis, la transcripciébn "in vitro" con enzima modifica-
da por gp28 produce mRNAs intermedios funcionales; en efecto, en
un sistema de sintesis de protefnas acelular dependiente de DNA de
SPO 1 y RNA polimerasa de bacterias infectadas, se obtiene produc-
cién de dCMP deaminasa (Swanton & col., 1975).

Por otra parte, gp28 y/o otro producto codificado por
SPO 1 (probab}emente gp33) afectan la unién de la RNA polimerasa
al DNA, aumentando la afinidad por DNA de SPO 1 y disminuyéndola
respecto a DNAs heterbdlogos. La enzima puede formar as{ complejos
de iniclacién especificos, propiedad que no exhibe la RNA polimera

sa de bacterias no infectadas (Duffy & Geiduschek, 1976).

En el caso del bacteriofago T 4, la transcripciédn de la
sequnda clase de mRNAs (temprano-retardada), es dependiente de 1la
sintesls de protefnas (Salser & col., 1970). Se propusieron dos mo
delos para interpretar este requerimiento. El primero consideraba

que uno de los mRNAs de la primera clase dirigirfa la sintesis de



una protef{na antagonista del factor de terminaciédn bacteriano, rho
(salser & col., 1970), permitiendé as{ que 1la transcripciébn conti-
nde hacia los genes temprano-retardados. El segundo proponfa que
el producto viral modificarf{a la especifidad de la RNA polimerasa
bacteriana, para reconocer los promotores temprano-retardados (Tra
vers, 1969 y 1970).

Recientemente se ha .demostrado que realmente existe una
proteina codificada por T 4, que gobierna la iniciacién de los
mRNAs pertenecientes a la seqgunda clase (Linder & Sk81d, 1977), pe
ro no se conoce ain qué gen codifica para esta protefna regulato-
ria, E1 mecanismo de accién de este producto corresponderfa, segin
Linder & Sk81d (1977), al segundo de 1los pfopuestos, pero no se
descarta la existencia de una actividad anti-rho. Es posible que

operen ambos mecanismos, de modo complementario.

La iniciacié4n de la transcripcié4n de los mRNAs interme-
dios de SPO 1 ocurre al mismo tiempo que la represiédn de la clase
temprana e. Una causa de esta coincidencia podr{a ser la nueva es-
pecifidad de la RNA polimerasa. A este respecto, la enzima que con
tiene gp28 no transcribe mRNAs e, "in vitro" (Duffy & Geiduschek,
1975; Pero & col., 1975 a y b).

Otra posibllidad serfa la existencia de un represor de
la transcripcién de la clase e. Se ha aislado y purificado un re-
presor de la transcripcibdn a partir de bacterias infectadas con
SPO 1 (wilson & Geiduschek, 1969; Johnson & Geiduschek, 1972). Se
trata de una proteifna b&sica, de P. M. 11500 Daltons. Su sintesis
se inicia después de la infeccién y se acumula en gran cantidad
en la bacteria infectada. Esta proteina, llamada TF 1, tiene alta
afinidad por DNA de SPO 1 y de otros bacteriofagos de B. subtilis
que contienen HMU (Wilson & Geiduschek, 1969). TF 1 inhibe "in vi-
tro" la sintesis de proteinas dependiente de DNA de SPO 1, pero no
la dependiente de DNA de T 4 (Wilhelm & col., 1972) ni la traduce

cién de mRNAsS de SPO 1 (Shub & Johneon, 1975).



Sin embargo, no se tiene una evidencia clara de qué fun-
eién cumple TF 1 "in vivo", pues no parece ser un inhibidor espe-
ci{fico de la sintesis de mRNAs de clase e, sinoque su unibén al DNA
1imita la transcripciédn de div->rsos genes (Shub & Johnson, 1975).
) Por otra parte, no se conoce qué gen codifica para TF 1
ni se han estudiado mutantes de SPO 1 que no transcribiendo genes
intermedios continlen transcribiendo los genes tempranos. Esta
Gltima situacién se observa si se inhibe la sintesis de protelnas
en la bacteria infectada (Gage & Geiduschek, 1967). En estas con-
diciones, no se inicia la transcripcién de genes intermedios y la
de los tempranos continda hasta por lo menos 28 minutos post-in-
feccibn. Por otra parte, dado que la carencia de gp28 impide 1la
sintesis de mRNAs intermedios sin afectar la represién de 1la
transcripciédn temprana, (Fujita & col., 1971) debe existir otro
producto viral que ponga término a la sintesis de los mRNAs de
Clase e.

La otra clase temprana, em, deja de transcribirse cuan-
do gp28 esté inactivo pero no en presencia de cloranfenicol. Sin
embargo, su terminacién no es simulténea con la de la clase e, si
no posterior, hacla los 12 minutos post-infeccién. A este tiempo
también se reprime la transcripciédn de la clase intermedia m, por
un mecanismo no conocido, que podria ser comin al de la clase em,
aunque ésta Ultima es reprimida aﬁn cuando no se transcriba la
clase m.

De manera que sabemos muy poco sobre la represié4n de la
transcripcién en este sistema y no hay pruebas de que TF 1 cumpla

alguna/s de estas funciones "in vivo".

La sintesis de por lo menos dos de las clases de mRNASs
intermedios (m vy E@l) sblo requerirfa la modificacidn introducida
por gp28 en el aparato de transcripcién bacteriano (posiklemente
también se transcriban ag{ algunas especies‘mzl).

La transcripcibén de la sexta clase de mRNAs, 1, post-

replicativa, de la mayor parte de las especies gzl Y, en general,
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la transcripcién tardfa, estd condiclonada por la actividad de los
genes 33 y 34 (Fujita & col., 1971) y la replicacié4n del DNA (Gage
& Gelduschek, 1971 b).

La funcién de los productos de los genes 33 y 34 ha sido
dilucidada y consiste en una modificacién de la especificidad de
la RNA polimerasa.

Estos productos son dos proteinas, de P. M, 24000 (gp34)
y 13500 (gp33) (Fox, 1976), que copurifican con la RNA polimerasa
(Fox & Pero, 1974) y le confieren capacidad de transcribir "in vi-
tro" genes tardfos (Pero & col., 1975 b). As{ mismo, la adicién de
ap33 y gp34, purifi¢ados, al nlicleo de RNA polimerasa bacteriana,
(polipéptidos <, /3 p'), permite la sintesis de mensajeros tardios
(Tjian & Pero, 1976).

S1 blen es claro que gp33 y gp34 son los responsables de
la transcripciébdn viral tardia en B. subtilis infectado con SPO 1,
algunos aspectos de esta segunda modificacié4n de la maquinaria de
transcripciédn no estén aclarados.

As{ Tjian & Pero (1976) obtienen transcripcibn de genes
tardfos con gp33, gp34 y nilcleo de RNA polimerasa, pero dependien-
te de una protefna celular de P. M., 21500 que denominan delta. En
ausencla de delta, la transcripcibén tard{a no serfa selectiva en
cuanto a la cadena de DNA utilizada como modelo. Este efecto ha si
do observado reiteradamente por estos autores y no sbélo en el caso
de la transcripcibédn de los genes tardfos sino también en el caso
de los intermedios (Pero & col., 1975 a y b).

Sin embargo, delta no parece ejercer influencia sobre la
enzima bacteriana (no modificada por SPO 1).

Otros autores han obtenido repetidamente transcripcién
de genes intermedios dependiente de gp28 sin necesidad de delta
(Duffy & Gelduschek, 1975; Duffy y col., 1975).

De este modo, el papel de delta en la transcripcién vi-

ral no es claro, as{ como el que podri{a jugar en la bacteria no in

fectada,
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Por otra parte, la transcripciédn tard{a dependiente de
gp33 y gp34 (y delta; Tjian & Pero, 1976) es efectuada por el ni-
cleo de RNA polimerasa. Este resultado implicarfa que gp28 no per-
manece unido al ndcleo cuando se incorporan gp33 y gp34. Sin em-
bargo, la enzima copurifica con gp28, gp33 y gp34, cuando se la ex
trae a tiempos relativamente largos post-infeccién (Fox & Pero,
1974) y gp28 debe permanecer activo durante todo el ciclo litico,
para permitir la producciédn de bacteriofagos (Afbén, 1974). Es posi
ble que la unién de gp28 a la enzima no sea requlsito para la pos=-
terior accién de gp33 y gp34, en cuyo caso debe suponerse que, tar
diamente;existen dos poblaciones de enzima, una unida a gp28 y o-
tra a gp33 y gpi4.

No se conoce la razén por la cual gp33 y gp34 deben ac-
tuar conjuntamente (Tjian & Pero, 1976). Estos productos son sinte
tizados al mismo tiempo, desde los 5-6 minutos post-infeccié4n (Fox,
1976) . A su vez, sus=F=14 (gen 33) no sélo es defectivo en la pro-
ducciédn de gp33 sino también en gp34, de modo que podria existir
un fenémeno de polaridad o bien la expresiédn del gen 34 podria es-

tar controlada por gp33.

La sintesis de mRNAs tardfios del bacteriofago T 4 tam-
bién depende de la actividad de dos genes, 33 y 55 (Bolle & col.,
19684 Pulitzer, 1970; Pulitzer & Geiduschek, 1970). Estos genes co
difican para dos proteinas que copurifican con la RNA polimerasa y
cuyos P. M. son 12000 (gp33; Horvitz, 1973j Stevens, 1974) y 22000
(gp55; Horvitz, 1973; Stevens, 1974; Ratner, 1974).

Ademés de los productos de los genes 33 y 34, la trans-
cripcién tardf{a en B. subtilis infectado con SPO 1 es dependiente
de la replicacién del genoma viral. Esta dependencia es, posible-
mente, el aspecto menos conocido del programa de s{ntesis de RNA
en este sistema.

Los mutantes defectivos en replicacién (DO) han sido di-

vididos en dos grupos, segdn nivel de transcripciédn tardfa (Afén,
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1974). Un grupo estaria intearado por representantes de los cis-
trones 29 al 32, que presentan un nivel de transcripcién tardia
muy bajo y no transcribirfan mRNAs ﬂzl' El otro grupo, genes 21 y
22, estarfa caracterizado por 1la presencia de algunos transcriptos
de clase ﬂgl y un nivel de transcripciédn tardfa mayor que el del
otro grupo, aunque mucho m&s bajo que el correspondiente al bacte-
riofago silvestre (Afién, 1974).

Adem&s, la proporcidn de RNA viral transcripto tardf{amen
te por un mutante DO, en condiciones no permisivas (ts-14-1, gen
31), es proporcional a la multiplicidad de infeccién, dentro de
los muy bajos niveles alcanzados. Esto ha sido interpretado como
una indicaclbén de que la cantidad de modelo disponible para la trans
cripcién (DNA intracelular) puede ser uno de los factores involucra
dos en la transcripcibén tardfa (Afén, 1974).

Por otra parte, los mutantes sus-F-14 (gen 33) y sus-F-4
(gen 34) presentan un nivel de transcripciédn tardf{a bajo, -a pesar
de sintetizar abundante cantidad de DNA (Fujita & col., 1971); sin
embargo, el proceso de maduraciédn de DNA replicado est& bloqueado
en sus-F-4 (Levner, 1972).

En el caso del bacteriofago T 4, la transcrlpcién tardia
aparece estrictamente acoplada a la replicacién del DNA viral (Ri-
va & col., 1970 a). Pero el acople puede evitarse por inactivacién
de las funciones de los genes 46 (exonucleasa) y 30 (DNA ligasa)
(Riva & col., 1970 b).

Estos autores han nropuesto que el DNA recientemente re-
plicado constituye un buen modelo para la transcripciédn tardfa, pe
ro que el proceso de maduracién (afectado por los productos de los
genes 30 y 46) lo transforma rdpidamente en un modelo ineficaz, po
siblemente porque la maduracibn elimina cortes en las cadenas de
DNA, (Cascino & col., 1970) restringiendo el némero de sitios acce
sibles para la RNA polimerasa. De manera que la sintesis continua

de DNA serf{a la garantfa de mantenimiento de un alto nivel de trans

cripcibn tardia,
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Este tipo de estudio no ha sido realizado con SPO 1. Una
de las dificultades existentes es el desconocimiento de las funcio

nes codificadas por los cistrones cuyos mutantes son defectivos en

replicacién.

Sin embargo, experiencias comunicadas recientemente por
Glassberg & col., (1977 a, b y c) y los resultados que aquf se pre
sentan, parecen ayudar a la comprensién de las interrelaciones re-

plicaciédn-transcripciédn tardfa, en este sistema.

D. Sintesis de DNA-.

Habfamos expresado que la replicaciédn bacteriana resulta
completamente inhibida hacia los 6-8 minutos post-infeccié4n (Shub,
1966; Wilson, 1969; Gage, 1969), aunque el DNA existente no parece
sufrir degradacién (Okubo & col., 1964; Wilson, 1969; Yehle & Gane
san, 1972).

LE sintesis de DNA viral comienza a los 10 minutos des-
pués de la infeccié4n de B, subtilis 168 M por SPO 1 silvestre. Ex-
perimentos de superinfecciédn han demostrado que el tiempo que media
entre la inyecciédn del genoma infectante y el comienzo de su repli
cacibn es utilizado en su mayor parte en la preparaciédn (sintesis
y ensamble) de la maquinaria requerida para la replicacién (Creqg
& Stewart, 1977). En camblo, serfa muy escaso el tiempo invertido
en introducir modificaciones en el DNA infectante.

La sinteslis de DNA de SPO 1 se supone depende de una ac-
tividad de DNA polimerasa dependiente de DNA, codificada por el vi
rus, actividad que ha sido hallada en bacterias infectadas con SPO
1e Sin embargo, no se ha estiablecido qué gen dirigirfa la sintesis

de esta enzima,

Una vez iniciada, la replicaciédn prosigue durante todo
el ciclo 1{tico, aunque no produce inmediatamente DNA maduro, sino
que se originan sucesivamente dos formas intermediarias que final-
mente producen el genoma que serf incorporado a las particulas de

la progenie (Levner & Cozzarelli, 1972).
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El primer intermediario, VF, es un complejo de DNA viral
con protefinas y RNA que sedimenta con velocidad 4 a 6 veces supe-
rior a la del DNA maduro. El segqundo intermediario, F, con una ve-
locidad de sedimentaciédn 3 veces mayor a la del DNA maduro, parece
ser un DNA multigenbémico, de alto peso molecular. Ambos intermedia
rios parecen contener numerosas zonas de simple cadena.

La forma VF se acumula desde la iniciacién de la replica
cié4n hasta unos 10 minutos més tarde, en que comienza a transfor-
marse rdpidamente en la forma F, la cual es convertida en DNA madu
ro (Levner & Cozzarelli, 1972).

El proceso de maduraciédn requiere sintesis de protefnas;
en su ausencia, se acumula la forma VF. Otro tanto ocurre durante
la infeccibdn con el mutante sus-F-4 (gen 34), indicando que una o
mds funciones tardfas ( cuya expresién depende de gp34; ver ante-
riormente) est& involucradas en la conversién de VF a F (Levner,
1972).

Cuando la infeccién se realiza con el mutante sus-F -7
(gen 6), defectivo en la formaciédn de cabezas de bacteriofagos, la
maduraciédn del DNA transcurre normalmente (Levner, 1972).

De manera que el empaquetamiento del genoma en la cabeza
del bacteriofago no serfa condicié4n necesaria para el desarrollo

normal del proceso de maduraciédn del DNA replicado.

De los 36 cistrones conocidos en SPO 1, varios presentan
alteracién en la replicaciédn (Okubo & col., 1972). Nueve cistrones,
21 a 23 y 27 a 32, son esenciales para la sintesis de DNA. De és-
tos, el 28 sequramente produce un fenotipo DO debido a su funciédn
en la expreslédn de los mensajes intermedios (ver anteriormente).

La informacién disponible actualmente permite sospechar que los ge
nes 23 y 29 codifican para los enzimas . ~deoxinuclebdtido quinasa y
dUMP hidroximetilasa, respectivamente (Glassberg & col., 1977c);
estas enzimas son necesarias para la sintesis de HMU, uno de los

sustratos de la sintesis de DNA de SPO 1.



Algunos mutantes en otros cistrones parecen afectar la
replicacibn, ain cuando no anulan la incorporacién de precursor
radiocactivo. Se trata de mutantes que inicilan la replicacié4n més
tarde que el silvestre (fenotipo DD; sus-F-47, gen 2) o la termi-
nan anticipadamente (fenotipo DA; sus-F-37 y sus-F-42, gen 3 ;
sus-0-38, gen 4; sus-F-6, gen 11; sus-F-31 y sus-HA-10, gen 12 ;
sus-0-75, gen 13; sus-0-71 y sus-F-~11, gen 14). Sin embargo, la
asignacién de estos fenotipos DD y DA no es del todo convincente,
pues, en algunos casos, los resultados de Okubo y col. (1972) no
concuerdan con los de Fujita (1971). De cualquier manera, es inte-
resante observar el aparente agrupamiento de los genes que produ-

cen un determinado fenotipo.

Dentro de los cistrones cuyos productos son esenciales
para la replicacién (Figura 1), el 21 y el 32 parecen codificar pa
ra productos que actdan en 1la iniciacién pero no en la elongaciédn
de la cadena de DNA (Glassberg & col., 1977 a).

A su vez, la terminacién de la replicacién es afectada
por el producto del gen 32 (Glassberg & col., 1977 a).

Los productos de lcs genes 22,.30 y 31 participarf{an en
la elongacién de las cadenas naclientes de DNA, alin cuando no se ex
cluye la posibilidad de que también estén implicados en la inicia-

cién (Glassberg & col., 1977 a).

e —

En cuanto a la direccibén de la replicaciédn y la posicién
de los origenes del proceso en el genoma viral, Glassberg & col.
(1977 b) han obtenido bastante informaciédn utilizando técnicas de
rescate de marcadores y seguimiento del genoma infectante, en bac-
terias infectadas con diversos mutantes DO.

As{ han propuesto que SPO 1 tiene al menos dos origenes
de replicacién. Uno de ellos se ubica en el cistrén 32, o muy cer-
ca de é1; desde all{ la replicacién avanza unidireccionalmente ha-
cia la izquierda, hasta el cistrén 3, aproximadamente. E1 otro o-

rigen estarf{a ubicado en el extremo izquierdo o en el extremo
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derecho del mapa de SPO 1, aunque su locallzaclédn no puede estable
cerse con claridad debido al escaso conocimiento genético de la re
gién de los genes 35 y 36 (Glassberg & col., 1977 b). Los autores

han postulado que, desde estc segundo origen, la replicacién avan-

2za bidireccionalmente.
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II. EL MUTANTE ts-14-1 Y EL DESARROLLO DEL BACTERIFAGO SPO 1.

El mutante ts-14-1 fue aislado y caracterizado segin se
describe en Materiales y Métodos.

En condiciones no permisivas (44° C) ts-~14-1 es defecti-
vo en sintesis de DNA; la incorporacién de 3li-Adenina en material
estable al 4lcali y precipitable por 4cido es tan baja como la ob-
tenida con otros mutantes DO (Aibén, 1974).

ts-14-1 presenta también una marcada disminucibn de 1la
transcripcidédn de su genoma a partir de los 10 minutos post-infec-
cién a 44° C, lo cual implica sintesis deficitaria de mRNAs de las
clases m,1, mlyl (ARdén, 1974).

La transcripcibén de los mensajes correspondientes a las
clases e, em y m no parece estar alterada en ts-14-1 (Afién, 1974).

El nivel de transcripcibdn tardia es proporcional a 1la
cantidad de modelo (DNA) disponible. Asf, dicho nivel crece desde
0.8 a 4 ¥ cuando la multiplicidad de infeccibdn pasa de 4 a 16 bac-
teriofagos/bacteria. Pero alin a las mayores multiplicidades de in-
fecciédn probadas, la proporciédn de RNA que hibridiza a DNA de SPO1
es unas 10 veces menor que la obtenida con el tipo silvestre (Afién,
1974).

El fenotipo de ts-=14-1 hizo pensar en la posibilidad de
utilizarlo para estudiar las relaciones entre la transcripciédn in-
termedia y tardfa y la replicacién del genoma viral.

A lo largo del trabajo que sigue se ha tratado de esta-
blecer el tipo de funcién correspondiente al cistrén mutado, los
tiempos de sintesis y accibn de esa funciébn, la relaciédn entre la
actividad de - la mismayel fenotipo del mutante y su-ubicacién dentro

del desarrollo del bacteriofago SPO 1.
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MATERIALES Y METODOS




1. BACTERIAS Y BACTERIOFAGOS.

Se utilizbé Bacillus subtilis 168 M (Burkholder & Giles,
1947). Esta cepa requiere indol o triptofano y su tiempo de dupli-
cacién, en medio CHT 1liquido, es 30-32 minutos, a 37 o 44° C.

Los bacteriofagos us.odos fueron SPO 1 silvestre (Okubo &
col., 1964) y los mutantes ts-14-1 y sus-F-30/ts-14-1.

ts-14~1 fue aislado, mediante mutagénesis quimica con N-
Metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina, por los Dres. O. Grau e I. Lahti
en el laboratorio del Dr. E. P. Geiduschek (Chicago, U.S.A., 1970)
y caracterizado como sensible a la temperatura. La infecciédn de B.
subtilis 168 M con ts-14-1 a 37° C conduce a la lisis bacteriana,
con un rendimiento de aproximadamente 30 bacteriofagos/bacteria in-
fectada, mientras que a 44° € no se produce lisis y la progenie
(luego de la lisils enzimdtica externa de las bacterias) es del or-
den de 0.2 bacteriofagos/bacteria infectada (AAédn, 1974). Por su
parte, el tipo silvestre de SPO 1 infecta y lisa a B, subtilis 168M
a 37y 44° C, produciendo aproximadamente 50 y 20 bacteriofagos/bac
teria infectada, respectivamernte. Por otra parte, ts-14-1 es un mu-
tante simple, perteneciente al cistré4n 31 del mapa genético de SPO

1 (ARSNn, 1974).

El mutante doble sus-F-?O/ts-14-1 fue obtenido durante el
presente trabajo por cruza de ts-14-1 con sus-F-30, mutante simple,
supresible, perteneciente al cistré4n 22 (Okubo & col., 1972).

La cruza se realizé infectando simult&neamente B. subti-
11s HA 101 B (cepa supresora; Okubo & Yanagida, 1968) con sus-F-=30
y ts-14-1, a 37°C, en medio lfquido L (Gage & Fujita, 1969). Se tra”
ta de una infeccién en condiciones pérmisivas para ambos mutantes.
El lisado obtenido se titul6 sobre B. subtilis HA 101 B a 37° C, en
medio sbélido L. Las placas de lisis obtenidas fueron repicadas so-
bre B. subtilis HA 101 B a 37° C, B. subtilis HA 101 B a 44° C y B.

subtilis 168 M a 37° C. Se seleccionaron aquéllas que dieron lisis
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sobre la cepa HA 101 B a 37°C y no 1o hicieron en las otras dos con
diciones. Luego de la resuspensié4n en SS-Mg, se las tituld en las
tres condiciones antes mencionadas. Se eligieron las resuspenclones

®-107 veces ma

cuyo tftulo sobre B. subtilis HA 101 B a 37° ¢ fue 10
yor que sobre la misma bacteria a 44° ¢ y sobre la cepa 168 M a 37°
C. De esta manera se eliminan las placas correspondientes a SPO 1
silvestre (produce 1isis en cualquier condicién), sus-F-30 (lisa a
la cepa HA 101 B a 44° C, Ya que no es sensible a la temperatura) vy
ts-14-1 (lisa a la cepa 168 M a 37° C). Las placas seleccionadas co
rresponderén a un bacteriofago que debe ser sensible a la temperatu
ra y supresible.

Luego se verificd la presencia de las mutaciones deseadas
(genes 22 y 31), por complementacién en medio sbé6lido. Se selecciona
ron las resuspenciones que no complementaron con sus-F-=30 ni con
ts-14-1 y s lo hicleron con representantes de otros cistrones (sus-
F-60, cistrbdn 26; sus-F-26, cistrén 30 y sus-ts-0-36, cistré4n 28;

Okubo & col., 1972). Una de estas resuspensiones fue usada en los

experimentos cuyos resultados se consignan m&s adelante.

II. MEDIOS DE CULTIVO.

CHT (por litro): 0.056 g de CacCl 0.076 g de MgCl 100 ml de SS

2} 2}
(x10); 0.050 g de L-triptofano; 1.25 g de hidroli-
sado de casefna y 5 g de glucosa.

Agar-CHT (por litro): CHT m&s 15 g de Agar Difco o equivalentes.

Agar Blando salino (por litro): 8 g de NaCl y 7.5 g de Agar Difco.

III. SOLUCIONES.

Solucién minima de sales (SS) (por litro): 2 g de (NH4)2SO4; 14 g
de KZHPO4; 6 g de KH2PO4
Y 1 g de citrato de sodio.
SS-Mg: S5 més MgCl, § x 107>
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~<

2 -3

M pH 7.5 m&s Mg Cl, 5 x 10",
3

Tris-Mg: Tris-Cl 10~

2

RSB: KCl 1072M; MgCl, S °x 10™M y Tris-Cl 107°M pH 7.5.

SSC: NaCl 0.15 M y citrato de sodio 0.015 M.
Tris-KCl: Tris~Cl ‘10-2 M pH 7.5 y KC1 0.5 M.
Se utilizaron reactivos pro-anélisis o de grado bacterio-

16gico en la preparacibédn de los distintos medios y soluciones.

Iv. COMPUESTOS MARCADOS CON ISOTOPOS RADIOACTIVOS.

3H-Adenina, 3H-Uracilo Y 3H-Uridina: Obtenidos de New England Nuclear.

V. ANTIBIOQTICOS .

Cloranfenicol (CM): Obtenido del Laboratorio Parke-Davis.

Las soluciones se prepararon, en CHT, en el mo-
mento de usarlas.

Rifampicina (RIF): Obtenida del Laboratorio Lepetit.

Las soluciones se prepararon en etanol y se con-
servaron a --20o C. La concentraciédn final de eta
nol en el medio de cultivo fue 0.35 % (v/v)

Acido Nalidixico (NAL): Obtenido del Laboratorio winthrop.

Las soluciones se prepararon en dimetilsul-
f6xido (DMSO) y se conservaron a ~20° c. La
méxima concentracién final de DMSO en el me
dio de cultivo fue 3 ¥ (v/v). Esta concen-

tracién de DMSO se agregb también al culti-

vo control (sin NAL).

VI. ENZIMAS,

Lisozima: Obtenida de Worthington Biochemical Corporation.
Enzima libre de sales.

Ribonucleasa: Obtenida de Sigma (Tipo IX~A; de p&ncreas bovino)
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Enzima libre de prnteasa.
Antes de ser utilizada se inactivé la DNAsa contami-
nante por calentamiento a 90° C durante § minutos, en

=2
Tris-Cl 10 M pH 7.5.

VII. PREPARACIONES.

A. Bacteriofagose.

SPO 1 silvestre y el mutante ts-14-1 se obtuvieron 1nfec
tando B. subtilis 168 M, en fase logaritmica de crecimiento (DOSOOnm'
0.4 - 0.,5; 0.8 - 1 x 108 bacterias/ml), en CHT, a 37° C y multipli
cidad de infeccibébn (m.i.) 0.03 bacteriofagos/bacteria. Una vez ocu

rrida la lisis (DO = 0.05 aproximadamente), se eliminaron 1los

500nm
restos celulares por centrifugacién a 5000 rpm durante 10 minutos
(centri{fuga Sorvall, rotor GSA). Los titulos obtenidos oscilaron
entre 0.5 vy 1 x 1010 bacteriofagos/ml.

Para todos aguellos experimentos gue requerfian muy buena
infectividad, se utilizaron lisados purificados hasta esta etapa.

Cuando se necesitaban lisados m&s purificados y concen-
trados, la preparacibn anterior se centrifugbd a 12000 rpm durante
90: minutos (centrifuga Sorvall, rotor GSA). El1 sedimento se dejé
durante 10 a 15 horas en contacto con Tris-Mg y luego se resuspen-
dibé en dicho buffer, empleando aéroximadamente 5 ml de Tris-Mg por
cada litro de lisado original. Esta resuspensibén se centrifugé du-
rante 10 minutos a 8000 rpm (centrf{fuga Sorvall, rotor SS-34), pa-
ra eliminar agregados. El sobrenadante se purificé finalmente por
centrifugacién en gradiente discontinuo de CsCl (formado por capas
de CsCl de 70, 60, 50, 40, 30 y 20 % de saturaciéd4n en Tris-Cl 0.1M
PH 7.5), durante 25 minutos a 27000 rpm (ultracentri{fuga Spinco L 2,
rotor # 50). La fraccibn opal-scente que contenfa los bacteriofagos
se dializd contra Tris-lMg. La suspensiédn as{ obtenida contenia de 1

a 2 x 1012 particulas capaces de formar placas de lisis por milili-

tro y entre 10 y 25 Unidades de absorbancia a 260 nm por mililitro.

/
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En todos los casos los lisados y los bacterlofagos purifil-

cados se mantuvieron a 4° C.
B. DNA (de SPO 1).

Se obtuvo a partir de SPO 1 silvestre, purificado en gra-
diente de CsCl, de acuerdo al mnétodo de Mandell y Hershey (1960). A
una suspensibén de bacteriofagos (10-12 Unidades de absorbancia a
260 nm por mililitro) se le agregbé un volumen igual de fenol bides-
tilado, previamente equilibrado a temper;tura ambiente con Tris (ba_
se) 0.1 M y NaCl 0.1 M. Se practicé la extraccibédn a temperatura am-
biente y las fases se separaron por centrifugacién a 10000 rpm du-
rante 10 minutos (centri{fuga Sorvall, rotor S5-34). La fase acuosa
se reextrajo en las mismas condiciones, hasta desaparicibé4n de pelf-
cula blanca en la interfase fenol/agua. En general fueron suficien-
tes cuatro extracciones. Lalfase acuosa final se dlalizbé contra Tris-

c1 10~2

M pH 7.5 y NaCl 1 M y luego contra Tris-Cl '.lO-2 M pH 7.5.

La preparaclén se conservé a 4° c.

La concentracién de DNA se determinb-espectrofotométrica-
mente a 260 nm (EZGO am = 2.0 x 10° cm2 g-i), utilizando un espec-
trofotbébmetro Beckman DU-Modelo G-2400. Las soluciones de DNA se con
sideraron suficientemente libres de proteinas y fenol cuardo cum-
plian la condicién A260 nm / A280 am = 2.

Los rendimientos oscilaron entre 0.? y 0.4 miligramos de

DNA por litro de cultivo original.

C. RNA.

Para preparar 3H-RNA marcado por pulsos se infectaron bag
terias en fase loqarigyica de crecimiento (DO500 nm = 0.5) con el
bacteriofago y a la temperstura que en cadz casc se indican (Ver
las leyendas de las Figuras 4, 13, 14 y 16) y a m.i. =10 bacteriofa-
gos/bacteria.

A distintos tlempos decpués de la infeccidn se agregbd al

3 3 .
cultivo "H-Uracilo o “H-Uridina, hasta alcanzar las concentraciones

v
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y activiciades que s€ indiecan e¢n cada caso (los valores consignadcs
corresponden a uCi y ug por mililitro de cultivo, valores finales
en el exparimento). Al cabo de 2 minutos ce detuvo la incorpora-
cién, enfriandc ¢l cultivo con la mited de su volumen de SS-Mg con
gelado (en presencia de NaN 5 1072 M). Una vez fria, la suspensién
de células infectadas se centrifugd durante 10 minutos a 5000 rpm
(centr{fuga Sorvall, rotor S$5-34). El sedimento se resuspendib en
RSB (més NaN, 10~2 M), empleando un volumen de 0O.5a 1 ml por cada
10 ml de cultive original. Se ajreqgbd lisozima hasta Q.3 mg/ml y la
suspensidbdn se congeld réridamente con etanol a -800(:y se calenté
a 37° C hasta descongelamiento. Se repitibé el congelamiento y ca-
lentamiento, continuando este Gltimo, luego de descongelada la sus
pensién, hasta que comenzb la lisis celular (habitualmente después
que habfa transcurrido 1-2 minutos, desde el descongelamiento, a
37° C). En ese momento se agregb dodecilsuifato de sodio hasta 1%
(p/v) y acetato de sodio pH 5.5 hasta 0.1 M e inmediatamente des-
pués fenol bidestilado (previamente equilibrado con agua).

. Se practichd la extrsccidén fenblica a 70° C, se enfrib ré
pidamente en bafo de hielo y ce centrifugb durante 10 minutos a
8000 rpm (centrifuga Sorvall, rotor $S-34). La capa acuosa se reex
trajo, en las mismas condiciones, hasta desaparicién de pelicula
blanca en la interfase fenol/agua. En general fueron suficlentes

cuatro extracciones. La fase acuosa final se dializd contra Tris-Cl
10-2 M pH 7.5 y NaCl 1 M y luego contra Tris-Cl 10-2 M pH 7.5.
Los 3H-RNAs se conservaron a —20o C.

La concentracibén de RNA se determiné espectrofotométrica

2

mente a 260 nm (E?6O am= 2.3 x 104 cm g-l),utilizando un espectro

fotémetro Beckman DU-Modelo C-2400. Las soluciones de RNA se consi
deraron suficierntemente libr¢«= de protefnes y fenol cuando cumplicn

la condiciébn Aseo nm / Asgo nm = 2°
Los rendimientos orcilaron entre 0.01 y 0.03 mq por mil!
litro de cultivo y las incorfroraciones entre 22000 y 50200 cpm por

mililitro de cultivo, dependiendo del bacteriofago utilizado en 1s
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infeccidn, de la temperatura del cultivo, de la presencla de inhi-

bidores y de la actividad especifica del precursor utilizado.

VIII. PROCEDIMIENTCS EXPERIMENTALEZ.

L

A. Bacterias viables.

Para determinar el ndimero de bacterias viables se exten-
dieron 0.05a 0.1 ml de una dilucibén apropiada de bacterias en SS5-Mg
sobre una placa de Petri con el medio sb6lido que corresponda. Las

colonias pueden contarse al caebo de 12 horas a 37° c.

B. T{tulo de un lisado, bacteriofagos libres y bacterias infectadas.

El titulo de un lisado (nimero de partficulas capaces de
formar placa de lisis por mililitro de lisado) se determind de 1la
siguiente manera: se prepar$ unc dilucibdn apropiada de lisado (en
SS-Mg); se mezcldé 0.1 ml de exta dilucién con 0.2 ml de bacteria
indicadora y 2.5-3 ml de &gar blando salino (fundido y mantenido a
45-50° C). Esta mezcla se extendié sobre una placa de Petri con me
dio sblido apropiado. Al cabo de 12=15 horas de incubacién a 37 o
44° C, se pueden contar las placas de lisis.

La suma de bacteriofagos libres y bacterias infectadas
por mililitro de cultivo infectado se determiné a partir de unsa di
luciébén apropiada del cultivo infectado, siguiendo la técnica des-
cripta anteriormente.

El nimero de bacteriofagos libres (no adsorbidos a bacte
rias) en un cultivo infectacdc s~ determind cel siquiente mocg: se
centrifugd una alfcuota del ci:ltivo infectado durante 10 minutos a
10000 rpm (centrffuga torvall, rotor $5-34). E1 sobrenadante de la
centrifugacién contenfa los t~cteriofagos likres (las bacte?ias ir
fectadas sedimentan). Se prcpard una dilucién apropiada del sobrena
dante y se la tituld, como hemos descripto. E1 numerc de bacterias
infectadas se obtuvo restandce el de bacteriofagos libres del total

de hacteriofagos libres vy hacterdias infectadas.



C. Bacteriofaqgos totales e intracelulares,

A una alfcuota de cultivo infectado se le agregb lisozima

3

hasta 0.3 mg/ml y NaCN hasta £ x 10 ° M. Luego de incubar 15 minu-

tos a 37° C se diluyé convenientemente y se sembr de la manera in-
dicada en B. El1 rUmero de placas de lisis obtenicas correspondié a
los bacteriofagos totales. El nimero de bacteriofagos intracelula-

res se obtuvo restando el nimero de bacteriofagos libres del de kac

teriofagos totales.

D. Bacteria indicadora.

Un cultivo saturado (12-15 horas).se diluyb unas 50 veces
en medio fresco y se mantuvo en bafio termostatizado, con agitacibn,

hasta DO = 1.5 aproximadamente. De esta manera se logré un

S00 nm
cultivo con alrededor de 3 x 108 bacterias/ml, en fase logaritmica
de crecimiento, de modo que 0.1-0.2 ml del mismo eran suficientes

para formar una capa continua sobre una placa de Petri con medio a-

proplado, en 12 horas a 37 o 14° ¢,

E. Complementacibén en medio sélido.

Las complementaciones se realizaron agregando suceslivamen
te y en forma superpuesta, une gota de cada uno de los bacteriofa-
gos que se deseaban complementar, sobre una placa de Petri con me-
dio sblido y una placa superior de &gar blando salino con 3-4 x 107
bacterias apropiadas.

Las gotas contenfan un nimero de bacteriofagos tal que e-
ra el mdximo posible sin agreocar revertantes.

Los ensayos se llevrron a cabo en condiciones no permisi;
ves para el par de mutantes a complementar. Para el caso de comple-
mentaciédn entre mutantes supresibles y sensibles a la tempefatura
se utilizé B. subtilis 168 M (no supresor) y la temperatura de incu
bacién fue 44° C. Ademis se practicaron los controles positivos (141

s8ls en condiciones permisivas) y negativos (no lisis en condiciones

no permisivas), para cada uno de..los bacteriofagos a complementar,



La complementacién se consideré positiva cuando se obser-
vé placa de lisis donde se agregaron superpuestos los dos bacterio-
fagos y no se la observd donde se agregaron cada uno de ellos por
separado. Se la consideré negativa cuando no se observé placa de 1i

sis en ninguno de los tres sitios.

F. S{ntesis de DNA,

La sintesis de DNA se midié a través de la incorporaciébn
de 3H-Adenina en material estable al 4lcali y precipitable por &ci-
do tricloroacético (TCA).

Se infectaron bacterias en fase logaritmica de crecimien-

to (DO50 = 0.5) con el bacteriofago y a la temperatura que en

0 nm
cada caso se indican (Ver las leyendas de las Figuras 3, 10, 11 y 15
y de.la Tabla 1) y a me.l.= 10 bacteriofagos/bacteria. A los tiempos
indicados en cada caso se agregb al cultivo infectado 3H-Adenina
hasta las concentraciones y «actividades que se consignan,

A distintos tiempos se tomaron muestras de 0.5 ml que se
agregaron a 1 ml de KOH 1My fueron incubadas durante 3 horas a 45°C.
Transcurrido dicho tiempo, las muestras se precipitaron, en frfo, con
TCA 5% (p/v; concentracién final)., Los precipitados fueron recogidos
sobre filtros de nitrocelulosa, lavados tres veces con TCA 5 % (alre-
dedor de 10 ml por vez) y luego con 0.5 ml de etanol/agua (70/30).

Los filtros se secaron y contaron con tolueno-Omnifldor (New England

Nuclear; 4 g/1), en un contador de centelleo liquido Packard Tri-Carb.

G. Sintesis de RNA.

La sintesis de RNA total se midié a través de 1la incorpora
cibén de 3H--Adenina en matcrial 4lcali 14bil y precipitable por TCA.

La infeccibdn y agregado de precursor se realizaron como
para el caso de la sintesis de DNA (Ver las leyendas de las Figuras
11, 12 y 15).

A distintos tiempos se tomaron muestras de 0.5 ml, que fue
ron agregadas a 1 ml de KOH 1 M. Inmediatamente después, se agregé

TCA hasta 5 % a una parte de la mezcla y el precipitado se recogi,
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lavd y contb como para el caso de sintesis de DNA., El resto de la
mezcla se hidrolizé, para determinar incorporacién a DNA.

La incorporacién a RNA resulté de restar de la total (pre-
hidrélisis alcalina) la incorporacién en DNA (post-hidrblisis alca-
1ina), multiplicadas ambas por los factores apropiados para su ex-

presién en cpm/0.5 ml de cnltivo.

i, Ensayo de hibridizacidn.

Se realizé segin el método de Nygaard y Hall (1964). Se
incubé JH-RNA con exceso de DNA de SPO 1 (20-40 mg/ml, concentracién
final), en SSC x 2, durante tres horas a 70° C, en un volumen final
de 0,200 ml. Inmediatamente antes de ser agregado, el DNA fue desna
turalizado por calentamiento a 100° C, durante 10 minutos, en Tris-

c1 102

M pH 7.5.
Finalizada la incubacién se agregé RNAsa hasta 12.5 ug/ml,
incubando 15 minutos a 37° c.
Los hibridos se recogieron sobre filtros de nitrocelulosa,
lavando tres veces con Tris-KCl (aproximadamente 10 ml por vez) y

una vez con 0.5 ml de etanol/agua (70/30). Los filtros se secaron y

contaron como se describibé anteriormente.

I. Transiciones en las condiciones de cultivo.

1. Transiciones con dilucilén.,

Las transiciones térmicas y entre medios con y sin cloran
fenicol fueron realizadas por dilucibédn cuando el objeto del experi-
mento era medir produccién de bacteriofagos (Figuras 5, 6, 7, 8 y 9).

Se infecté B. subtilis 168 M en fase logarftmica de creci
miento (DOgoo = 0.4), a 37 o 44°C, con SPO 1 silvestre o ts-14-1,
seqlin el caso y a multiplicidad de infeccién baja (menor que 0.5 bac
teriofagos/bacteria), En estas condiciones, el nimero de bacteriofa-
gos libres, que constituye el blanco del experimento, fue suficien-
temente bajo como para permitir determinaciones significativas. A

los 2 minutos, los cultivog se diluyeron 50-100 veces sin cambiar

- 27 -



las condiciones, para evitar las reinfecciones que podrfan produ-
cirse cuando el experimento se prolongd m&s all& del tiempo reque-
rido para la lisis de las bacterias infectadas. Entre los 4 y 5 mi
nutos post-infeccié4n se determinaron los nimeros de bacteriofagos
libres y de bacterias infectadas.

A distintos tiempos se realizaron los cambios de tempera
tura, diluyendo 50-100 veces una alfcuota de cultivo a 37° C en me
dio a 44° C, o viceversa. Para las transiciones entre medios con y
sin cloranfenicol el factor de dilucién fue 100 y las concentracipo
nes finales de cloranfenicol fueron 0.1 y 0.001 mg/ml, respectiva-
mente,

La adicién de 0.1 mg/ml de cloranfenicol a un cultivo de
B. subtills 168 M, a 37° C, anula completa e inmediatamente la in-

corporaciédn de 14

C-Leucina a proteinas (Romanowsky & col., 1974,
resultados no publicados).

Luego de 60 minutos de realizada la transicién se deter-
mindé la produccién de bacteriofagos, lisando una alficuota del cul-
tivo con lisozima y NaCN (concentraciones finales 0.3 mg/ml y 5 x
10™3 M, respectivamente) y sembrando una dilucié4n apropiada del 1i
sado sobre B, subtilis 168 M, como se ha descripto. A esta produc-
¢ibn se le restd en todos los casos el nimero de bacteriofagos 1li-
bres.,

El disefio del experimento combinado de la Figura 9 tiene
algunas diferencias con lo que aquf se ha descripto (Ver la leyenda

de la Figura 9),

2. Transiciones sin dilucién

Las transiciones se realizaron sin diluciédn cuando se de-
seaba medir la incorporacién, acumulativa o por pulsos, de precurso
res radioactivos a &cidos nucleicos. Ademds, en estos casos deblieron
emplearse altas multiplicidades de infeccién para que el mayor nime
ro de bacterias resultasen infectadas (Figuras 9 a 16).

Se infectd B. subtills 168 M en fase logaritmica de creci

miento (DOSoo nm = 0¢35) con ts-14-1, sus-F-30 o sus-F-30/ts-14-1, a

- 28 ~



44° Cy mele » 10 bacteriofacnos/bacteria.,

La transicidn desde 44 a 37° C se realizé a los 15 minu-
tos post-infeccibn, pasando el cultivo por un refrigerante helicoi
dal, cuya camisa contenfa agua a 35° ¢ y recibiéndolo en un burbu-
jeador equilibrado a 37° ¢. E1 refrigerante habfa sido lavado jus-
to antes de la transicibén con 25 ml de SS-Mg a temperatura ambien-
te. En estas condiciones, el cultivo pas$ de 44 a 37° ¢ en 30 se-
qundos aproximadamente., Para efectuar la transicibén desde 37 a 44°
C se procedi$ en forma andloga, pasando el cultivo a través de un
refrigerante helicoidal por cuya camisa circulaba agua a 56-57° C
y que habfa sido lavado inmediatamente antes de la transferencia
con 25 ml de SS-Mg a temperatura ambiente. El cultivo se recibié
en un burbujeador equilibrado a 44° Cc. En estas condiciones, 1la
temperatura de incubacibn pasbé de 37 a 44° C en unos 30 sequndos,

sin que el cultivo sufriera s=obrecalentamiento.

Un cultivo de B, subtilis 168 M, no infectado, sometido
a un descenso y posterior ascenso de temperatura, en las condicio-
nes indicadas aquf, continué creciendo sin que se modificara su

tiempo de duplicacién.



RESULTADOS




I. COMPORTAMIENTO DEL MUTANTE ts-14-1 EN CONDICIONES PERMISIVAS.

El desarrollo de SPO 1 silvestre en B. subtilis 168 M a
37° ¢ presenta una serie de etapas, definidas por un conjunto de
eventos tipicos del ciclo 1litico del bacteriofago. Estos eventos
consisten en la transcripciédn de las diferentes clases de mRNAs,
su traduccién, la replicacién del material genético, el armado de
las particulas virales y la 1isis de la bacteria., Existe un.ordena
miento temporal de tales hechos y se pueden determinar experimen-
talmente los tiempos a los que se producen algunos de ellos.

Asfi, lasintesis de DNA comienza alrededor de 10 minutos
después de la infeccibdn y no existen diferencias de importancia
cuando se utilizan las cepas de B, subtilis HA 101 A y HA 101 B y
cuando la temperatura de lncubacién es 44°<:(Gage & Fujita, 1969;
Wilson & Gage, 1971; Afén, 1974).

Otro tiempo caracteristico es el necesario para la apa-
ricién, dentro de la bacteria infectada, del equivalente a una par
ticula viral infectante, Este tiempo es de aproximadamente 25 minu
tos en las cepas 168 M y HA 101 A, tanto a 37° ¢ como a 44° C. En
cambio, en la cepa HA 101 B se requieren aproximadamente 50 minu-
tos para la aparicién del equivalente de un bacteriofago por bac-
teria infectada (AAb6n, 1974).

Debe tenerse en cuenta que estas determinaciones tempora
les son aproximadas, por cuanto la infeccié4n de una poblacién nume
rose de bacterias no es simultédnea y el dato obtenido representa
el promedio para toda la poblaciédn. Este hecho introduce un error
del orden de 1 a 2 minutos. Por otra parte, la determinaciédn del
nimero de bacteriofagos por bacteria infectada requiere la determi
nacién del nimero de bacterias infectadas y del nimero de bacterio
fagos internos, que involucran varias diluciones y el recuento,de
placas de lisis, Estas operaciones tienen un error relativo de al-
rededor de 5 % para cada medida de volumen y de N -1/2 para la de-

terminecién de un nimero N de placas de lisis.



Por estas razones, los tiempos de apariciédn de una parti-
cula viral infectante por bacteria infectada provienen generalmente
de varios experimentos y deben considerarse sdlo como aproximados.

La determinaciédn del comienzo de la sintesis de DNA tiene
el error debido a la no simultaneidad de la infeccibén. En cambio,
la medida de 3H-Adenina incorporada a material &lcali estable #&cido
precipitable (método habitual para medir sintesis de DNA), tiene un
error total pequefio, del orden de 5 %.

Otra caracteristica del ciclo 1ftico la constituye la cur
va de nivel de transcripcién viral a lo largo de la infeccib6bn. Es
decir, la proporcién del RNA total, sintetizado en un momento dado
por la bacteria infectada, que hibridiza a DNA del bactericfago. Es
ta curva resulta de determinaciones cuyos errores son similares a
los de la sintesis de DNA, relativamente bajos en comparacién con
las determinaciones de bacteriofagos producidos por bacteria infec-
tada,

Aqui se han medido estos tres par&metros para el mutante
ts-14-1, en condiciones permisivas (37°C), con el objeto de probar
si su ciclo de vida es temporalmente normal (comparado con el del
tipo silvestre). Como se verd, ts-14-1 muestra un retraso en su de-
sarrollo en condiciones permisivas. E1 conocimiento de la magnitud
de ese retraso y su ubicaciédn en el ciclo 1litico resultan imprescin
dibles para el anélisis y discusién de los resultados de experimen-

tos posteriores.

A, Crecimiento de ts-14-1Aen B. subtilis 168 M a 37°C

Se determiné el nimero de bacteriofagos totales, a dis~
tintos tiempos después dé la infectidn de Bacillus subtilis 168 M
con ts-14-1 a 37°C. Los resultados se muestran en la Figura 2, en
la que se han incluido también los obtenidos en un experimento del
mismo tipo realizado con SPO 1 silvestre.

Puede apreciarse que, mientras el tipo silvestre alcanza

el equivalente de un bacteriofago por bacteria infectada alrededor



100

wn
o
1

Bacteriofagos /B. infectada (%)

0 10 2 30 40 50
Tiempo {min)

Pigura 2, Produccién de bacteriofagos por B. subtilis 168 M in-
ad 4 14 o

los bacteriofagos totales se determinaron, de acuerdo a lo des-
cripto en Materiales y Métodos, a distintos tiempos después de
la infeccidn de B. subtilis 168 M con SPO 1 silvestre (@) 0 con
ts-14-1 (o).,

Los resultados se expresan como porcentaje del rendimiento obte
nido 60 minutos después de la infecciédn. Esos rendimientos fue-
ron 50, 82 y 36 bacteriofagos/bacteria infectada, en tres expe-
rimentos con SPO 1 silvestre y 9, 60 y 24 bacteriofagos/bacte-
ria infectada en tres experimentos con ts-14-1. Han sido resta-
dos los blancos (bacteriofagos libres a los 5 minutos post-in-
feccidn), cuyos valores méximos fueron 0.7 y 0.4 %X para SPO 1
silvestre y ts-14-1 respectivamente.
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de los 28-29 minutos después (e la infeccibn, ts-14-1 lo hace apro
ximadamente a los 38 minutos después de la infeccibdn. Es decir,
ts=14-1 muestra un retraso de unos 9-10 minutos respecto al silves
tre para alcanzar el equivalente de un bacteriofago/bacteria infec
tada; luego de ese punto, no parece haber un retraso adicional en
la produccibn de bacteriofagos. Esta diferencia es significativa,
por ser sensiblemente mayor que la atribufble al error que acompa-
fa a|estas medidas. Adem&s, la lisis celular (observada visualmen-
te) presenta un retraso simil~r,

Quiere decir, entonces, que la mutaciédn presente en
ts=14-1 afecta a éste de un modo tal que, ain en condiciones permi

sjvas, su desarrollo es mé&s lento que el del tipo silvestre.

B. Sintesis de DNA en B, subtilis 168 M infectado con ts-14-1 a 37°CL

La sintesis de DNA ¢n B. subtilis 168 M infectado con el

3H-Adenina en

mutante ts=14-1 a 37° C se midié por incorporacién de
material estable al 4lcali y precipitable por &cido tricloroacético.
En la Figura 3 se muestran los resultados, junto a los obtenidos en
un experimento anflogo con el tipo silvestre de SPO 1.

Como puede apreciarce, en el tipo silvestre la sintesis
de DNA se inicia aproximadamente 10 minutos después de la infeccién,
en coincidencia con lo descripto por otros (Gage & Fujita, 1969;
Wilson & Gage, 1971; AfAbn, 1974). En cambio, para el caso de ts-14-1
la replicaciédn comienza lentamente y adquiere la pendiente del tipo
silvestre recién hacia los 20 ninutos después de la infeccibdn; de
ah! en m&s, las curvas 8on aproximadamente paralelas y los valores
finales son simlilares para el silvestre y el mutante.

Por lo tanto, se observa un retraso de unos 10 minutos en
la iniciaclén de la replicacién, que es del mismo orden del observa
do en el tiempo de aparicién de un bacteriofago/bacteria infectada.
Una vez iniciada, la sintesis de DNA ocurre aproximadamente a la

misma velocidad que en el silvestre.
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Figqura 3, lg;orporacién de 3H-Adon£na en DNA por B, subtilis

168 M infectado con SPO 1 silvestre o con ts-14-1 a

37° c.

A l10s 6 minutos después de la infeccidn de B. subtilis 168 N con

SPO 1 silvestre (e) o con ts-14-1 (o), a 37° C, se agregb al cul

tivo 3

H-Adenina (2.7 uCi/ml y 17 ug/ml). A distintos tiempos se

tomaron muestras de 0.5 ml que fueron procesadas como se descri-
be en Materiales y Métodos. E1 porcentaje de bacterias no infec-

tadas fue 0.2, en ambos casos.
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C. Nivel de transcripcién viral en B, subtilis 168 M infectado con

ts-14-1 a 37° c.

El nivel de transcripciédn viral se determind por hibridi-

3

zaciédn a DNA de SPO 1 de “"H-RNAs obtenidos marcando RNA total con

3H-Ur1dina durante pulsos de 2 minutos, a distintos tiempos después
de la infecciébn. En la Figura 4 se muestran los resultados obteni-
dos para B, subtilis infectado con ts-14-1 a 37° ¢. Se incluyen,
también, los resultados obtenidos con el tipo silvestre, a 37° cC,
por Gage y Geiduschek (1971 a) y con ts-14-1 y SPO 1 silvestre, a
44° C, por Afb6n (1974). Se han inclufido estas curvas, tomadas de la
bibliograff{a, debido a que no fueron realizadas en forma completa
durante este trabajo. Sin embargo, varios de sus puntos han sido re
petidos como control, obteniéndose resultados concordantes.

La figura pone en evidencia el muy bajo nivel de transcrip
cién exhibido por ts-14-1 a 44° ¢ después de los 10 minutos post-in
fecciédn, 1o cual implica defectos importantes en la biosintesis de
RNAs de las clases m,1, m,1 vy 1.

En el caso de SPO 1 silvestre a 37° C, la transcripcién
viral se incrementa rdpidamente desde el segundo al séptimo minuto
post-infecciédn; luego decae, presentando un valle entre el octavo y
el decimocuartp minuto} récupera a los 18-20 minutos el nivel de 6=7
minutos, manteniéndose aproximadamente constante hasta los 28 minu-
tos. E1 nivel alcanzado en la zona del valle es alrededor de la mi-
tad del correépondiente al pico y al tardio.

Para el caso de bacterias infectadas con ts-14-1, el nivel
se incrementa répidamente en los primeros minutos post-infeccién, al
cangando un méximo entre los 6 y 8 minutos. Luego decae, desde el no
veno minuto y vuelve a incrementarse después de los 21 minutos, lle-
gando recién entre los 28 y 30 minutos a niveles comparables a los
observados entre los 5 y 8 minutos. Ademés, el nivel de transcripcién
en la zona del valle representa un tercio del alcanzado en el pico

(6-8 minutos).
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Fiqura 4. Nivel de transcrinciédn viral en B. subtilis 168 M infec-
tado con SPO 1 silvestre o con ts-=14-1.

A diferentes tiempos después de la infeccién de B. subtilis 168 M
con ts-14-1, a 37° ¢ (parte B), se marcd RNA con 3H-Uridina

(20 pCi/ml y 0.36 ng/ml), durante pulsos de dos minutos. E1 porcen-
taje de bacterias no infectadas fue 0.5,

Los RNAs fueron aislados e hibridizados a DNA de SPO 1 de acuerdo

a lo descripto en Materiales y Métodos.

Los resultados de la parte A, correspondientes a SPO 1 silvestre,
han sido tomados de Gage & Geiduschek, 1971 a (37° ¢) y de ARbn,

1974 (44° C) y los de la parte B (ts-14-1 a 44° C) de AAén, 1974.
3

H-RNA (ts-14-1; 37°C) Slanco en Radioactividad
Perfodo de marcacién ausencia de DNA total agregada
(min) (cpm) (cpm)

2-4 62 2939
5«7 27 674
€-8 34 487
9-11 32 714
12-14 27 320
15-17 41 763
19-21 74 483
28-30 82 868
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La comparacibdn de ambas curvas * indica que ts-14-1 tiene
un estiramiento temporal de la zona del valle, que toma de 6 a 10
minutos en el silvestre (como mi&ximo) y que en el mutante se extien
de no menos de 12 minutos (desde los 9 a los 21 minutos post-infec¢-
ciébn, como minimo). Ademds, hasta los 7 minutos las curvas son muy
similares, sugiriendo que no existe un retraso en etapas tempranas
de la transcripciédn viral. En cambio, mientras el silvestre recupe-
ra; luego del valle, su nivel de transcripcibé4n méximo entre los 18
y 20 minutos post-infeccibén, ts-14-1 lo hace recién entre los 28 y
30 minutos.

En otras palabras, ts-14-1 presenta un efecto de retardo
de unos 10 minutos respecto al slilvestre; ese retardo parece estar
localizado entre los 8 y los 30 minutos post-infeccibdn, es decir en
la zona del valle. Estos 20-22 minutos que ts-14-1 necesita para

transitar el valle son sb6lo 10-12 minutos para el silvestre.

D. An&lisis de los resultados,.

El anilisis en conjunto de los resultados de produccibn
de bacteriofagos, sintesis de DNA y transcripciébn viral, indica que
el desarrollo de ts-14-1 a 37° C est4 retrasado unos 10 minutos,
respecto a SPO 1 sllvestre. Este retraso parece establecerse luego de
los 8 minutos post-infeccibn, segin lo suglieren las curvas de nivel
de transcripcién. De ahf en m&s, todos los par&metros medidos mues-
tran un retraso, respecto al silvestre, aproximadamente constante.
Si se considera que la zona del valle en la curva de nivel de trans
cripcié4n, se extiende, en el silvestre, desde un poco antes que co-
mience la replicacién, hasta por 1o menos 4 minutos después y que
la apariciédn de un bacteriofigo/bacteria infectada ocurre (también
en el silvestre) unos 18-20 minutos después de iniciada la replica-

cibn, podemos ver que el retraso (unos 10 minutos) con que ts-14-1

* La comparacibén es vé&lida puesto que las multiplicidades de infec-

cién utilizadas en ambos casos son muy similares.
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efectba la si{ntesis de DNA con una cinética similar a la del silves
tre, es suticiente para explicar los demds retrasos observados. E-
fectivamente, ts-14-1 alcanza el equlvalente de un bacterlofago/bac
teria infectada luego de unos 18 minutos de inicliada la replicacién
y el valle en la curva de transcripciédn viral, que comienza al mis-
mo tiempo que en el silvestre, se extiende hasta un poco mis allé
del tiempo en que la replicaciédn funciona con una velocidad similar
a la del silvestre.

De modo que, aparentemente, el estiramiento temporal en
el ciclo de vida de ts-14-1 estd comprendido entre los 8 y los 20-
22 minutos post-infeccién y una vez que la sintesis de DNA estd res
taurada, todos los eventos se desarrollan a velocidad semejante a
la del silvestre, sin retardos adicionales ni recuperacién del tiem
po perdido.

Esta interpretacibén es especulativa, puesto que el uUnico
pardmetro medido antes, durante y después de la presunta "etapa len
ta” en el ciclo litico del mutante, es el nivel de transcripciédn vi
ral., Otras alternativas se discutirdn posteriormente.

5in embargo, el retraso existe y es del orden de 10 minu-

tos con respecto al tipo silvestre.
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II. ESTUDIO "IN VIVO" DEL MUTANTE ts-14-1 EN DISTINTAS CONDICIONES
DE_CULTIVO.

Los mutantes de bacteriofagos sensibles a la temperatura
son muy Gtiles para el estudio "in vivo" de la mutacién que presen-
tan, del tipo de funcién que corresponde al cistré4n mutado y del
lapso de tiempo en el cual esa funciédn se necesita para el desarro-
llo del bacteriofago (Pulitzer, 1970; Pulitzer & Geiduschek, 1970).

Esta posibilidad de estudio "in vivo" deriva de la facili
dad que existe con los mutantes sensibles a la temperatura para cam
biar répidamente las condiciones de desarrollo desde la permisiva a
la no permisiva y viceversa, Estos cambios bruscos son impractica-
bles con mutantes supresibles (y de huésped en general),.

Las transiciones ripidas en la temperatura de trabajo pue
den combinarse con el agregado o la eliminacién (o diluciédn) de an-
tibibticos del medio de cultivo, con 1o que aumentan las posibilida
des de estudio con este tipo de mutantes.

La potencialidad de los experimentos de transiciones tér-
miéas y de antibiéticos, en cultivos de bacterias infectadas con mu
tantes de bacterliofagos sensibles a la temperatura, fue usada por
Pulitzer para el estudio de la funcién del gen 55 del bacteriofago
T 4 (Pulitzer, 1976; Pulitzer & Geiduschek, 1970) y por Afén para
la del gen 28 de sSPO 1 (Afibn, 1974).

Se detallardn a continuacién una serie de experimentos di
sefiados con el objeto de conocer: a) la naturaleza de la mutaciédn
presente en ts-14-1; b) el tipo de funcién del gen 31; c) el tiempo
en el que la funciédn del gen 31 se requiere para el desarrollo del

bacteriofago SPO 1.

A. Transiciones desde condiciones permisivas a no permisivas.

Los experimentos que siguen consisten en el brusco cambio
en la' temperatura de incubaciédn de B. subtilis 168 M infectado con

el mutante ts-14-1 desde 37° C (temperatura permisiva) a 44° C

1



(temperatura no permisiva), acompafado de la determinacié4n del ni-
mero de bacteriofagos presentes dentro de la bacteria al tiempo de
la transiciédn térmica, y de los producidos luego de 60 minutos de
la misma. De los resultados obtenidcs se puede inferir el tiempo
minimo que la funcién del gen 31 necesita para que su expresién se
traduzca en la producciédn de progenie.

La maduraciédn de precursores virales puede estimarse mi-
diendo la produccién de bacteriofagos luego de la transicién desde
condiciones permisivas a un medio en el que la sintesis de protef-
nas est§d inhibida.

Se realizaron en forma conjunta los experimentos de tran
siciones térmicas y de antibibtico y en pafalelo para SPO 1 silves
tre y el‘mutante ts-14-1,

Para ello se infectd B. subtilis 168 M a 37°Cy a distin
tos tiempos se cambibd répidamente la temperatura a 44° C o se pasé
a un medio con cloranfenicol. Se midieron los bacteriofagos inter-
nos al tiempo de las transiciones y los producidos 60 minutos des-
pués de ellas.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figure 5 pare
el tipo silvestre y en la Figura 6 paré el mutante ts-14-1.

SPO 1 silvestre es parcialmente sensible a la transicién
desde 37 a 44° C hasta aproximadamqnte los 25 minutos después de
la infeccién (Figura 5). Los resultados de 13 transiciones realiza
das hasta ese tiempo arrojan un rendimiento promedio de 26% respec
to al rendimiento a 37° C (error tipico de la media = 4). A pesar
de la gran variacidn exhibide por estos experimentos, el menor de
los rendimientos obtcnidos en las 13 transiciones mencionadas (6%)
fue 20 veces surerior al blarco correspondiente (0.3 %).

Cuando lors transiciones se realizaron entre 25 y '35 minu
tos después de 1la infecciébdn, los rendimientos se incremenrtaron,
persistiendo la gran variacidn cntre distintos experimentos. Luego

de los 35 minutos, la transferencia desde 37 a 44° C no afectd la
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Figura 5. Produccién de bacteriofagos por B. subtilis 168 M in-
fectado con SPO 1 silvestre a 37° C vy transferido a
44° Cc o a medio con cloranfenicol.

A distintos tiempos después de la infeccibdn, alfcuotas del culti-
vo & 37° ¢ fueron diluidas en medio a 44° C (e) o en medio a 37°c¢C
conteniendo 0.1 mg/ml de cloranfenicol (&), donde la incubacién
continué por 60 minutos. Los bacteriofagos intracelulares (o) fue
ron determinados de acuerdo a Materlales y Métodos.

Los resultados se expresan c-mo porcentaje del rendimiento obteni
do cuando el cultivo permsnece a 37° ¢ (sin agreqado de cloranfe-
nicol). En cuatrn experimentos, el rendimiento a 37° C fue 36, 82,

25 y 50 bacteriofagos/bacteria infectada. E1 mayor blanco experi-
mental (bacteriofagos libres) fue 1 %.
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Figura 6. Produccibébn de bacteriofagos por B. subtilis 168 M in-
fectado con ts-14-1 a 37° ¢ y transferido a 44° C o a
medio con cloranfenicol.

A distintos tiempos después de la infeccibdn, alficuotas del culti-
vo a 37° C fueron dilufdas en medio a 44° C (@) o en medio a 37°C
conteniendo 0.1 mg/ml de-cloranfenicol (A), donde la incubaciédn
continué por 60 minutos. Los bacteriofagos intracelulares (o) fue
ron determinados como se describi6 en Materiales y Métodos.

Los resultadcs se expresan como porcentaje del rendimiento obteni
do cuando el cultivo permanece a 37° C (sin agregado de cloranfe-
nicol). En cuatro experimentos, el rendimiento a 37° C fue 60, S5,

9 y 24 bacteriofagos/bacteria infectada. El mayor blanco experi-
mental fue 0,5 %.



producciédn de bacteriofagos por B. subtilis infectado con SPO 1 sil-
vestre,

Se ha observado un efecto similar cuando se realizé este
experimento con B. subtilis HA 101 B infectado con SPO 1 silvestre;
en ese caso también existe una disminuciédn variable en el rendimien-
to cuando la elevacién de la t mperatura se produce hasta 25 minutos
deszpués de la infecciédn (ARd6n, 1974).

La sensibilidad parcial del tipo silvestre a la transicién
térmica no impide su utilizaciéd4n como control positivo para los ex-
perimentos similares efectuados con el mutante ts-14-1. En efecto,
ts-14-1, durante los primeros ?0 minutos después de la infeccibn, es
sensible a la transici6én desde 37 a 44° C en un grado tal que la pro
duccibdn de bacteriofagos se reduce siempre en un factor superior a
100 (Fiqura 6).

Cabe agregar que SPO 1 silvestre no muestra sensibilidad a
la temperatura cuando se lo titula sobre B. subtilis 168 M, HA 101 A
o HA 101 B, en medio sblido, a 37 y a 44° c. En cambio, en experimen
tos en medios liquidos se aprecia que el rendimiento, en bacteriofa-
gos por bacteria infectada, es menor a 44° ¢ que a 37° C, independien
temente de la cepa bacteriana utilizada, 168 M, HA 101 A, HA 101 B
(ARbdn, 1974). Esta sensibilidad a la temperatura, en medio liquido,
es relativamente pequefia, menor que la observada en la Fiqura 5.

La transicién desde condiciones permisivas a un medio en el
que la sintesis de protefnas est& inhibida, detiene la produccién de
bacteriofagos. En efecto, la produccién de bacteriofagos luego de di
cha transicién es similar al nimero de bacteriofaqos presentes den-
tro de la bacteria al momento de la transicién (Figura 5). Este re-
sultado indica que en B, subtilis infectado con SPO 1 no existen pre
cursores ensamblables en ausencia de sintesis de protefnas{y es decir,
que la produccién de bacteriofigos requiere sintesis de proteinas
concomitante. Este efecto no se debe a toxicidad del inhibidor sobre
5PO 1, puesto que SPO 1 incubado durante 60 minutos en presencia de

cloranfenicol (en la concentracibédn usada en estos experimentos), no
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presenta disminuciédn en su capacidad para formar placas de lisis so-
bre B. subtilis 168 M,

Cuando el experimento de transicién térmica se realiza con
bacterias infectadas con el mutante ts-14-1 (Figura 6), los resulta-
dos indican que si la transicién se efecta durante los primeros 20
minutos después de la infeccibébn, no hay produccibén de bacteriofagos
por encima de los ya presentes en la bacteria al tiempo de elevar la
temperatura. A partir de los 20 minutos, la producciébn de bacteriofa
gos comienza a ser superior al nimero de partfculas virales existen-
tes al momento del cambio de temperatura y va creciendo hasta llegar
a lgualar al rendimiento que muestra el cultivo no transferido a tem
peratura no permisiva. Esta situacibn se alcanza alrededor de los 50
minutos después de la infeccibébn, que es el tiempo aproximado de 1i-
sis para este mutante en B. subtilis 168 M a 37° c.

Fstos resultados muestran que el efecto del gen 31 comien-
za a ser detectable alrededor de los 20 minutos después de la infec-
cién pero es requerido durante todo el ciclo vegetativo de SPO 1 pa-
ra obtener un rendimiento mdximo de bacteriofagos por bacteria infec
tada. Es decir que, por una parte, la funcién del gen 31 tiene efec-
to "de disparo" sobre el desarrollo de SPO 1, puesto que el requeri-
miento es total hasta un determinado momento y de ah{ en mds es sblo
parcial. Por otra parte, el efecto de la funcién es, de algin modo,
Aagotable, pues debe estar activa durante todo el ciclo de vida para
asenurar una proqgenie tan abundante como la que se obtiene cuando no
se inactiva la funcibdn por transicién térmica.

Debe tenerse presente que la determinaciédn del tiempo mini
mo necesario para visualizar el efecto del gen 31 no implica la loca
lizaciédn temporal de los procesos por los cuales el gen es transcrip
to, traducido y su producto puesto en condiciones de desarrollar su
accién.

Por otra parte, el requerimiento de actividad del gen 31
se extiende hasta el momento en que ts-14-1 comienza la replicaciédn

activa de su genoma, Esta coincidencia es atrayente, dado que ts-14-1
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es defectivo en replicaciédn en condiciones no permisivas,

Con respecto al efecto que tiene la transiciédn desde con-
dictiones permisivas a medio con inhibidor de sintesis de proteinas,
es el mismo que se observa con el tipo silvestre y que ya se ha ana

lizado.

B. Transiciones desde condiciones no permisivas a permisivas.

Una vez establecido el tiempo minimo que la funcidn del
gen 31 debe permanecer activa (a 37° ¢) para permitir la produccién
de bacteriofagos luego de cambiar la temperatura a 44° C, tratamos
de determinar culdl es el tiempo médximo que puede permanecer B. sub-
tilis 168 M infectado con ts-14-1 a 44°C5 sin afectar la produccién
de bacteriofagos al bajar la temperatura a 37° C. Estos experimentos
se realizaron también con SPO 1 silvestre, como control.

La infeccién de B. subtilis 168 M a 44° C con el tipo sil
vestre de SPO 1, sequida de répidos descensos en la temperatura de
incubacién a 37° C y determinacibén del ndmero de bacteriofagos por
bacteria infectada 60 minutos después del cambio térmico, dib losre
sultados que se muestran en la Figura 7. Puede apreciarse que SPO 1
silvestre no es afectado por la incubacibn a 44°(Z,hasta 30 minutos
después de la infeccibédn (no se realizaron transiciones mds alld de
los 30 minutos debido a que poco después de ese tiempo comienza la
lisis bacteriana). Ademds, debe sefalarse que en estas condiciones
el rendimiento obtenido es mayor que cuando todo el ciclo transcurre
a 44°<:y del mismo orden que cuando todo el ciclo transcurre a 37°cC.

Este comportamiento del tipo silvestre de SPO 1 lo consti
tuye en un apropiado control positivo para este tipo de experimento.

Cuando las bacterias infectadas con ts-14-1, a 44° C, son
transferidas a 37° ¢ hasta 15 minutos después de 1la infeccibn, la
produccibédn de bacteriofagos es alta, incluso mayor que la obtenida
cuando todo el ciclo transcurre a temperatura permisiva. Si el tiem
po de permanencia a temperatura no permisiva es mayor de 15 minutos,

la producciédn de bacteriofagos comienza a disminuir (es de alrededor
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Fiqura 7. Produccidn de bacteriofagos por B. subtilis 168 M in-

fectado con SPO 1 silvestre a 44° ¢ y transferido a
37° c.

A distintos tiempos después de la infecciédn, alfcuotas del culti-
vo & 44° C fueron dilufdas en medio a 37° C, donde la incubacién
continubé por 60 minutos.

Los resultados se expresan como porcentaje del rendimiento prome-
dio obtenido cuandc la transicién térmica se realizbd hasta 15 mi-
nutos post-infecciédn, a efectos de una comparacidn directa con
los de la Figura 8. En tres exoerimentos, el 100 % fue 58, 72 y
36 bacteriofagos/bacteriea infectada. E1l mayor blanco experimental
fue 0.3 %.

El promedio de las 25 transiciones presentadas fue 100 ¥ (error
tipico de la media: 4).
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defSO % a los 20 minutos) y es muy pequefia luego de los 30 minutos
(Figura 8).

‘ Es decir que el sistema, constituido por B. subtilis 168 M
infectado con ts-14-1 a 44° C, recupera {ntegramente la capacidad
productora de bacteriofagos si’ se lo coloca en condiciones permisi
va; luego de mantenerlo hastz 15 minutos a temperatura no permisiva.
Sin embargo, a partir de 15 minutos, va perdiendo esa capacidad y a
los 30 minutos la recuperacién es minima, De manera que el efecto
de la funcién del gen 31 puede ser "esperado" hasta los 15 minutos
post-infeccién a 44° C; o bien, el sistema es plenamente '"rescata-
blg", como productor de bacteriofagos, siempre que no permanezca a

temperatura no permisiva m&s de 15 minutos después de 1a infeccién.

C. An8lisis de los resultados.

Un andlisis mé&s detallado de los resultados presentados
en los apartados II A y B, permite éstablecer lo siguiente:

7. La funcibdn del gen 31, afectada en el mutante ts-14-1, debe ex-

presarse necesariamente hasta el 202 minuto después de 1la infeccién

a 37° C, para asegurar la produccibdn de bacteriofagos. Si se impide

la expresiébn de la funcién del gen 31 luego cde los 20 minutos post-

infeccibn se obtiene una progenie relativamente escasa. Para lograr
una progenie comparable en nimero a la obtenida en condicionec per-
misivas la funciédn debe expresarse hasta el final del ciclo litico

(Figura 6). Este comportamiento puede deberse a que:

- en este mutante, el producto del gen 31 (gp31) sea sersible a la
termperatura, y que haya producido su efecto al cabo del ?Co minu-
to a 37° C, por lo que deja de ser requerido (al menos parcialmen
te) lueqo de ese tiempo. La sintesis del nroducto del cen 31 po-J
dr{a ser o no ser sensible a la temneratura;

- el producto del gen 31 no sea sensible 2 la temperatura, pero s
lo sea su sintcsis. Al catho de 20 minutos a 27° C el producto ha-
bria sido sintetizado en una cantidad tal que asequra la produc-
cién de bacteriofagos, adn a temperatura no permisiva.

?. En este mutcnte, el gen 31 4o es indispensable en condiciones de
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Produccién de bacteriofagos por B. subtilis 168 M

infectado con ts-14-1 a 44° ¢ y transferido a 37° c.

A distintos tiempos después de la infeccibdn, alfcuotas del cul-

tivo a 44° C fueron diluidas en medio a 37° C, donde la incuba-

cidén continub por 60 minutos.

Los resultados se expresan como'porcentaje del rendimiento pro-
medio obtenido cuando la transicién térmica se realizbd hasta 15

minutos post-infeccibébn. En dos experimentos, el 100 % fue 30 y

69 bacteriofagos/bacteria infectada. E1 mayor blanco experimen-

tal fue 0.2 %.
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funclonalidad durante los primeros 15 minutos después de la infeccibn

a 44° ¢ (su no expresiédn no compromete la produccibn de bacteriofa-

gos; Figqura 8). Este comportamiento puede atribuirse a que:

- la sfntesis del producto del gen 31 tiene lugar después de los 15
minutos a 44° C, independientemente de que el producto y/o su sin-
tesls sea/n sensible/s a la temperaturaj;

- el producto del gen 31 ya se ha sintetizado a los 15 minutos a 44°C,
pero su accibédn transcurre més alld de ese tiempo. En este caso, el
producto debe ser sensible a la temperatura y, eventualmente, pue-~
de ser competidor del producto que se sintetice a temperatura per-

misiva,

Debe aclararse el sentido que se da aquf a la expresiébn
"producto sensible a la temperatura", Con ella se quiere indicar que
1A actividad biolbgica del producto es menor a temperatura no permi-
siva que a temperatura permisivaj; la disminucién de su actividad pue-
de estimarse por la cafda en el rendimiento obtenido de bacterias in-
fectadas a 44° ¢ respecto a 37° C, que para ts-14-1 es de 0.2 y 30
bacteriofagos por bacteria infectada, respectivamente (Adbén, 1974); o
sea que el dafo térmico de la funciédn del gen 31 se traduce en una
cafda de 150 veces, aproximadamente en la produccibédn de bacteriofa-
gos.

Segin lo que hemos expresado, el cardcter de sensible a la
temperatura de la mutaciédn del gen 31 presente en ts-14-1 puede deber
se a que gp31, o su sintesis, o ambos, sean sensibles a la temperatu-
ra.

Como acabamos de ver, cada una de estas tres posibilidades
implica ciertos tiempos para la sfntesis y la acciédn del producto del
gen 31, que armonicen con los resultados presentados hasta este momen

to.,

D. Combinacién de transiciones entre condiciones permisivas y no per-

misivas.

Una manera de determinar cull de las tres alternativas
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planteadas es la que ocurre en el mutante ts-14-1, consiste en com-
binar apropiadamente transiciones desde condiciones permisivas a no
parmisivas y viceversa, utilizando temperatura, inhibicién de la
sintesis de protefnas y tiempo como variables. Con ese objetivo se
diseffaron los experimentos d~ la Fiqura 9.

Obviamente, estos rxperimentos constituyen s6lo algunas
de las combinaciones que pue:en realizarse. Se eligieron estos ca-
sos porque resultan el menor nimero de experimentos que podrfan "a
priori", responder a las cuestiones planteadas.

Los experimentos consisten esencialmente en infectar B,
subtilis 168 M con el mutantec ts-14-1 a temperatura no permisiva y
mantener dicha temperatura hosta los 15 minutos. A este tiempo se
baja bruscamente la temperatura hasta 37° ¢ con o sin el agregado
simultdneo de cloranfenicol al cultivo. Luego de 5, 10 o 15 minutos
se vuelve a elevar répidamente la temperatura hasta a4° C, con dilu
cibdn del antibibtico, en caso que se lo hubiera agregado en el mo-
mento del descenso de temper«tura., Luego de 60 minutos de realizada
la Gltima transicién, se determina el nimero de bacteriofagos produ
cidos (Figura 9, lineas 1 a 6),

Se requiere una serie de controles previos, que prueben
que estas manipulaciones no dafan por si mismas al sistema de modo
irreversible, Asimismo, la expresiédn de los resultados requiere la
realizaciédn simultédnea de experimentos que representen los niveles
minimo y mé&ximo de la produccién de bacteriofagos. A su vez, ese ni
vel minimo serd significativo siempre que el blanco experimental,
dado por los bacteriofaqos libres, sea suficientemente bajo.

Cuando el experimento se desarrolls a 37° C (Figura 9, 14
neas 7, 8 y 9), el agregado de cloranfenicol, seguido de su diluciédn
al cabo de un lapso limitado, redujo la produccibdn de bacteriofagos
a aproximadamente un 10 % del control sin antibiético. En cambio, si
no se diluye el cloranfenicol, la inhibicién de la producciédn de pro
genie es completa. Ademés, el blanco del experimento es 0.03 % res-

pecto al rendimiento del cultivo control. En general, estos blancos
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Figura 9. Producciédn de bacteriofagos por B. subtilis 168 M infec-

tado con ts-14-1 y sometido a transiciones entre condi-

clones permisivas y no permisivas.

Se infect6 B. subtilis 168 M con ts-14-1 a 44° C (lfneas 1 a 6) o a
37°C (14neas 7 a 9). Luego de 15 minutos, los cultivos fueron diluf
dos 10 veces en los siguientes medios: CHT a 44°cC (11nea 1); CHT a
37°C (11ineas 2, 5y 7) y CHT a 37°C conteniendo 0.1mg/ml de cloran
fenicol (lineas 3, 4, 6, 8 y 9). Cinco, diez o quince minutos des-
pués (T minutos después de la infecciédn), los cultivos fueron dilufi
dos de la siguiente manera: 10 veces en CHT a 44°C (linea 1); 100
veces en CHT a 37° C (lineas 2, 4, 7y 9); 10 veces en CHT a 37° C
conteniendo 0.1 mg/ml de cloranfenicol (lineas 3 y 8) y 100 veces
en CHT a 44° C (1fneas 5 y 6).

Sesenta minutos después de la dltima transiciédn se determinéd la pro
ducciédn de bacteriofagos en cada caso.

Los resultados de las lineas 1 a 6 corresponden a experimentos rea-
lizados en paralelo y se expresan como porcentaje del rendimiento
obtenido en la linea 2 (71 bacteriofagos/bacteria infectada). Los
resultados de las lfineas 7 a 9 corresponden a experimentos realiza-
dos en paralelo y se expresan como porcentgje del rendimiento obte-
nido en la linea 7 (60 bacteriofagos/bacteria infectada).

Los blancos experimentales (bacteriofagos libres) fueron 0.06 vy
0.03 X para las lineas 1 a 6 y 7 a 9, respectivamente.
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bajos, es decir, una buena infeccién, se obtienen cuando se traba-

ja con multiplicidades de infeccidn bajas (menores de un bacterio-

fago/bacteria) y con bacteriofagos producidos recientemente, o sea,
con lisados nuevos y no purificados por centrifugacién a alta velo-
cidad.

Tenemos, entonces, huenos controles iniclales, dados por
blancos bajos, inhibicién muy eficaz por el cloranfenicol y una a=-
ceptable recuperaciédn de la capacidad de producir progenie cuando
el antibibético se remueve del medio de cultivo hasta 15 minutos des
pués de haberlo agregado.

Sobre la base de estos resultados se realizaron los expe-
rimentos de la Figura 9, lfineas 1 a 6. Para ellos se ha tomado como
control positivo el rendimiento obtenido cuando al cultivo infecta-
do a 44° C, se lo transfiere a 37° ¢ a los 15 minutos después de la
infeacctiédn, Esto no es sino un experimento como el de la Figura 8;
por lo tanto, se espera una producciédn alta de bacteriofagos. Efec-
tivamente, se obtuvieron 71 bicteriofagos/bacteria infectada, valor
que se toma como 100 % (Fiqura 9, linea 2).

El control negativo est& representado por la produccién
obtenida cuando todo el ciclo transcurre a temperatura no permisiva.
Como puede apreciarse, en esas condiciones las progenies representa
ron entre 0,17 y 0,27 % del control positivo (Figura 9, linea 1).

El control positivo es asfi unas 350 veces mayor que el ne
gativo, de manera que la escala de deteccibn para el experimento es
suficientemente amplia.

Por otra parte, el blanco del experimento es 0.06 % (0.04
bacteriofaqgos/bacteria infectaida); este valor es de 3 a 5 veces me-
nor que el del control negativo.

El efecto inhibitorio del cloranfenicol se probé por agre
gado del antibi6tico simulténramente al descenso de la temperatura
de incubacién (Figura 9, linea 3). La produccién de bacteriofagos
fue completamente anulada, hasta el punto de resultar menor que el

blanco experimental (bacteriofaqos libres). Este efecto del
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cloranfenicol ha sido observado reiteradamente; sin embargo, como
ya se ha dicho, no se debe a un efecto téxico de la droga sobre bac
teriofagos maduros.

Si el cloranfenicol se remueve del medio de incubacién
luego de 5, 10 o 15 minutos desde su agregado, el sistema (B. subti
1is infectado con el mutante ts-14-1) recupera parclalmente su capa
cidad de producir progenie. Esta recuperacién es de aproximadamente
un 25 % respecto al control positivo, pero representa una produccién
100 veces mayor que la obtenida en condiciones no permisivas. Ademés,
la recuperaciédn es aparentemente independiente, en magnitud, del lap
so durante el cual el antibiético estuveé presente (Figura 9, linea 4).

Consideremos ahora el caso en que; 15 minutos después de
la infeccién a 44° C, se baja ripidamente la temperatura de incuba-
cién hasta 37° ¢ y se la mantiene por espacio de S, 10 o 15 minutos.
Al cabo de esos lapsos, se vuelve a elevar la temperatura hasta la
no permisiva y 60 minutos después se determina la produccién de bac
teriofagos.

Los resultados , Figura 9, linea 5, indican que en estas
condiciones el sistema produce bacteriofagos, con rendimientos entre
un 10 y un 20 %, respecto al control positivo. Por otra parte, la
producciédn de bacteriofagos en el experimento que estamos consideran
do es unas 40 a 100 veces mayor que la obtenida en condiciones no
permisivas, es decir, cuando no se permite al sistema unha "ventana"
de temperatura permisiva. Adem&s, parece haber una tendencia a una
mayar produccibén cuando el tiempo a 379 ¢ pasa de 5 a 15 minutos;
sin embargo, el error de estas determinacliones, ya discutido (ver
p&gina 30), no permite establecer como significativas las diferencias
observadas aquf{ (11 % para una "ventana" de 5 minutos, 18 % para una
"ventana" de 15 minutos; Figura 9, linea 5).

.Estos resultados muestran que son suficientes 5 minutos a
37° C, luego de 15 minutos a 44° C, para que se produzcan bacterlio-
fagos, aunque la temperatura, luego de esos 5 minutos, vuelva a ser

la no permisiva. De modo que 5 minutos de sintesis y/o accién del
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producto del gen 31 alcanzan para la prosecusibén del ciclo litico,
que se traduce en una progenie de regular abundancia.

Veamos ahora el caso en que se agrega cloranfenicol en el
momento de bajar la temperatura y se lo remueve cuando se reeleva
aquélla, Los resultados obtenidos (Figura 9, linea 6) indican que
hay produccibdn de bacteriofagos cuando se permite al sistema una
"ventana" a 37° C con inhibicién de la sintesis de proteinas. Este
comportamiento implica que la sintesis de gp31 no es sensible a la
temperatura; que gp31 es sensible a la temperatura y reactivable por
descenso de la misma.,

Es conveniente formular algunos comentarios respecto a es-
tos iiltimos resultados y las conclusiones extrafidas de ellos.

El primero se refiere a la significaciédn del resultado ob-
tenido en el experimento de la Fiqura 9, l1inea 6. Un rendimiento de
2.4 a 3,7 % respecto al control positivo (linea 2) representa una
real producciédn de bacteriofagos por encima de lo que se obtiene en
el control negativo (linea 1), que es 10 veces menor.

Con respecto a la conclusién extrafida (gp31es sensible ala
temperatura) puede llegarse a ella por exclusiédn de las alternati-
vas. Dado que ts-14-1 es un mutante simple, puede ocurrir que el pro
ducto del gen mutado, o su sintesis, sean sensibles a la temperatura
o0 que lo sean ambos. Si la sintesis de gp31 fuera termosensible, no
se obtendrfia progenie en el experimento que analizamos, puesto que
en su transcurso no hay momento en que la temperatura sea permisiva
y a la vez no haya cloranfenicol. Dado que hubo progenie en tales
condiciones, queda claro que gp31 es sensible a la temperatura, en
ts-14-1,

Por otra parte, la sintesis de gp31 debe haber comenzado
antes de los 15 minutos a 44° C, de manera que al momento de bajar
la temperatura haya una cantidad de producto que permita una produc-
cién de bacteriofagos como la observada. Asimismo, el producto inac-~
tivo a 44° C es reactivable al pasar a 37° C y bastan 5 minutos a es

ta temperatura para que el producto reactivado desarrolle una acciédn
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suficiente para permitir una produccibédn de bacteriofagos limitada,

pero significativa si se la compara con la que se obtiene en condi-

ciones no permisivas.
Resumiendo, podemos puntualizar las siguientes caracteri{s
ticas de la mutaciédn presente en ts-14-1:

- la sintesis del producto del gen 31 no es sensible a la temperatu
ra;

- el producto del gen 31 es sensible a la temperatura;

- el producto sintetizado a temperatura no permisiva es reactivable
por descenso de la temperatura hasta la permisivaj;

- la sintesis del producto del gen 31 comienza'antes de los 15 minu
tos a 44° ¢ y al cabo de 15 minutos se ha sintetizado en cantidad
tal que asegura la produccié4n de algunos bacteriofagos;

- la accid4n del producto comienza antes de los 20 minutos (15 minu-

tos a 44° C m&s 5 minutos a 37° C) y al cabo de ese tiempo dicha

accién es suficiente para obtener progenie.
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III. INFLUENCIA DEL GEN 31 SOBRE LA REPLICACION Y LA TRANSCRIPCION.

En condiciones no permisivas, o sea a 44° C, el mutante
ts-14-1 es defectivo en la replicacién de su genoma y en la sintesis
de RNAs intermedios y tardfos (AAén, 1974). Este Gltimo defecto se
manifiesta luego de los 10 minutos después de la infeccién e implica
un déficit en 3 de las clases de mRNAs de SPO 1 (Gage & Geiduschek,
1971 a) : n_\,li, le y l.

Como hemos visto, si 15 minutos después de la infeccibdn a
44° C se transfiere el sistema a temperatura)permisiva por un lapso
de 5 minutos, al cabo del cual se restituye la condicién no permisi-
va, hay produccién de bacteriofagos. Este hecho seflala la obligato-
ria recuperacién, en esas condiciones, de la capacidad de sintesis
de DNA y RNAs virales, hasta niveles compatibles con la existencla
de progenie.

Sin embargo, no sabemos si la replicaciédn y la transcrip-
cién se recuperan simulténeamente o no, si la recuperacién se produ
ce inmediatamente después de establecida la condiciédn permisiva o
si, por el contrario, se requiere que gp31 actde un clierto tiempo
para detectar su efecto sobre la sintesis de polinﬁcleétidos. Tampo
co sabemos si la transcripcibn y la replicaciédn, una vez recupera-
das, se mantienen aunque gp31 sea inactivado (por elevacibn de 1la
temperatura) o sl se requiere la accibdn sostenida del producto para
el mantenimiento de la sintesis de &cidos nucleicos virales. Pueden
formularse otras preguntas, especialmente con respecto a la trans-
cripciébn, referidas, por ejemplo, a la calidad y abundancia relati-
va de los mRNAs transcriptos.

Los experimentos que siguen fueron realizados con el pro-
pésito de aclarar algunas de las cuestiones que acaban de plantear-
se, Se ha medido la sintesis de DNA y de RNA en bacterias infecta-
das con ts-14-1 a 44° C, a las que se transfirié a 37° C a los 15
minutos después de la infeccién. En algunos casos, luego de un cler

to lapso de tiempo a temperatura permisiva, se volvié a elevar la



temperatura a 44° C. Se trata de los disefos experimentales de la.‘
lineas 2 y 5 de la Figura 9; en estas condiciones, la progenie es
500 y 10-20 % respecto al caso en que no se reeleva la temperatura
(Figura 9). Se ha preferido este disefio a aquél en el que se agrega
cloranfenicol (Figura 9, linea 6), porque, siendo mayor la produc-
cién de bacteriofagos, se espera que sean mayores los efectos del
producto del gen 31 sobre la si{intesis de DNA y RNA y, por lo tanto,

mejores las posibilidades de medirlos.

A. Influencia del gen 31 sobre la replicacién,

Para medir sintesis de DNA se infectd B. subtilis 168 M

con ts-14-1 a 44° C, se agregb 3

H-Adenina y se tomaron muestras de
los siguientes cuatro sub-cultivos: uno que permanecié a 44°<:;uno
que fue transferido a 37°C a los 15 minutos; dos, derivados del an-
terior, que fueron transferidos nuevamente a 44° C a los 20 y 30 mi
nutos. Los resultados de incorporacién de 3H-Aden1na en DNA se pre-
sentan en la Figura 10,

Cuando la temperatura de incubacién se mantiene a 44° c,
no hay sintesis de DNA , en concordancia con el cardcter DO de
ts-14-1 y su capacidad para reprimir irreversiblemente la replica-
ciédn bacteriana (AféSn, 1974).

Si se baja la temperatura a los 15 minutos post-infeccibn,
la sintesis de DNA se inicia a los 22 minutos, tiempo que puede con
siderarse normal, pues a 37° C lo hace a los 20 minutos (Figura 3).

Cuando la temperatura vuelve a elevarse a 44° C 1la repli-
cacién se detiene, pero no lo hace inmediatamente, sino luego de u-
nos 10 minutos. Ademds, el nivel final que alcanza la sintesis de
DNA es mayor cuando la "ventana" de 37° C es de 15 minutos que cuan
do es de S minutos.

Estos resultados indican que la reactivaciédn de gp31 15
minutos después de la infeccién a 44° C posibilita la replicacién

del genoma viral y la cantidad de DNA sintetizado es proporcional

& la extensién del perfodo de acciédn de gp31i.
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Figura 10. Incorporacién de 3H-Adenina en DNA por B. subtilis
168 M infectado con ts-14-1 a 44° C y sometido a

transiciones térmicas.

A los 8 minutos post-infeccién se agregd al cultivo 3H-Adenina
(5 pCi/ml y 17 pg/ml). Una fraccibdn del cultivo permanecié a
44° C (A) y otra se transfirié a 37° C a los 15 minutos. De es-
ta Gltima, una parte permanecié a 37° C (@);o0tras dos se retrans
firieron a 44° C a los 20 (o) y 30 (x) minutos respectivamente.
De cada uno de los cuatro subcultivos se tomaron muestras de
0.5 ml que fueron procesadas como se describe en Materiales vy
Métodos. E1 porcentaje de bacterias no infectadas fue 0.1.



Los efecfos de la activacién y de la inactivaciédn de gp31
sobre il replicaciédn no se manifiestan en forma inmediata. E1 prime
ro de ellos puede s;r temporzlmente normal, comeo acaba de mencionar
se, dado el fenotipo de ts-14=-1 a 37° C. La demora en la manifesta-
cibn del efecto de la inactivacién de gp31 sobre la sintesis de DNA
puede reconocer diferentes causas, con diversos grados de compleji-
dad. As{, suponiendo que gp31'act6e en forma directa sobre el pro-
ceso Qe replicacién, su acfividad decrecerfa luego que se lo trans-
fiera 'a 44° C, de modo que al cabo de unos diez minutos su accibﬁ
se agotarf{a. Otra posibilidad seria que gp31 actuara sobre la sin-
tesls de un mRNA, cuyo producto (protefna) estuviera implicado en
la reﬁlicacién (téngase presente qﬁe ts-=14-1 es defectivo en repli-
cacibn y en transcripeciédn). 5i asi fuera, la activacidn o inactiva-
cibén de gp31 se reflejaria en la sintesis de DNA con una cierta de-
mora; para el caso de la inactivacién, tal demora involucraria el
tiempo necesario para el agotamiento de gp31, del supuesto mRNA y

de la protefna producto de é1.

B. Influencia del gen 31 sobre la revnlicacidén en ausencie de trans-

cripcién.

La posibilidad mencionada anteriormente puede ser evalua=-
da si se pone al sistema en congiciones en que la sintesis de RNA
esté inhiblda por un medio que no implique la inactivacién de gp31i.
Para ello se realizé un experimento andlogo al anterior, pero se
agregd al cultivo, en el momento de bajar-la temperatura a 37° C,
un inhibidor de la transcripcién, rifampicina (Lancini & Sartori,
1963) .

Loz rosultedos ohtonidos muestran cue, mientras la inki-
bicién de la sintesis de RNA fue completa (Figura 11 B), la repiica-
cién se inicié a los 22 minutos oproximadarente y continub hasta
los 55 minutos (Figura 11 A). Cuando se reelevdé la temreratura a los
30 minutos, sineliminar el antibibético, la replicacibdn centinuéd por

unos 10 minutos mds y lueno cesé. Por lo tantc, la sinrtesis de DHA
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Figura 11. Incorporacibédn de 3H-—Adenina en DNA y RNA por B. subti-
lis 168 M infectado con ts-14-1 a 44° C y sometido a

transiciones térinicas en oresencia de Rifampicina.

A los 8 minutos post-infeccibn se agregb al cultivo 3H-Adenina

(3.8 puCi/ml y 19 ng/ml). Una fraccibdn del cultivo permanecid a

44° ¢ (A) y otra se transfirib a 37° ¢ a los 15 minutos, agre-

gdndose simultéaneamente RIF hasta 10 pg/ml. De esta uUltima, una
parte permanecié a 37° ¢ (o) y ptra fue retransferida a 44° ¢ a
los 30 minutos (x).

De cada uno de los tres subcultivos se tomaron muestras de 0.5

ml que fueron procesadas para la determinacidén de radioactivi-

dad incorporada en material estable al &lcali (DNA, parte A) e

inestable al &lcali (RNA, parte B) y precipitable por TCA, co-

mo se describe en Materiales y Métodecs. E1 porcentaje ce bacte
rias no infectadas fue 1.
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en estas condiciones transcurr= tal como si no se hubiera inhibido
la transcripciédn. Los niveles finales de incorporacién de 3H-Adenina
en DNA son del mismo orden con o sin inhibicién de la sintesis de
RNA (compérense Figuras 10 y 11 A, considerando que las actividades
espec{ficas de los precursores usados no son iquales).

Estos resultados indican que el efecto de gp31 sobre la
replicacién del genoma de SPO 1 no requiere transcripcién concomi-
tante, o sea que no est& mediado por un RNA., Por lo tanto, 15 minu-
tos después de la infeccibn a 44°<:,e1 sistema cuenta con todos los
mRNAS necesarios para las funciones involucradas en la replicacién,
la cual estd impedida por la inactividad de gp31 a 44° C. Al resca-
tarse la actividad de dicho producto la replicacibébn se inicia sin
necesidad de sintesis de RNA (Figura 11 A) y estd limitada por el
lapso de tiempo en que gp31 puede actuar y no por la transcripcién

viral (Figuras 10 y 11 A).

C. Influencia del gen 31 sobre la transcripciébn.

La sintesis de RNA total se midié por incorporacién de
3H-Adenina en material 4&lcali 18bil &cido precipitable, en un culti
vo de B. subtilis 168 M infectado con ts-14-1 a 44° C, transferido
a 37° ¢ a 1os 15 minutos y al que se volvidé a 44°c a 1os 20 o a los
30 minutos. Una parte del cultivo permanecib a 37° C desde los 15
hasta los 60 minutos y otra se mantuvo a 44° c desde la infeccién.

Los resultados se muestran en la Figura 12. Su interpreta
cibn no es sencilla, puesto que se trata de sintesis acumulativa de
RNA total, es decir, viral y bacteriano. -

Cuando el sistema permanece a 44° C el RNA sintetizado es
preponderantemente bacteriano, ya que el nivel de transcripcién vi-
ral es muy bajo luego de los 10 minutos a esta temperatura.

Al bajar la temperatura a los 15 minutos, la sintesis de
RNA prosliqgue con menor velocidad; aqui se est& midiendo transcrip-
cibén bacteriana y, posiblemente, viral. Aparentemente, la recupera-

cién de la actividad por parte del bacteriofago deprime la sintesis
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Figura 12. Incorporacién de 3H-Adenina en RNA por B. subtilis
168 M infectado con ts-14-1 a 44° ¢ y sometido a

transiciones térmicas.

3H-Adenina

(5 uCi/ml y 17 pg/ml). Una fraccidn del cultivo permahecié a
44° ¢ (A) y otra se transfirib a 37° ¢ a los 15 minutos. De es
ta Gltima, una parte permanecié a 37° C (e);otras dos se retrans

A los 8 minutos post-infeccidén se agregd al cultivo

firieron a 44° C a los 20 (o) y 30 (x) minutos, respectivamente.
De cada uno de los cuatro subcultivos se tcmaron muestras de
0.5 ml que fueron procesadas segin se describe en Materiales y

Métodos. E]1 porcentaje de bacterias no infectadas fue 0.7.
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de RNA bacterlano.

Si la temperatura se eleva a 44° C a los 30 minutos (es
decir, luego de una "ventana" de 15 minutos a 37° C), la sintesis
de RNA prosigue durante unos 10 a 12 minutos y luego se detiene. Es
te comportamiento suglere que al subir la temperatura se detiene la
transcripciébn viral, aunque no inmediatamente y que, cuando la "ven
tana" es de 15 minutos, el bacteriofago recupera sus funclones al
punto de reprimir irreversiblemente la sintesis de RNA de la bacte-
ria.

En cambio, si la temperatura se eleva a 44° C 5 minutos
después de haberla bajado, la sintesis de RNA no decae. Mas bien,
tiende al comportamiento del sistema a 44° c. Esto podrfia deberse a
que el tiempo a 37° ¢ (5 minutos) no es suficiente para que el bac-
teriofago anule irreversiblemente la transcripciédn bacteriana, por
lo cual ésta se restituirf{a al volver a condiciones no permisivas,
condiciones en las que volverfa a inhibirse la sintesis de RNA viral.
Resultados que se describen m&s adelante, apoyan estas interpreta-
ciones.

Por lo tanto, una hipétesis compatible con estos resulta-
dos, serfa la siguiente: El desarrollo del mutante ts-14-1, cuya pro
secusibdn es posible porque el producto del gen 31 recupera su acti-
vidad al bajar la temperatura, necesita mds de 5 minutos (pero me-
nos de 15) para reprimir irreversiblemente la sf{ntesis de RNA de la
bacteria y m&s de 15 minutos para sostener la transcripciébn viral.

Sin embargo, la situacién no es clara, especialmente para
el caso en que se permite al sistema una "ventana" de 5 minutos a
temperatura permisiva. Una manera de obtener mé&s informacién consis
te en determinar qué proporciédn del RNA sintetizado corresponde a
las especles codificadas por el bacteriofago.

Con este objeto se realizaron marcaciones por pulsos de 2
minutos, con 3H-Uracilo, a lo largo de un experimento en el que se
permitid al sistema una "ventana" de 5 minutos a 37° C (entre los

15 y los 20 minutos después de la infecciédn). Al final de cada pulso
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se extrajeron 1os RNAs y se los hibridizé a DNA de SPO 1. En la Fi-
gura 13 se muestran los resultados de tales hibridizaciones.

Los RNAs marcados entre los 5 y 7 minutos y entre los 12
y 14 minutos después de la infeccibédn hibridizan a DNA de SPO 1 en
proporciones de 20 y 3.3 % respectivamente. Estos niveles de hibri-
dizaciédn son los habituales para esas condiciones experimentales
(Anén, 1974).

Si se baja la temperatura de incubacién a 37° ¢ 15 minu-
tos después de la infecciédn, el nivel de hibridizacidén a DNA de
SPO 1 continda muy bajo durante los 6 minutos siguientes; en efecto,
el RNA marcado entre los 19 y 21 minutos después de la infecciédn hi
bridiza a DNA viral en s8lo un 1.8 %. Pero iuego el nivel de hibri-
dizaciédn comienza a aumentar (3.3 % para el RNA marcado entre los
22 y 24 minutos) y continda creciendo hasta por lo menos 35 minutos,
alcanzando valores del orden de 25 %.

Si luego de 5 minutos de permanencia a 37° ¢, el sistema
se transfiere a 44° C, el nivel de transcripciédn viral experimenta
una ligera recuperaciédn, que comienza a los 21 minutos y prosigue
hasta los 27 minutos. De ah{ en m&s, el nivel de transcripcién vuel
ve a bajar y regresa a los valores obtenidos antes de su recupera-
cién.

Los resultados muestran que la reactivaciédn del producto
del cistrén 31 produce la recuperaciédn de la sintesis de RNA viral,
recuperaciédn que se aprecia después que han transcurrido 7 minutos
desde el momento en que se transfiere el sistema a 37° C. La inacti
vacién posterior del producto del gen 31 se traduce en una reinhibi
cién de la sintesis de RNA viral. Ademds, cuando se permite al sis-
tema un lapso de sélo 5 minutos a 37° C, la recuperaciédn de la trans
cripcién viral se hace evidente después que la temperatura se ha re
elevado y alcanza pequefla magnitud (el RNA marcado entre 25 y 27 mi
nutos hibridiza a DNA de SPO 1 en un 3.4 %, mientras que si no se
hubiera subido la temperatura el nivel habrf{a sido 8.5 % aproximada

mente), Sin embargo, esta leve recuperaciédn de la sintesis de RNA

- 64 -



o - o — > - —it

[ 1 <

ividad

Radioact
hibridizada a DNA (%)
N
o

-
o

0 10 20 30
Tiempo (min)

riqura 13. Nivel de transcri~cibn viral en B. subtilis 16BMinfecte-

do con ts-14-1 a 44°<:1 soretido a transiciones térricar,

A los 15 minut~e post-infecc:r se transfirid el cultivo a 37° ¢.

Una fraccibn rcrranecid a es*a termperatura ( ) y ctra fue trensg
feridc 8 44° C a los 297 minus-or post-infeccidn (- - =), A dlstirtos
tiempos se marcd RNA durante pulsos de dos minutos (indicados por
barras horizontales cortas en el esquema experimental) con 3h-Ur:aci
lo (22 pCi/ml y 0,20 ug/ml). E1 porcentaje de bacterias no infecta-
das fue 0.7,

Los RNAs fueron alslados e hibridizados a DNA de SPO 1, de acuerdo
a 1o descripto en Materiales y Métodos.

3H-RNA Periodo Ce Blanc: enr ausendia Radiocactivicad to-

marcaciédn (min) oe DNA (cpm) tal agreguda (cpm)
S=7 33 6356
12-14 40 1966°
1c=18 a5 21459
19221 43 L005e
21=23 4?2 €693
22-24 59 5706
25=27 18 4889
26-28 58 $193
20-32 29 62€13
23-35 52 3093
34-36 66 443,
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codificado por el bacteriofago implica la transcripcién de todos los
mensajes esenciales en cantidad suficiente como para producir proge-
nie, puesto que en estas condiclones se obtiene alrededor de 10 % de
los bacteriofagos que se producen cuando no se reeleva la temperatu-
ra (Ver Figura 9, lfnea 5).

La reinhibicién de la sintesis de RNA viral se produce lue
go de 7 minutos de haber elevado la temperatura del cultivo. Por lo
tanto, existe un retardo en la respuesta de la transcripcién a la re
activaciédn y a la inactivacién de gp31, del orden de 7 minutos en am
bos casos, Estos retardos podrian ser consecuencia de:

- que el efecto de gp31 sobre la transcripcibdn no sea directo;

- que el sistema (bacteria infectada) neceslite un cierto tiempo para
adaptarse a la nueva situaciédn, creada por la transicidon térmicaj

- que la transcripcibén, muy escasa al momento de bajar 1a temperatu-
ra, se recupere a través de la resintesis (en pequefia proporcién)
de las clases de RNAs tempranas que ya habfan sido transcriptas
durante los primeros 15 minutos, a 44° C,y no a través 4= la conti-
nuaciédn del programa de transcripciédn desde el punto en que se ha-
llaba al bajar la temperatura. Esto explicarfia sblo 2! = :traso ob-
servado en la recuperacibdn del nivel de transcripcién, noc el que

se aprecia en la reinhibicién posterior.

Con respecto a que la bacteria infectada necesite clerto
perfodo de adaptacién a la nueva temperatura de incubacidn, no hay
indicios de tal necesidad, pero no se descarta. Un cultive scometido
a transiciones térmicas continda creciendo sin aparentes modificacio
nes en el tiempo de duplicacién (no se muestran los datos) e incor-
pora 3H-Adenina en RNA con velocidades que 51 bien son diferentes a
37 y 44° C, no indican una paralizaciédn de la transcripciédn ante el
cambio brusco de temperatura (Ver Figura 12).

La posibilidad de resintesis de mRNAs "tempranoa" (aunque
sélo sea en pequefla proporciédmn) podria verificarse por hibridizacién

competicibén. Se realizaron una serie de experimentos de ese tipo,

con los 3H-RNAs marcados por pulsos a lo largo del experimento
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esquematizado en la Figura 13, utilizando competidores ricos en cla-
ses tempranas y en clases intermedias y tardfas. Los resultados mos-~
traron una gran variacién, probablemente a causa de las limitaclones
de la técnica usada y de los bajos niveles de hibridizacién de los
3H-RNAs analizados.

Aln dentro de las limitaciones apuntadas, los resultados

no sugirieron un incremento en la proporcién de mRNAs "tempranos"

luego del descenso de la temperatura.

D. Influencia del gen 31 sobre la transcripciédn en ausencia de repli-

caciébn.

Si el efecto de la funciébn del gen 31 sobre la sintesis de
RNA no fuera directo, podria estar mediado por la sintesis de DNA.
Es decir, podrfa ser necesario un DNA recientemente replicado para
poder transcribir los RNAs que se producen luego del descenso de la
temperature, 15 minutos después de la infeccibdn. Al reelevarse la
temperatura, la inhibicién de la transcripcibé4n requeriria la previa
paralizaciébé4n de la replicaciébn.

En otras palabras, la accién de gp31 sobre la transcrip-
cién podria ser secundaria a (o consecuencia de) su accibd4n sobre la
replicacibn, Esto puede probarse, en principlo, de dos maneras. Una
consiste en agregar un inhibidor de la sintesis de DNA en el momen-
to de bajar la temperatura a 37° ¢ y verificar si se mantiene el au-
mento de la transcripcidh viral observado sin inhibidor.

Otra forma consistirfa en agregar al genoma de ts-14-1 una
segunda mutacién que impida la sintesis de DNA en condiciones permi-
sivas para la mutacién original de ts-14-1. Es decir, utilizar un mu
tante doble que contenga la mutaciédn ts-14-1 y otra no sensible a la
temperatura en un cistrén, distinto del 31, cuyo producto se requie-
ra para la replicacién del genoma de SPO 1. Esta segunda mutaciédn
debe producir, cuando se encuentra sola, un fenotipo defectivo en
replicaciédn (DO), pero con un nivel de transcripciédn viral relativa-

mente alto, ain después de los 15 minutos post-infecciédn. Por otra
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parte, esta mutaciédn podria ser.de tino supresible, puesto que la
cepa 168 M de B, subtilis es no supresora.

Se eligié el mutante sus=-F-30 para cruzarlo con ts-14-1,
por haber sido caracterizado como DO (Gage & Gelduschek, 1971 b) y
con un nivel de transcripcién del orden de 10 % hasta 25 minutos
después de la infeccién, a 37° C (Fujita & col., 1971).

Sin embargo, cuando se infecté B. subtilis 168 M con sus-
F-30 a 44° C y 15 minutos después se bajé la temperatura a 37° c,
el nivel de transcripcién, luego de los 15 minutos, no fue suficien
temente alto para nuestros propbsitos (Figura 14 A). Efectivamente,
la fracciédn de RNA hibridizable a DNA de SPO 1 fue del orden de 25%
entre 5 y 7 minutos, 17 % entre 12 y 14 minutos, 9 % entre 17 y 19
minutos y oscild entre 3 y 5 % desde los 22 hasta los 35 minutos.
Dado que la reactivacién de gp31, en ts-14-1, conduce a un aumento
en el nivel de transcripcién que se aprecia a partir de los 20-22
minutos, en el doble mutante sus-F=30/ts-14-1 el eventual incremen-
to ante la reactivaciédn de gp31 estaria limitado por el efecto de
la mutacién en el gen 22, Efectivamente, sus-F-30/ts-14-1 no muestra
recuperaciédn en el nivel de transcripcién luego de la transicién tér
mica practicada a los 15 minutos (Figura 14 B). Este comportamiento
no puede atribuirse a que gp31 actle sobre la transcripcidn a través
de un eventual efecto sobre 1la replicacién, a causa del bajo nivel
de transcripcién de sus-F-30 en las mismas condiciones.

Sin embargo, la curva de hibridizacién para el doble mutan
te es muy similar a la de ts-14-1 y diferente de la de sus-F-30, du-
rante los primeros 15 minutos a 44° C (Figura 14),. Este resultado
indica que cuando la replicaciédn estd bloqueada por inactividad de
gp31 la transcripciédn del genoma es menor que cuando la replicaciédn
estd impedida por carencia de gp22, Por otra parte, la carencia de

gp2? no atempera el efecto de la mutaciédn ts-14-1.

Ante esta situacién no resuelta por medio del doble mutante,
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Figura 14. Nivel de transcripcibn viral en B. subtilis 168 M infec-
tado con sus-F-30 o con su§-F-30/ts=14-1 a 44°¢ y transfe-
rido a 37° ¢ a los 15 minutos.

La infeccién se realizd con sus-F-30 (parte A; ) y con sus=F-30/

ts-14-1 (parte B). A distintos tiempos se marcd RNA durante pulsos
3H-Uridina (20 pCi/ml y 0,20 pg/ml). E1 porcentaje
de bacterias no infectadas fue 1 (parte A) y 1.1 (parte B).

Los RNAs fueron aislados e hibridizados a DNA de SPO 1 segin lo des
cripto en Materiales y Métodos. ’

de 2 minutos con

En la parte A se ha agregado, para comparaciédn, la curva correspon-
diente a ts-~14-1 (- - -), tal como se la presenta en la Figura 13.
3

H=-RNA Perfiodo Blanco en ausencia Radioactividad
de margiiibn de DNA (cpm) total agregada (cpm)
" sus-F-30 5:2:2;32/ , sus=F-30 522:2;32/
5-7 13 21 1740 2034
12-14 13 9 3049 7815
16-18 18 3813
17-19 7 2151
19-21 15 3017
22=-24 24 8 14€2 3259
26-28 14 11 1302 2861
33-35 12 28 1246 4509
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se optd por emplear un inhibldor de la sintesis de DNA.

£1 inhibidor a usar no debe anular la si{ntesis de RNA, lo
cual constituye una limitacién. Por otra parte, no se han descripto
inhibidores especificos para la actividad DNA polimerasa-DNA depen-
diente de SPO 1 (Yehle & Ganesan, 1973). A su vez, los andlogos Ara
binosil=Adenina y Arabinosil-Citosina no penetran en B. subtilis, a
menos que se permeabilicen previamente las células (Rashbaum & Cozza
relli, 1976).

Por estas causas, se apeld al uso del &cido nalidixico
(NAL) (Cook & col., 1966; Crumplin & Smith, 1976). En bajas concen-
traciones, NAL inhibe completamente la replicacién en B. subtilis,
sin afectar la de SPO 1 (Gage & Fujita, 1969). Sin embargo, si se
incrementa suficientemente la concentraciédn de NAL se puede alcan-
zar una muy buena inhibicién de la sintesis de DNA, en bacterias in
fectadas con ts-14-1 a 37° ¢ (Tabla 1).

Cuando se probd el efecto de agregar NAL a un cultivo de
B. subtilis 168 M infectado con ts-14-1, al mismo tiempo de bajar
la temperatura, desde 44 a 37° C, se obtuvo también una muv buena
inhibiciédn de la replicaciédn (Figura 15 A). En cambio, el efecto so
bre la transcripciédn fue relativamente bajo (Figura 15 B); la incor
poracibén de 3H—Adenina en RNA cuando se agregd NAL al bajar la tem-
peratura representa un 65 % de la incorporacién cuando no se agregb
antibibtico al efectuar la transicién térmica. Al reeleva. 1a tempe
ratura a los 30 minutos, se obtuvo un aumento en la sintesis de RNA
total, que puede deberse a la mayor transcripcibé4n observada en bac-
terias infectadas a 44° C respecto a 37° ¢ (Figura 12).

Por 1o tanto, puede usarse 4cido nalidixico para inhibir
la replicacién al tiempo que se reactiva a gp31, manteniendo una in
corporaciédn de precursor en RNA total que permite estudiar el nivel
de transcripciédn viral en tales condiciones.

Para eso, se prepararon 3

H-RNAs marcados por pulsos duran
te un experimento iniciado con infeccién a 44° C, seguido de trans-

ferencia a 37° € a los 15 minutos con o sin agregado de NAL. Los
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TABLA 1

INHIBICION DE LA SINTESIS DE DNA POR ACIDO NALIDIXICO EN

o
B. SUBTILIS 168 M INFECTADO CON ts-14-1 A 37" C.

NAL Radioactividad incorporada Inhibicién
(pg/ml) en DNA (cpm) (%)
0 4140 0
120 1021 75
240 500 88
3160 200 95
Se 0
25° 30
50° 60

A los S minutos post-infeccibdn se agregébd 3H—Aden1na (5pCi/ml y
17 pg/ml). A los 11 minutos se agregd NAL, hasta las concentra-
ciones que se indican, a tres fracciones del cultivo; una cuar-
ta fraccid4n permanecid sin NAL. A los 42 minutos se tomaron
muestras de 0.5 ml en las que se determind la incorporacién de
3H--Aden.ina en material estable al 4lcalil y precipitable por 4ci
do, de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos. E1 por-

centaje de bacterias no infectadas fue 1.

Se incluyen como comparacién (°*) resultados obtenidos por Gage

y Fujita (1969), con SPO 1 silvestre.
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Figura 15. Incorporacién de 3H-Adenina en DNA y RNA por B. subti-
1is 168 M infectado con ts-14-1 a 44° C y sometido a .

transiciones térmicas en presencia de &cido nalidixico.

Se agregé 3H-Adenina (5 puCci/ml y 17 ug/ml) a los 8 minutos después
de la infeccién a 44°€ (A). A los 15 minutos, una fracciédn del cul
tivo se transfirié a 37°cC (o) y otra a 37°<:agregéndose simulténea
mente NAL hasta 360 jpg/ml. De esta Gltima, una parte permanecib a
37° ¢ (o) y otra se retransfirié a 44° C a los 30 minutos (x). De
cada uno de 1los tres subcultivos se tomaron muestras de 0.5 ml

que fueron procesadas para le determinacién de radiocactividad in-
corporada en material estable al &4lcali (DNA, parte A) e inestable
al &lcali (RNA, parte B) y precipitable por TCA, como se déscribe

en Materiules y Métodos. El jcrcentoje de pacterias no infectadas
fue 0.4,
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3H-RNAs fueron hibridizados a DNA de SPO 1 y las curvas de nivel de

transcripciébn obtenidas se muestran en la Figura 16.

Hasta el momento de la transicién térmica se obtuvieron
niveles dentro de los habituales: 17-18 % de hibridizacién para el
3H-RNA marcado entre 1los 5 y 7 minutos, 5-6 % para el marcado entre
los 11 y 13 minutos. El descenso de la temperatura a los 15 minutos,
en presencia de NAL, no va acompafiado de una recuperacién en el ni-
vel de transcripciédn viral, que se mantiene muy bajo, entre 3 y 4 %,
hasta m&s allé de los 40 minutos. En las mismas condiciones, pero
en ausencia de NAL, la sintesis de mRNAs virales comienza a aumentar
hacia el 2292 minuto y alrededor de los 32 minutos alcanza el nivel
correspondiente al RNA marcado entre 1los 5 y 7 minutos (16 % de hi-
bridizacidn para el RNA marcado entre los 31 y 33 minutos). Luego,
el nivel de transcripcibn, en ausencia de NAL, se estabiliza, ya
que el RNA marcado entre los 39 y 41 minutos hibridiza un 18 %, a-
proximadamente, a DNA de SPO 1. Por otra parte, la curva de nivel
de hibridizacién de los RNAs marcados en ausencia de NAL, est8 den-
tro de 1o que se espera en estas condiciones, teniendo en cuenta
las variaciones propias de estos experimentos (preparacién de los
RNAs e hibridizacién de los mismos a DNA; compérese con los resulta
dos obtenidos de una preparaciédn e hibridizacién independientes,
mostrados en la Figura 13).

Si consideramos que, en ausencia de NAL, el nivel de trans
cripcibédn aumenta desde wun 3 % (entre los 15 y los 20 minutos post-
infeccibén) hasta un 18 % a los 40 minutos, mientras que en presencia
de NAL el incremento serfa desde un 3 a un 4 % (diferencia que en
si misma no es significativa), se puede estimar que la inhibicién
de la replicaciédn anula en alrededor de 95 % la transcripcién viral,
en condiciones en que gp31 est8 activo. Esta inhibicién es del mis-
mo orden de la obtenida para la sintesis de DNA con la misma concen-
tracién de NAL (Figura 15 A) y mucho mayor que la producida por el
NAL sobre la sintesis de RNA total, que es del orden de 35 % (Figu-

ra 15 B). Por otra parte, un efecto téxico generalizado del NAL no
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Fiqura 16. Nivel de transcrinciédn viral en B. subtilis 168 M infec-

tado con ts=14-1 a '44°C v transferido a 37OC en presen-
cla de &cido nalidixico.

A los 15 minutos post-infecciébn se transfirid una parte del cultivo
a 37°%c ( ) y otra a 37° ¢ agregédndose simult&neamente NAL hasta
360 pg/ml (- - -).Adistintos tiempos se marcé RNA durante pulsos de
dos minutos (indicados por barras horizontales cortas en el esguema
experimental) con 3H-Uridina (20 pCi/ml y 0.20 pg/ml). E1 porcenta-
je de bacterias no infectadas fue 0.9.

Los RNAs fueron aislados e hibridizados a DNA de SPO 1 segin se in-
dica en Materiales y Métodos.
3

H=RN/\ Perfodo de Blanco en ausencia Radioactividad to-
marcacién (min) de DNA (cpm) tal agregada (cpm)
5-~7 5 1101
11-13 8 5664
17=-19 9 €274
18-20 23 517¢%

21-23 10 4375
25=27 21 3786
26-28 8 3847
31-33 14 11232
32-34 27. 8341
39-41 12 742
40-42 75 6674
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necesariamente alterarfa el nivel de transcripcién viral.

Resulta pues claro que la reactivaciédn térmica de gp31 no
es suficiente para la recuperaciédn de la sintesis de mRNAs virales.
Para esa recuperacién es necesaria, ademds, la replicacién del ge-

noma del bacteriofago.

E. An8lisis de los resultados.

El fenotipo del mutante ts-14-1 ha permitido estudiar el
efecto que ejerce la actividad de gp31 sobre la replicacién y trans
cripciédn del genoma viral. As{, fue posible mantener las bacterias
infectadas con ts-14-1 a 44° C hasta los 15 minutos, arrib&ndose a
una situaciébn en la cual la transcripciédn viral es muy baja, la re-
plicacién no ha comenzado y gp31 estéd presente, pero inactivo. Si
en ese momento se baja la temperatura, gp31 se reactiva (por otra
parte su sfintesis podrfa continuar) y el desarrollo de ts-14-1 pro-
sigque hasta la lisis.

En estas condiciones, la iniciacién de la replicacién y
la recuperacié4n del nivel de transcripcibédn se produjeron al mismo
tiempo. La reinactivaciédn posterior de gp31 detuvo la sintesis de
DNA y redujo la transcripcibn viral hasta los niveles pre-recupera-
cibén; los resultados disponibles indicaron, también aqui, la simul-
taneidad de ambos efectos (Figuras 10, 12 y 13).

De este modo, no pudo establecerse una relacibdn de causa-
lidad entre los dos efectos a partir de consideraciones temporales.
Esa eventual relacién constituye un dato importante para conocer so
bre qué faceta del desarrollo del bacteriofago actla gp31.

Se plantearon tres posibilidades para el modo de accién
de gp31 sobre la transcripcién y la replicaciédn (Figura 17). Dos de
ellas consisten en un efecto primario de gp31 sobre uno de los pro-
cesos, mientras el efecto sobre el otro proceso serf{a consecuencia
del primero. La tercera posibilidad estd dada por acciones indepen-

dientes sobre ambas sintesis.,

La inhibicibén de uno de los procesos en condiciones que
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no comprometieran al otro (o lo hicieran levemente), ha permitido

descartar la primera posibilidad (Figura 11) y

aceptar la segunda

(Figura 16). A su vez, la tercera puede descartarse desde el momen

to que se acepta una de las anteriores.

Es decir, gp31 desarrolla una acciébn
de DNA que no estd mediada por su efecto sobre
en cambio, gp31 actla sobre la transcripcibn a
en replicacién.

De este modo, gp31 estarfa implicado

plicacién del genoma de SPO 1. La reactivacién

sobre la sintesis
la sintesis de RNA;

través de su efecto

en el proceso de re

térmica de gp31 per

mitirf{a la iniciaciédn de la sintesis de DNA y la disponibilidad de

un modelo reclientemente sintetizado podria ser

la causa del aumen-

to observado en el nivel de transcripciédn viral. Al inactivar a

gp31, su capacidad de accibédn sobre la replicacién se irfa agotando

hasta anularse y, paralelamente, disminuirfa la capacidad del sis-

tema para transcribir el genoma del bacteriofago (posiblemente por

incompetencia del modelo).
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I. FENOTIPO DE ts-14-1 A 37° C.

Los pardmetros temporales del ciclo 1{tico del mutante
ts=14-1 a 37° C son distinto: de los correspondientes al tipo sil-
vestre de SPO 1. As{, la iniciacibén de la sintesis de DNA, la cur-
va de nivel de transcripcién viral, la produccién de bacteriofagos
intracelulares y la lisis de la bacteria infectada presentan retar
dos del orden de 10 minutos.

De este modo, si bien aquf{ se ha considerado a 37° ¢ co-
mo temperatura permisiva, los resultados presentados en las Figu-
ras 2, 3 y 4 indican que 37° ¢ es una temperatura semi-permisiva
para el desarrollo de ts-14-1 en B. subtlilis 168 M,

No parece haber un retraso en los primeros 8 minutos
post-infeccibn, tal cono puede juzgarse a través de la curva de ni
vel de transcripcibn (Figura 4). De ah! en mids, el retardo se hace
evidente en la iniciacién de la replicaciédn (Figqura 3) y en el es-
tiramiento de la zona del valle de la curva de nivel de transcrip-
cibé6n. Estos hechos se reflejan posteriormente en el tiempo necesa-
rio para producir el equivalente de un bacteriofago por bacteria
infectada y la lisis bacteriana (Figura 2).

La comparacidédn de las pendientes de las curvas de produc
ciébn de bacteriofagos y sinteosis de DNA para ts-14-1 y SPO 1 sil-
vestre sugliere que los dos procesos transcurren con velocidades si

milares, una vez puestos en marcha (Figquras 2 y 3).

El fenotipo de ts~14-1 a 37° ¢ puede considerase como
causado por un defecto en la capacidad para iniciar la replicacién
en el tiempo normal. Sin embargo, puede también suponerse que ts-
14-1 transcribe lentamente un mRNA 6 una clase de mRNAs cuyos pro-
ductos son esenciales para 1ia sintesis de DNA. Por otra parte, pue
de argumentarse a favor de una defliciencia en una funcién no impli
cada directamente en la replicaciédn o transcripcién virales, sino,

por ejemplo, en la modificacién o represién de una actividad de la
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bacteria. En el apartado I D de RESULTADOS se ha optado por la pri
mera de las interpretaciones aqu{ seflaladas, Los resultados poste-
riores (Figuras 11 y 16) apoyan ese punto de vista,

Se conocen otros miutantes de SPO 1 en los que la sinte-
sis de DNA se inicia mA&s tarde que en el silvestre (Fujita, 1971;
Okubo & col., 1972). En ello- este fenotipo, DD, se observa duran
te la infeccibdn en condiciones en que no se produce progenie. En
cambio, ts-14-1 presenta fenotipo DD en condiclones en que el ci-
clo culmina con la lisis de la bacteria y la produccién de una can
tidad relativamente grande d~ bacteriofagos (alrededor de 30 por
bacteria infectada). Este hecho es novedoso en este sistema y no
sabemos que se lo haya observado en otros bacteriofagos.

Este fenotipo DD tiene como atractivo 1a posibilidad de
brindar, en principlo, mayor comodidad para el estudio de los con-
troles de las etapas intermeias del desarrollo de SPO 1. Como vi-
mos en la Figura 1, entre los 8 y 12 minutos post-infeccién se con
centran varios eventos importantes, relacionados con la replica-
cién y transcripcibdn. E1 estiramiento de esta parte del ciclo 1{ti
co facilitarfa su estudio, suponiendo que si ts-14-1 emplea més
tiempo que el silvestre para efectuar los mismos procesos, ser& ma
yor la probabilidad de analizar uno de ellos sin demasiada influen
cia de los otros y de establecer interrelaciones m&s claras que
las actualmente conocidas. E:ta supuesta potencialidad del fenoti-

po DD ha sido parcialmente explotada durante el presente trabajo.

Una caracteristica interesante del desarrollo de SPO 1
en B. subtilis 168 M a 37° C, es la dependencia que presenta la ca
pacidad productora dc bacteriofagos respecto de la sintesis de pro
tefnas (Figuras S y 6). Esta dependencia es estricta durante todo
el ciclo 1lfitico (dentro de 1los limites de resoluciédn de la metodo-
logfa utilizada) y ha sido observada también con el mutante sus/
ts-0-36 en la cepa HA 101 B (AAén , 1974). Este comportamiento di-

fiere del descripto durante la infeccién de E. coli por T 4
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(Pulitzer, 1970); en este caso, la adicién de inhibidores de la
traduccién al medio de cultivo no impide la produccién de bacte-
riofagos por encima de los presentes al tiempo de tales agregados.
Parece claro que 14 completa formacibén de una particula
viral infectante de SPO 1 requiere la sintesis continua de una o

m&s protefnas.



II. NATURALEZA Y TIEMPOS DE ~CCION Y SINTESIS DE gp31.

Los experimentos d~ transiciones térmicas y entre medios
con y sin inhibidores, permitieron establecer que gp31 comienza a
sintetizarse antes de los 15 minutos a 44° C y que su accibn se i-
nicia antes de los 20 minutos (a 37° C, o 5 minutos a 37° C luego
de 15 a 44° C) (Figuras 6 y 7).

$1 bien el ciclo 1ftico de SPO 1 a 44° C no ha sido es-
tudiado con el mismo detalle que a 37° C, no hay indicios de dife-
rencias en los tiempos que lo caracterizan ni en el orden de los
diferentes eventos (Gage & Geiduschek, 1971 a; Wilson & Gage, 1971;
Anén, 1974).

Suponiendo que la escala de tiempos es la misma a 37 y
44° C, la sintesis de gp31 comienza en etapas tempranas (Pre-repli
cativas) del ciclo litico. As{, en ts-14-1, el mRNA correspondien-
te a gp31 ha sido sintetizado, en cantidad suficiente para cumpli-
mentar su funcibn en la sintcsis de DNA, antes de los 15 minutos
(Figura 11). Lo mismo se aplica a los mRNAs correspondientes a to-
das las funciones requeridas para la sintesis de DNA, pues ésta se
inicla y transcurre del mismo modo en presencia y en ausencia de
rifampicina (Figuras 10 y 11). Esto indica que gp31 (inactivo a
44° C) no afecta la transcripcibn de los demés mensajes necesarios
para la replicacién.

A su vez, en el tipo silvestre, la replicacibdn se hace
insensible a la rifampicina a los 8 minutos post-infeccibd4n (Gage &
Gelduschek, 1971 b), Este es el tiempo hasta el cual parece ser
normal el desarrollo de ts-14-1. Este hecho apoya también la idea
de que la inactividad de gp31 en ts-14-1 afecta a la replicacién
antes que a la transcripcién.

Existe un lapso relativamente largo entre l1a iniciacién
de la si{ntesis de gp31 (ante: de los 15 minutos) y la acumulaciédn
de un efecto suficlente para iniclar la replicaciébn y para produ-

cir progenie (20 minutos; Fiquras 3, 6 y 10). Si{ bien no contamos



con elementos suficientes para especular acerca de este tiempo,
puede pensarse que sea necesario un nivel relativamente alto de
gp31 activo (nivel que no se alcanza inmediatamente), que gp31l su-
fre un procesamiento post-sintesis (que insumirfa un cierto tiem-
po), que gp31l tiene una actividad biclégica disminuida en ts-14-1
a3”®co algin otro mecanismo m&s complejo y/o indirecto (tal co-

mo una combinacién entre los aqui{ mencionados).

A lo largo de este trabajo hemos supuesto que gp31l
es una protefna (o polipéptido). Un hecho experimental que apoya
esta presuncién es el mostrado en la Figura 9 (lineas 4, S y 6).
Se puede considerar el disefio de la linea 6 como una combinacién
de las lf{neas 4 y S. Si el prnducto termosensible fuera una protef
na, el efecto del cloranfenicol sobre la sintesis y el de la tem-
peratura, sobre el producto, podrf{an ser aditivos. Los resultados
de la lf{nea 6 muestran tal aditividad, dentro de los m&rgenes de va
riaciédn relativamente amplios que son propios de estos experimen-
tos. Asf{, el rendimiento de 3.7 i es comparable al producto 23 % x
18 % (4.1 % final) y ain 2.4 % no es muy diferente de 30 % x 17 %
(5.1 % final).

Sin embargo, es posible que gp31 no sea una protefna. Si
fuera, por ejemplo, un RNA, se tratarfa también de un RNA sensi-
ble a la temperatura, cuya sintesis no es termosensible (Figura
11).

Adn cuando no hemos demostrado la verdadera naturaleza
de qgp31, creemos que la mds probable es la polipeptfdica y como

tal ha sido considerada.

Otros aspectos de la accidédn de gp31l que merecen destacar
se derivan de lo=s experimentos de las Figuras 6 y 8.

gp31 muestra un efccto de "disparo" sobre el desarrollo
del bacteriofago, puesto que desde los 20 minutos se puede presch
dir de &1 sin comprometer la producciédn de algqunos bacterlofagos

(Figura 6). Pero la prescindibilidad es parcial, afin bastante mis
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allé de los 20 minutos. De manera que posiblemente gp31 actGe so-
bre un proceso con efecto/s multiplicador/es, pero que debe contl-
nuar hasta muy avanzado el ciclé 1litico.

A su vez, la bacteria infectada puede esperar la disponi
bilidad de un gp31 activo hasta los 15 minutos post-infeccién, pe-
ro no m&s (Figura 8). En este aspecto, el caso de gp31 es distinto
al de gp28, que puede permanecer inactivo hasta 90 minutos sin a-
fectar la capacidad de producir progenie al reactivarlo (Afibn,
1974).

gp28 modifica la especificidad de la RNA polimerasa bac-
teriana, posibilitando la sintesis de mRNAs intermedios; su accién
se inicia alrededor de los 4 minutos y es imprescindible hasta la
lisis.

La diferencia mencionada entre gp28 y gp31 probablemente
refleje la trascendencia que tendria la modificacibén del aparato
de transcripciédn celular para el desarrollo del bacteriofago. Se
puede pensar que en tanto gp”’8 no haya permitido la transcripciédn
de los mensajes intermedios, el sistema permanece en un estado sus
ceptible a la accién de gp28, adn por mucho tiempo (90 minutos).
Ese estado implica la preservacién del genoma viral, el cual es ca
paz de expresarse ante la reactivacibén de gp28, completando el ci-
clo 1{itico.

El mantenimiento del genoma infectante en un estado "la-
tente" se ha observado también en la infeccié4n de B. subtilis espo
rulante con el bacteriofago @ E. E1 DNA de @ E puede incorporarse
a los esporos y expresarse después de la germinaciédn (Sonenshein &
Roscoe, 1969). La RNA polimerasa extrafda de células vegetativas
transcribe "in vitro"™ el DNA de @ E, mientras que la obtenida de
células. esporulantes es incapaz de hacerlo (Losick & Sonenshein,
1969) .,

Si bien se trata de bacteriofagos distintos, aunque rela
cionados quimica y serolégicamente (Aposhian, 1965; Brodetsky & Ro

mig, 1965), los resultados sugieren que el DNA infectante puede

- 83 -



mantenerse en un estado de latencia, miemtras ne es transcripto
(caso de § E en bacterias esporulantes) o mientras sélo se trans-
criban los genes tempranos (C°§° de mutantes de SPO 1 defectivos
en gp28).

En el caso de SPO 1, parecerfia que una vez iniclada la
transcripcién de los mensajes intermedios, dependiente de gp28,
los sucesos siguientes deben acaecer dentro de mirgenes tempora-
les relativamente estrechos. Si un producto no se hallara disponi
ble al tiempo en que debe actuar, la infeccién se volverfa aborti
va., Asi ocurrirfa con gp31, un producto que se supone es codifica
do por mensajes intermedios y actda en conjunciédn con otros pro-
ductos de tales clases (Gage & Geiduschek, 1971 b; Yehle & Ganesan,

1973; Afb6n, 1974; Shub, 1975; Shub & Johnson, 1975).
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I1I. EFECTOS DE gp31 SOBRE LA REPLICACION Y LA TRANSCRIPCION.

Una consecuencia de los experimentos de la Figura 9 con-
siste en la posibilidad de conceder al sistema ciertos lapsosi"pqg
misivos™, suficientes para producir progenie y, en estas condicio-
nes, estudiar cémo influye la actividad de gp31 sobre procesos su-
puestamente dependientes de é1, de acuerdo al fenotipo de ts-14-1
a 44° c.

La reactivaciédn de gp31 permite la iniclacién de la re-
plicaciédn y el incremento del nivel de transcripcibédn. Estos dos e-
fectos son aproximadamente simulténeos y tienen lugar luego de va-
rios minutos desde la reactivaciébn de gp31l. A su vez, la inactiva-
cibén posterior de gp31 provoca la inhibicié4n de la replicacién y
de la sintesis de RNA; ambas inhibiciones ocurren luego de un cier
to tiempo y mds o menos simultdneamente. Esta situacibdn ya ha sido
analizada y no permitibd establecer cual de los dos efectos de gp31
es primario (al menos respecto al otro). La inhibicién de la repli
caciébn o la transcripciébdn en condiciones en que la otra no esté
inhibida y gp31 estéd activo, permitib establecer que laactividad de

gp31 estd dirigida a la sf{ntrnsis de DNA (Figuras 11, 16 y 17).

Una pregunta que surge de lo expuesto es qué funcibédn pue
de cumplir gp31 en la replicaciédn del DNA de SPO 1. Se puede inten
tar una aproximacién a la respuesta. Para ello apelaremos a los da
tos disponibles sobre el proceso de replicacién en SPO 1 y a lo que

se conoce sobre é1 en el bacteriofago T 4.

Fn el caso de T 4, se puede obtener sintesis de DNA "in
vitro", incubando los productos purificados de los genes 32, 41,
43, 44, 45 y 62, deoxirribonuclebésidos-trifosfato y ribonucleési-
dos-trifosfato, con modelos de simple y doble cadena., Esta sinte-
sis "in vitro" es una aceptable reproduccié4n del proceso "in vivo"

(Morris & col., 1975).

De los seis productos virales mencionados, gp43 es una
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DNA polimerasa, de P. M. 110000 Daltons ( Nossal & Hershfield,
1971), la cual posee también actividad de exonucleasa (Brutlag &
Kornberg, 1972).

gp32 es una proteina con actividad desestabilizante de
la estructura del DNA, causando, aparentemente, una apertura del
modelo, necesaria para su replicaciédn. gp32 estimula la actividad
de gp43, cuando el modelo es DNA de cadena simple (Huberman & col,
1971) y resulta esencial cuando el modelo es de doble cadena (No-
ssal, 1974).

Los productos de los genes 44 y 62 han sido aislados en
forma de un complejo cuya funciébn no se conoce exactamente, aunque
exhibe dos actividades que drpenden o son éstimuladas por la pre-
sencia de gp45 y rATP: hidrélisis de ATP a ADP y P1 (dependiente
de DNA) y aumento de la velocidad de la reacciédn de polimerizaciébn
catalizada por gp43 (Alberts & col., 1975), la cual alcanza asi{ va
lores comparables a los observados "in vivo".

La Ynica actividad conocida de gp45 es la estimulaciébn
del complejo gp44a/62.

Por su parte, la fiincién de gp41 no ha sido establecida,
aunque se sabe que cataliza la hidrélisis de GTP a GDP y Pi, en
presencia de DNA de simple cidena (Alberts & col., 1977).

A pesar de estos avances en el conocimiento de las fun-
ciones involucradas en la replicacié4n del DNA de T 4, el proceso
"in vivo" permanece mucho mi&s oscuro. No se conoce hasta qué punto
y cudntas proteinas celulares se emplean en el proceso ni qué pro-
ductos virales, no necesarios "in vitro", intervienen "in vivo".
Una purificacién parcial del aparato de replicaciédn de E. coli in-
fectada con T 4, revela la presencia de gp32, gp43, gp42 (dCMP hi-
droximetilasa), RNA polimerasa y cantidades variables de otras tre
ce protefnas (aparentemente virales). Todos estos productos apare-

cen unidos a DNA de T 4 (Manoil & col., 1977).
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En cuanto al proceso de replicacién en SPO 1, hay nueve
cistrones cuyos productos son necesarios para la replicacién (feno
fipo DO) y otros siete que 1a alteran produciendo fenotipos DD (1i-
niciacién retrasada de la replicaciédn) o DA (terminacién anticlipa-
da de la replicacién).

No se han estudiado mutantes de estos Ultimos siete ge-
nes, de manera que no sabemés qué funciones pueden codificar.

Dentro de los genes cuya correcta expresién es requisito
para la sintesis de DNA, el ”8 codifica una protefna que regula la
transcripciédn. E1 gen 29 parece ser el estructural de la dUMP hi-
droximetilasa, aunque no se descarta que gp29 pueda, ademds, inter
venir en la polimerizaciédn del DNA (Glassbérg & col., 1977 ¢). Por
su parte, gp23 es posiblemente una deoxinuclebdtido quinasa, pues
dos mutantes del gen 23 no complementan con representantes del cis
trén 3 (deoxinuclebdtido quinasa) del bacteriofago SP 82, muy rela-
cionado con SPO 1 (Glassberg & col., 1977 c; Kahan, 1971).

Los sels cistrones restantes, 21, 22, 27, 30, 31 y 32,
podrian codificar productos directamente involucrados en la repli-
caclén. Cinco de ellos han sido estudiados con mayor detalle. l.os
genes 21 y 32 codilicarfan j'roductos necesarios para la iniciacién
de la sintesis de DNA, no sélo en el primer ciclo de replicaciébn
sino en cada uno de los subriguientes, pero que no participarfan
en la elongaciénwae las cadrnas nacientes (Glassberg & col., 1977 a).

El producto del grn 32 también estarfa involucrado en la
terminacién de la replicaci6n (Glassberg & col., 1977 a).

En cambio, gp?22, gp30 y gp31 participarfan en la elonga-
cibén de las cadenas nacient~s de DNA (Glassberg & col., 1977 a).

El cistrén 27 no ha sido estudiado h;sta el momento, por
lo que no puede adjudicdrsele ninguna funcién.

Estos (ltimos conncimientos han sido adquiridos utilizan
do mutantes sensibles a la temperatura (alta o baja) a los que se
permite iniciar la replicaciédn en condiciones permisivas; lueqgo se

los transfiere a temperatura no permisiva y se determina en qué
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extensidn se han replicado los diferentes cistrones. Para esto se
‘extrae el DNA y se prueba su capacidad de complementar con distin-

tos mutantes.

Esta metodologfa no ha sido acompafiada, hasta el momento,
por estudios de actividades (catalfiticas, de unién a DNA u otras)
{de los productos de estos genes.

A este respecto, SPO 1 codifica una DNA polimerasa, de
P. M. 122000 Daltons y una sola cadena polipeptidica (Yehle & Gane
san, 1972; Yehle & Ganesan, 1973). Esta enzima prefliere como mode-
los DNAs de doble cadena desnaturalizados (por calor o 4lcali),
preferencia que también exhiben las DNA polimerasas de otros bacte
riofagos, como T 2 (Aposhian & Kornberg, 1962), T 4 (Goulian & col.,
1968) y T 7 (Grippo & Richardson, 1971). Una caracter{stica llama-
tiva de la enzima es su capacidad de utilizar 4dTTP, dUTP y 5-Bromo-
dUTP como sustratos, tan blen como Hidroximetil-UTP (Yehle & Gane-
san, 1973).

No se conoce qué cistrbén dirige la sintesis de esta DNA
polimerasa.

Tampoco se han descripto otras actividades cataliticas
en B, subtilis infectado con SPO 1, que puedan considerarse invo-
lucradas directamente en el proceso de replicacié4n, aunque la duMP-
hidroximetilasa (gp29) podrfa ser un componente del aparato repli-

cativo (Glassberg & col., 1977 c).

Como vimos anteriormente, se ha propuesto que gp31 actua
ria en la elongaciédn de las cadenas de DNA, aunque no se descarta
que lo haga también en la iniciacié4n (Glassberg & col., 1977 c).

Nuestros resultados no permiten decidirqen qué etapa ac-
tia gp31l. En la Figura 10 puede apreciarse que hay sintesis de DNA
alin cuando ésta se inicie después de haber elevado la temperatura
de incubacién de las bacteris infectadas con ts-14-1 y que la sin

tesis prosigue hasta unos 10 minutos después de la transiciédn tér-

mica (este Ultimo efecto puede verse también en la Figura 11)., Este
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comportamiento parece m&s proplo de un producto que actie en la 1-
niclaciédn o en una de las vias metabédlicas que aportan sustratos a
l1a reacciédn. Sin embargo, si el gp31 de ts-14-1 poseyera una velo-
cidad de inactivaciédn térmica baja, se obtendria el resultado de
ylas Figuras 10 y 11, adn cuando el producto participe en la elonga
cién de cadenas nacientes de DNA.

Suponiendo que gp31. actuara en la etapa de elongacidn,
es dificil responder a la pregunta de cudl podrfa ser su funcibn.
‘No parece probable que sea una enzima necesaria para la s{ntesis
de hldroximetil-UTP, a menos rjue el "pool" del producto de la reac-
cién catalizada por gp31 fuera muy bajo, pues la sintesis de DNA
‘cesa inmediatamente en algunos mutantes del gen 31 transferidos de
temperatura permisiva a no permisiva (Glassberg & col., 1977 c).
Adem&s, de las enzimas responsables de la sintesis de HMUTP, dos
de ellas parecen ser gp29 y gp23 (Glassberg & col., 1977 c; Okubo
& ¢ol.,, 1972) y la dTTPasa, ~nzima inducida por los bacteriofagos
del grupo de 5PO 1 (Roscoe, 1969 a), probablemente sea normal en
ts-14-1, pues la si{ntesis de DNA bacteriano es completamente repri
mida por este mutante a temprratura no permisiva (Figuras 10 y '71;
Anbn, 1974).

Un resultedo que sugliere que gp31 es un componente del
aparato de replicacibédn es 1la necesidad de que se encuentre activo
dentro de un margen mds o menos estrecho de tiempo (Figura 8),

Si, como se supone, la sintesis de DNA es llevada a cabo
por un sistema multienzimitico, en el que participan protefinas bac
terlanas y virales (Eisenberq & col., 1976), es razonable pensar
que tal sistema posea una es:ructura con relaciones espaciales muy
precisas entre sus component:s. Es probable que tal estructura re-
quiera un montaje ordenado en el tiempo y si uno de los componen-
tes no estd disponible en el momento oportuno, el montaje prosiga
de manera anormal, originando un complejo carente de actividad ca-
tal{tica y no reactivable ante la disponibilidad posterior del pro

ducto faltante; o bien, el producto inactivo al momento de su
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incorporacidn al sistema multienzimdtico puede ingresar a éste, pe
ro origina una estructura incapaz de aceptar al resto de los compo

nentes o, si los acepta, el sistema resulta inactivo.

Hemos visto que cuando la sintesis de DNA se detiene an-
te la inactivacién de gp31, también lo hace la de RNA viral, apro-
ximadamente al mismo tiempo (Figuras 10, 12 y 13). Esta dependen-
cia de la transcripciébn respecto de la replicacibdn parece estar més
influenciada por gp31 que ﬁor gp22 (Figura 14), producto que tam-
bién participaria en la elongaciédn del DNA (Glassberg & col., 1977
a).

Se ha postulado que el acople replicaciédn-transcripciédn
seria consecuencia de que s8lo el DNA reclientemente replicado esta
ria en un estado competente para ser transcripto. Esta competencia
se irfa perdiendo a medida que las DNA ligasas eliminan los cortes
en el DNA y, con ellos, probablemente disminuirfan las zonas de ca
dena simple, accesibles a la RNA polimerasa (Riva & col., 1970 a;

Riva & col., 1970 b; Cascino & col., 1970).

Teniendo en cuenta lo expresado con respecto a la repli-
cacién en T 4, a que gp31 (de SPO 1) actuarfa a nivel de elonga-
cibén y a la dependencia estrecha de la transcripciédn respecto de
la replicacibén en el mutante ts-14-1, parece probable que gp31 par
ticipe en el mantenimiento d~ zonas de simple cadena en el DNA, que
son esenciales para ambos procesos.

Las funciones que podrfan intervenir en dicho manteni-
miento serfan del tipo de gp32, gp44/62 y gp41 del bacteriofago
T 4 (las dos Ultimas son actividades de ATPasa y GTPasa que provee
rfan energf{a para mantener abierta la doble hélice). Sin embargo,
no deben descartarse otros miembros de la maquinaria replicativa,

como, por ejemplo, la DNA polimerasa, especialmente a causa de la

limltada informaciédn disponible.
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1.

CONCLUSIONES
e

El desarrollo del bacteriofago SPO 1 requiere sintesis de prote{

nas durante todo el ciclo litico.

El desarrollo del mutante ts-14-1 a 37° C estd retrasado alrede-
dor de 10 minutos respecto al tipo silvestre de SPO 1, en cuanto
a sintesis de DNA, transcripciédn tardfa y producciédn de bacterio
fagos.

La iniciaciédn retrasada de la sintesis de DNA (fenotipo DD) es

probablemente el defecto primario.

En ts-14-1 gp31 es sensible a la temperatura, pero es reactiva-
ble por descenso de ésta. La s{ntesis de gp31 no es sensible a

la temperatura.

La sintesis de gp31 comienza antes de los 15 minutos post-infec-
cién.
A los 20 minutos post-infecciédn, gp31 ya ha desarrollado acciébn

suficiente para producir progenie.

gp31 tiene un efecto de disparo sobre el desarrollo de ts-14-1,

pero su accién (o las consecuencias de su acciédn) son agotables.

La reactivaciédn de gp31 permite la iniciacién de la replicaciédn
y la elevacidn del nivel de transcripciéd4n virales.
La inactivaciédn posterior de gp31 detiene la sintesis de DNA y

deprime la transcripciédn hasta los niveles pre-reactivaciédn.

La acciédn de gp31 sobre la sintesis de DNA no requliere trans-
cripcibdn concomitante. Esto se aplica tanto a la estimulaciédn
de la replicaciédn por la actividad de gp31, cuanto a su inhibi-
cibébn por inactivaciédn del producto.

La cantidad de DNA sintetizado por ts-14-1 es proporcional a la

extensién del perfodo de accién de gp31.
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8. gp31 actGa sobre la transcripcié4n a través de su efecto en la

replicacién.

9. En ts-14-1 la sintesis de DNA puede ser inhibida por altas do-
sis de &cido nalidixico, con una inhibicién relativamente baja

de la sintesis de RNA,
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