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HER gertilaente cedido por ol re Jo Olavk . /01" 49 1o soleseildn de)
krofewds is » arlae

shradey
Lagterias ifp 2000 en fase logaritaice de orecimiente s J7°C,

ml&cmmammuﬂllﬁ.“uh‘"mm
talag ¢2n ol baoteridfage iUi¥ o uaa multiriioidad 4s alrededer de 4

las QUe »e usaron camummenie, en Geda sapftule w eceritirin 1oe me~
terialee eveeffiecs sniisinnlea oi fuske nesesarte,

> & edelante cuanlio noareferisenss & "basterias” aln stve esrecifi~
savibay ertendamce el woo e ls espa Bfe )eU00s
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Conjuntonente con el mmsrapu-numnwmeusm
conoentres:.n final de axlo"u.

La cultura ez luego mentonida a 37° esn vigososa asweaciln (%anto pop
agitacibn o por burtujeo ds aize £118reds) por 4 1/2 boves. Poote-
Fiomente ac cedinentan las bdacterias pow centeifugeoiln y el en~
brenatante se filtre a travis do £i14508 "miliporos™ (de poros de

V¥ 0y45 48 difnotav) lo que pemite la complete esterilimeciln de
la cuspensifn figione Los 1isados oon mantemidos en heladese a 4°C,

Semiliadas’

Con el nétodo desoripto se oMbienen lisados mn ${tulo o=
prodr.-udodoﬁklolz baoteriifagos por sl Hstudice sealigedos por
noaotros Jeoatraron que ¢l Ca favomese 1o mejor abmorviln dsl fago
(oowo en ol caso dsl bacteriSfago Pl, Battasd 1931) y Sste debe ser
agrecado al medio oonjuntanonte con MI2 pare obeansr tftulos eleve~
dose

‘0 cantidnd de fago obdenido ea proposoional al Siempo do
4noubacisn hassa 1las 4 1/2 hores y luago dserese, siendo Seto dsdido
a la reabsoroidn 48 pnrte d¢ las oflulas scheeviviantes.

o @0 oboerva lioin mnsive 49 las bdagtewias (oomo en <l
cago 38 infeooidn do otroe fagos virnlentos) y elle es dedido s gque
132 e8 capas de lisogonisap defectivamentes (Amati, reaultadoe no
paubliocados ).

La obtensiln del fago por el método do siendwe con bao-
torias on onjos de iotri (Adams 195() es posible y dA %ftmlos li-
geramente GUDETiores, pa¥c que 0O Justifiean el mayor manipuleo
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¥ ol osnor wifson obbenille.

432 a9 un fago estakis, pras & alle wn dateenento inisdal
m ol ¥l is Los limdos, 3o spoumtanianete wn fagtor )3, no
ba podido sor ovitedo (indepandtentemente Sl nBlads ussdo pese of
tenar lon lisndcsje

Zs prolmble que io zasia ¢ e Amastivesifn se-e similap
8 In ecavontradng pasam igual efedtsy powr b Tosmmen (eccamiensidn
reseonal; on 61 0aso del colifuge &) ¢ sen 1a Feheoguidn do pag
% 49 1ne axticules visales por mslics d9 rased eslalaw, gue do~
WMa0 al diimio tamnio, schuvpassn 6 tdExiento & susifise~-
odény



ARy

I™e Pi7 1) SN DE AOTAT A0 RER

A $:p0 8 olooca produdds tow iRy seeodo o alteds decoristo poR
adam 1590, 30 zisilo® a 1a a9 les eslifoges W3, Mk 174 y £ %0
orpasterionban por ser ginades (apmeiacdesents 4 n do difnstes)
7 par Souas boniee difuses oot alamiande svesinieante 40 dotenias
e Sada i aupestiehes

Are cerectericvtion 4 1se p ates & B3 en ¢ & @0 siembean
baotenilfy s o actariss - ellas e nils tusbiss o inogeeiens
A0 3. ot o a'igon m tasbesias N

49 bom vrobad Lwrsos aadios do onitivo, ¥ o bien 1a wparien~
8.9 varls ligoswente, centicnsn combudes lae euwrsteristiens
fimyiaoertalens

Jarnnte tode al Nertodo gue 5o ha eeladisdn osbe lmatexisfage, o9
Bon umemic ratontes wurfoligiooe (4 plage) sin haleyee oitenido
semaltodon [:om: 8ivoas



e Tu't a0 Sl 2 KOS WD ZoR

A 20 e cluos pPokicida ror Gy weado 6 allede desaripto po
Admoe 1990, oa zisdl-® & ia Ge Yae eslifoges I3, Mk 174 ¥y £2 Je
cerastarionban o2 seP cmodse (apmeaiasiasente 4 on do diinstes)
¥ nor $oue burdes difuees con alaniends sreciniemte de daotemias
o tada i aur-orfiehes

APy cerectes’ut.on de 138  ages 40 BRI o8 ¢ & €9 cienhean
bactewilfy 8 o actariss - ellas e nils tusbies o inomeeiens
A0 J. ot o.axiguen en baslewias N

18 b Tobads L2vweeos aedios 30 lGivo, ¥y o bien la sparien
0.3 varlo iigosmente, Gentiengn cearbrdes las ewrwoterieticns
funinoeniaions

Aaropte todo el nertodd gao 30 ha ashadisds eade beotexidfagey o
W uacads utontas watolisiooe (49 plaoe) ain nboroe citenido
feomiitndon :on: Sivode
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e e dBala MWD OLL PAG) 3@ AL TEADMULINT 0N Sama T Posase

Hater-: aleg

e .
Xfter r.e =] By

e
3 traten.enta 8l fago 32 eon Alams es ofestel tando “ip ViGEy” ooeo
Mpwas nfecailn o noterinte it tsafemiente Pn ZANR™e realisd 2=
lagem’o unn w0luo:in aosose festa 40 3n wnslos 68 W cuspensidn buCfy
w.eade {Iriz -& 3y3) d» wWntemiSfage, ¢ insuiando Sala por IO sdimtas a
e luapc 2 1o aunl ee 3:0013 @2 fhage solmuviwtente,
Cundpoles sin ans.oa fussun sealisates pesaleleneube,

rere al trubwcieado daueobe isfeseddn do dasderias sonoidles, ae
ha adopiade el nfdodo de mlisila 40 dlnen & arias comentemcicnes al
agar blenio en ol que oo smdrerve Wnsluriss 7 un sfacyo peedetecuimn~
4o d» Daotardiifrymes (aage de iowdesiia s JTCe pov coho hosus, we eog
taran las Sywan do listes

1 ostmddo lel ofesto Jo 1a ensimn pyetecifiien “Peamen” 30 FoR
1:88 an Tumam cirdlne 8 in do Aa Tiamne

Aamlinien
R fago 2 e leoets’ recistenls al tSulemiante ow ilase Jn

A" sds umendo altas caentresionss & eamian (100 /(- /ws)e
S evitensia la inpoetoesbilided de o esvuldtmm posbelam & esle en~
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sione Como vesmnos luago (1iio) et dicha amwoltusn pocteion e» lecdg

mdny las particulas os tomunsfin sonsidles a 12 anoiln ¢ la Saae.
Ia ionotivasifn dsl fago, cuandd is Moo oo hooe eolusp

arente la infecoidn o dnoteTina snciblse, €8 pFopazoiosl a Aa

oconcentsaciin de la ensinn on o) Dediog F oano rmestma 1n figumm i=l
o0 aignificattwnente inferior a la daoowiple pox Zinder (1962)
mamma.momoumO.l/r/wa“me
cxplotananto 1o fasmaciin s Svens de lisise Jo 20 ho podido uonry
CuNOeNiTRCicnes ayIses 46 1a e cestes Ia figgm I-1 puss las
ofinlas con omsibles o Ates dosls do Khaes (1)

Bspominsntos Jealigados oon PECROER, GO 68 Unc enalamm pEp
toolftisn e aoplic espestso de ascifn, dmootserca la total zesio-
tersia 381 fago 52 a osla enaias hashe corsentwasiones 3o 30 ///ess

C LT TARIY:

{1) 2» 4s hoowmr wofar gue on in curwm do 1la Figma I~1 ia sxtEepole~
cida o 0/ ml do Riass en ol nedio DO conOUERdS cOR €2 CeRe
ol F gus = poaible fuende de difeswncds (ge no Justifies acon
tods 1a difessncia de Z32 oon J2) es que e loo experismtos Peg
lisadas por oosotsos aSlc haxoo adiciomsdo R5aes al agnp Niande
¥y dat> podrfa dny unn dilncdfdn d8 apsoslisadesents 0G0 weses
par 1a dlfosifn de is woadna on el agar baem



PICURA I=-1

inaotivaciln de MS2 por acciln de la Aliasa duvante
infoocl Sne

Pore detallos exporinentalos ver texto

23 oxporinanto 1 , A s experinento 2

19




1l

Parte I1

BPSCT: AUT,AAMEC) 2L HASA JA D3 ACRIDIZA 30BAS AL BAOTEAIOFACO MN@

INTR OO L0k,

in el pressmte espituls o0 4eeedilivin los expepinentos
sonsernientes & ls foleinastiivasiln dsl Yestesiifage 152 tuatade em
inseanje o eowidine,

Yerin expuestos 108 dstes csncssnientes & la velesidad
de 1a sesceiln, su dependencia d¢ la ensentivesifn del ecolevante, del

pa del medioy 7 del tipe 4o lus inastivente, Teshidn sendn mensicoe~
dos datos consesnienties & la reveseildilidad del dsateniento oen 0}
eslevante ;7 la influensia 48] tratmuiente Sempeste & la sensidilided
dsl basteridfage a la Lnastivesién cen lus ultsewioleta (UV).



A\

o 1SAGTY VIS N Wi “"z_‘ TR G GABANIA D2 ACRIDINA A pA 6,5
Saterinoloens

urzanja de a051iina (s d6 4 J0 "Mabia ]l Anilims Coe” y Sarange
de wrFidins par:f.00da (a0 dscoripto en Fyeifeldss, 1960) sentd}]
canto oedida por el Jootor T Freifeldam

twonte Jo iusds l4n;ara fluoreacente & A "lus £3fa” 4o 20 watt a
1249 ome o daataneios

#2106 O $Sarinley (BCOr. 300 anterioEsEtte A BOIOS d8 BENG:OENPed
espos: fioxsate 10 uoolsario, oo s useds REP 3,000 parve Situlseiln
¥ nsoduea:dn del {agde

. Btodos

Ton wolic.dn estlril de arenys i0 somidins (img/ec) en agam des~
tiladn, es dilufda en la susrensiln figion (en selusila salina) a
f:0 e odtense 12 conosntzen:én fimal desendn, ia msssla asf oble
nida es manten:da, 2l adeigo 18 la lusy & 20° G pew 34 Mares, lup
€0 10 10 cual a¢ oxpone a 1a lus y o difesendtes inderwales s tiep
PO a8 reoogen cusityes ~omm la titulastfn 4el fago sohseviviente.
x1 trpatam.endo 2 la lus ioact:vante o ofuetin & teapssatuin o~
eate ¥ en cuarto edecuse can fusnde 4 lus smedlla (eue psobl
a0 tener efucto innot.vinte). Lo liagagn se onsusnian n 12,3 e dsd
eajenvlas,

L oajas de peSTi, Uinde se ofestia la titnlcatfng, sen tcadiln in
arxdso ol ab@go 1o la lisge

fesul tadons

LAporineitos roalizados & 1iversas condeniresionss 2o H, 4o A 4o~



sostraron que la mzuutnmﬁhuwm-hq
o ntraoiln del colosantes Ho Lemes obesrvade diferensis entde las dee
PROINPRALoNoe d0 ls 40 A Ueadas

Cemo pusds obsorvarse ea la Figll=l ; la imestivesifn eo sxpencusial
en ol primer pepfode pave luage t%esmmsus mense efisientes Hete pusde
ser 485440 a que 1a alta eoncentsesifa 4o fage Lmastivadsy = las G-
jse s titulasiley pesmiten 1s “seastivesidn por multiplisidad®,

la zeprodusidilidad 4o las curvas 49 Amastivecidn demuestsmn que 24
hoyas & 20° Co son suficientes pase odbener 1o niwias abeepeiln del
colozente, ‘Tushas Fealigadas oen las wiemns sslusionse lgices san~
tenidas P ayOF ticnpe on csne condigiencs, B0 mostrayon insrencn~
% en la eficiencia do irectivesifn,

n la fige 1I=2 se uwestze la inastivasida ded fago SR en cempape~
0ifn a 1a de T6 tmmbado de igual mode, Come puade chesrvarse, 11 Fa~
sfn dc Loactivesida es Tdicalnente mayer pase K2 pess & sar 49 dle
censionas extrenndanents nensres; 0ol oo prolablamnts detido s que
siexio su 4014° mucledos a singala eadens so suficiente une lesila
pars inaotivarles seta intespsetasidn eesd diecutide ais adelanten
in el cureo e esta investigasila 2o 09 ba pidlds oMiense fages Fo-
sistentes sl trataniento con Hy 340 A y 1os Cusves de la Vige 11~}
ousetPan 00wo 10e niveles de insetiweesila sea mushe mayores do lee
e3e2nd0s pura la deteceila de mutasioness

0
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Figura 1I1=}
POTO=INACTIVACIGN DB KS2 TRATADD CON Ke de Ae

A (0,04 gu/mle de N de Ae
C 0,2 gm/ml. de N. de Ae
X 0,5 gm/mle de N de Ae
0 2,0 go/mle de e de Ae

@® Control sin e de Ae

‘vlenadast $icmpo de exposicién a la lus ea ainntes
Aboisas 1 Bacteriéfagos sobrevivientes ( eacala log.)

Figura 1l=2
C Wi adACION La LA AUTO=INACTIVACICH DB MS2 y 16

circulo: « 14 tratado con 2 ga/ml. de 3. de As
oruces : M32 tratado con 2 gan/ml. de M. de A.

ordensdss y ~boisas camo en 1s figuwa II-1









II19= RSVER.SI ILIDAD 1. TRATANIEIIO COX Ny 40 Ay

uftodos

Suspenaiencs figicns tsateadas osa X, @8 A om0 ful deserip~
%o en ol phrrufo presetente, fussun diluides 100 wees sn sclusila
salina sin colorante y santenidas amsvaneate 84 hemas @ 80° Gy deo~
pads 48 10 cual ful pedida 1o fnastivestéa per 12 lum
Resil %adoss

los datos odienidos mostzasyen la piodida do la ssnsidilidad
e la lus, demostizande que 1a abecsuifn 4el colosante en el fage oo
seversibley

~o%. indien que el Yo 49 Ay N0 eotd ccnbimnde quisdesmente
ol £01d0 nuoledeo ni setd mujeto al aimme on fomm rigida. Nis r3p

bablenents su pelmaneneds 4entse le enveltusa psotelica oe deldda a
un equUilibrid ect¥e los dos nedisey intos Jemiliades cemin disswd)
doe ocenjuntanente oo les experiaeniee sotwe 1o wnila ded celeren
%o con ¢l foido masleios lidaes

40



Jlem L5ALD.YASE . SRL M lUPAS0 MR CDIORANPE IXFSEN0

160 240

31 tecterilfago LAR o puswio en 0entasts Oum navanja 40 asrie
dina YU sinutos antes 4o exponarle & la lue Saasbigamte,
Unaaltadoes
4 el fago 0o [4ueGt0 e contaste 088 el celepente peor un pesfodo infe=
Fier a )W nimitos anten !0 nediy s Amastiveciéa ¢ 1s 1luay 80 e obeeg
v ningla efcotc fotodinduieo del tsutemdembo,
la insct.vaoién aumentasi pyoporeicaninents cen ol ticupe 40 sentesbe,
1880 o8 sugesiivo sl efecto ds sostenty la nescsidad 4o pensisusile del
sologuntu Jendzo de la envoltuse pueteiss del fege, rase que astie mu
o8 fozmn imast.vantes ladlades Fesultadse han side dessriptes path §
208 baoteriifogos (1ammmete 1953) y chessvadss por meestsee @ ol oy
e de TCe

A



114~ SEESIXLIVAD A LA INACTIVACION POR GpVe AL PAGD TRATADO CON Ny
do A

kfvodos

Beoterilfegoe 252 tretates cen 8 /n/00 &8 No @0 As fucven GEpRestes
e la lus UV do unn limpase 38 “gesnieldn” 60 1J wt® @ S0 em &0

distansia. A Lntervalos dados oo Situlosen les fagns sedmeviviestes
tcoando presausienss pagh ovitar ls imastivesiéa ¢ fetaseastivesiln
por la lus visible,

Resul tadoss

Ho 20 ha obssrvads Aifevensia e 1la imastiveciin antve ¢l fuge oo~
%do ecn el celowante y el ocomtmels

Como lo deomestsnn las cusvas do ls Fig II~3, enlne prepasesicnss
figicas son extzeneadanente Yesistanles & este foeloR 40 Luastive~

eila,

3zperimentos Fealisados eoa ¢l Wsleslifage N dmostvnsen igml of
tuncifén rospesto ol efeste 4o) tFAaNAEnte oon I &0 A @ 12 Bamgy
Mlidad a UV,



29

Ulalazaqos obey
Ve

. aae A

'0 0 30 6o
seg. de exposicion o UV,

e

ﬂiilﬂ -'; - !

SENSLBILLOAD AL 7_}.'. 8 ”AJ;: «

Trifngulos nogros » 52 on olucifn Snline
Crucen ¢ BO2 en Soluciln Galins oon 2  Joos 40 He de A




1o~ 15PLUSNCIA DEL pd SOBRS 1L\ TFICIMECIA BB IRACT. VACION

Natorialeoas

Baftex Tris p# 6,3 § solnaidn 0,01 4 Trie {hidroximetil)
axino metane "3igea 121" ajustado a
PH 8y) eon ClR

ufte® Trie pH T4 § idem al anterior pezo ajustado a pi 7,4e

Solucién maline § 0p85 § Ba G1 pH Go3%

¥étodo:

Elhptntldooono.s/’/“/ﬂhl- 4o Ay OmS ASNETiPYO Preseden~
temente, en las difewentes solusionas ¢ PH 8,3 Ted 7 63 o fub

sxpussto & 1a lus y medida su inaotiveaila,

Eeeul tadoss )

Contzariamente a loe Fesultados d0 Yamsmote (199C) pase la insstive~
eiln 49 T3 per By 40 Asy on ol presente ¢asd la inactivaciln es as~
o8 84 ¢l tyateniento se resliss en medio Soidoy in 1s Pigs II-H me
MISSITAR 188 CUIVEEy QUe OCEO 90 DOotasa, son viacionndas o la o
eides del medies
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“apte 111

SEMAGILIE ¢ O Tl WA G HEIMIAIBAD A LA PYNmIBACTIVACID 58
S SPLITIS L CANALTA )3 ACH! DXEAy DEY. ACID) MUGLEKISO DS WaR
T 00 sive

avie g} gl (1/61) ban desesipto ls infestividad del
13» de =2 a nrotoplastos ds Iy cold Klg, odmesvando que olla es
indeponiiente 4o quo 1oz pzotoplasios sesn 39 eflulac Fey Ap o
ifwe

‘n el yresente eapftulo semdn desssliptos 10s afto»
dos do oxtrmcoiln 7 estudio del Ssldo mmeledee 4o W32y ooo teg
dn 1n copacidad infestive dol md@mgy en complejes oon e A8 Asy
luagon de axposicién o le ins vieaMey

xgln desoriptes tandifa las pastisulas subficieas,
odtexi.das Juronte in extsuscidn del REAy qne tlemsm 0om0 OaFaodq
ristions el nontener 1a Anfootivided o eflulas F+ o Bfy) Sener of
nilep densidnd en grediente de 010s cwwe edguiesen la ssmadbily
dnd al Staciento oon iidaste
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~tarininoe

uffar dormic veraone : 40 partes de solunila saturada (a 4°C.) ie
totzaburato do 30dioy pH 991 y una parte de solucila 0,1 X versene

pH 7.0

oo

1 sotesddlu v 1ul Croinosido asanio 9 litres e cultamm o B IO,
wsndo ol off .0 180013000 en ey ; alreando por urdujeo 18 nire
Cu6,TLilo w. ua (oo 48 B l.trcs pew 4 1/2 hosas a 37° Co Joorule
do s.2Peco St don 8l fuyee 11 £:n de 4icha inowdasifn, 12 culture fel
exfrind~ ~_re “ndoss X0 g/l M8 ao‘(m‘)z. Jo 48)8 foxia® ol yye=
sipitado o aoskendanente 4 horas 7 luago £ Fooagido 6l mimmd
po- centPifa no.dng .

.1 ool .tado se pooucandi8 ea 100 ol, W Wuffer bdurate-voraene
i ¢he - Bolunifa ful dial:oodn confa 4 litsos doi nu.a uffer a
4°Ce a0 0 uorin ~lejniag lae Inotemias por comt¥ifursoila y flle
trodo o) aurormatante por £il4208 nilipesos ie DoT0S de Gpdd  de U]
De8Ive

163 xuteriifn 08y nof purifisedos, fueron oxxentfedos 10 wooes
por oeutr. iy ro.S & 1n eamtrifuca Jpdnee ©odelo L oo ol ~ctor 31 a
300U POV, Dlilie TOP § ROTNOe

L2 sas onoubn 24 .on caf oAenidnsy fue titulada y ealoulsads 1la
roourernaid: on bnee nl $2tulo inieisly Lo pedin 30 recurevesiia de
oste oAt .10 o3 arroximadmente del 19 4 dando uno suaponaifa fimal



e aprozinadanonte 2=4 x I.Ou unidades infectivas / ml,

asnens:oncs f4rions asf sreparndas, fuoyon tEutadas oon igual
voldoen le fonol {(redestllado) satuado 0on acung 8gitando gentilmeg
to por 5 mine Condr:fuganio a 000 Sewe/mine, en una ocentrifuga Jervall
refTigemda, por 15 minutos oo iividen las tves fasss (fendlica, prote}
os § aouosa~ sobpenatante~ en la qup 09 enoummizn ¢l BHA en solwoiln),
docurerada i1 foso acuosa se ronite ol trutaniente hasta no odserver s
1o :nterfnoe nIoteion (gonssnloente o0 muficiente Jeol.sar =) doprotel~
nisnoicnes ;.

Las trazas de fanoly em 1o esoluaifa acuoss, com extyefdas por die=
1.8n018n contm buffer Tris pil Uy) en des Lntereantios de 4 1itzoe eada
unde 14 conoentrnoiln final de iliA en la eolucifn os nedida por absorw
oiln de UV a 20 W o

i
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Hleriaios:
ol:0 .in8és.00 TOA (TGA) oomo desewipdo en Rewel & gb g} (19561)
lseomdna do olnme de busve
auoro alblnina bovina Amouws (SAD)
Jolucidn o Versene 8l 4 # pd |
uffer Trio} ipil 9
valdo mtritioio “Sinsheiner” (0FS) oome Adeecaipto em Outhyie y
uinshelizer 1960

‘s$todoes
1) rrepszacifin de nrotoplastosy £l mtodo useds es de 3inaheines
{1961) pazedalnento nodifiscdos

Joa culsura de o8lulas, orecidas pee la noghe en TOA, €5 diluids
:wmmrmoym«whﬁwﬁxmaﬂ-
10108/ 0eCee ContFifugndes las bactesico ¢ SesuSpenien, on un vie
g0uino el woldmen iniocial de T0A eon 80 £ de Jasayoon,
Se AcPeca duffer T¥io PR 9 y solusids de lisomiam al 1 £ (3/20 ded
voldoon, e occda unoje Jeepule de ) mims & tempeswtuse nmbiente oe
agroct 1/29, en voldnen, de mffor Yeswenss Denpule 10 o8¥os 10 atn,
so diluye, on 5 veoes el voldmen, bmmo.zim‘-.yeﬁua,
y o0 inocubs pur 5 wine a 37° pase luage 4lluiy emovanente en 4 vo-
14nones e Ciiu con Uyl ﬁum‘mmmmmmn
oboserva = Al io¥os007i0 de cantzaste de fase - gno afe 4ed 935 $
de lav cllulas son protoplastiisndas.

2) .nfescila de protonlnstosy



Alfocustna de ;rotoplastosy psepasados como esdd ieeoripto, acn
snoulados oun igunl voldmon de solucienes de I, en duffer Twis pA
Ged p por W mine & 7% 0:00i loage Ailwmido y smmbsados oon oflalos
indiondorao REE)

oultadnes

von ol tétodo descripio €8 oOWiiens wne infeot.vidad igunl
a aproxicsdmiente 10| equivalentes fage de Allk, Caleulado en beso &
la cans.dad o mmuuumm-w’” (enntidad de
A por fago e

lgnloe resaitedos o0 odiionan 61 &9 use psotoplastos de
beoterias F=y P ofify, demcetsends (samo evidemsiado por Tavie gh-Ad
1961) que 1o solestividad do i@ o ofiulas mache es Gedids a propdg
dades de absozoilne

vontsoles con oflulas nogmales (& igml consentrmsidn de
1o usada oon pro%oplastos) nostsason infestividad en wne de las DI
paracionss do A, 5580 fus 40Bido @ Que algumes pastioulns figices
sobweviviorca al tsetan ecto oon fensly y que sesfn descriptas afe
adslantes -nIm ovitar cote factor contemimante 8o csotrifugh 1a sely
oida de 'Ui: en gmndiente 38 C10s o dammidad 1,7, ocdbeni.eads g o)
REA 0 concentrase en ol fonds del tabe 4 semivifugeeila, cieatscs
128 rartiocules sudfigicns (Que scnteniends nyebteisa damostionron =an~
%ene® dencidad airilap al fago nozeal) oo sonceaisason en la supes~
figle i8] tuloe .1 A asf purificadsy peddtd toia eapacidad infee-
tante o odlulas nosmales,
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WOSAL DOt 80103 00..LM0les SPenlo 1a8 080) 0:0on00 3@ Riis
30 nine n 37° e cun illn3a, 10 que provood lo rdrdlid~ lo la ompg
cidnd infootuga - "rotonlaatos,

37



8

camo u8 mencionndo en ol rasfgsafo presedmte, uns do las pre~
paracionas lo <A mootmd infectividad a ofilulas normnleas

JaFn aX0iuir la nosibilidad 48 ls presensia 40 booteridfagos op
Sorvsy 0o trass 1o nronareciln eon Rasa (407/00s por 30 mims & 37°)
obsorviniove 12 pdrdida de dicha infestividad,

s@oluyendo lo positilidad 19 que le iafestividad cbesrwada fusee
deba1dn o baotariSfuge 2 nozwal {puss eome ®9 dijo en ol capftulo I,
eoto fago o0 roc.stente al triafaniento con RDasa) guedaban Gos intes»
PrOtaniones pooibles naze explisay ol femfaens, y esan: 1) que oootty
risamente a 10 pudliocado y oboervado en etPas pIepaFacionss, :1 A3A &e
432 pudiese ser infootivo a oflulss @ pawtaplastisndas, © 2) que oe
bubiesan produsido durante 1a extzescila del Lsido meledes (7 prede~
blemente dobilo ol aaguo pareial dsl femol o 1o enweltude pscteion
del fzgo) artfoulas subfigiens quo teniends la eowvelture nyoteids 1g
sdonnda, nantuviezan ia cajacidod Anfeetive Ja¥0 89 toInasen sensibdles
o 1la a00.8n de la Riaone

Per 100i449 ootro ostas doo altemmativas, o0 hiciemm 1as sl
muiontes pruebngs &) sradiente do Jogazoepy W) gadienty é» C10e y o)
infecoldn = olulas Fw,

a2 fuenc clorSa la -winorn altesmetive, quo o) BHA 4o N3R podefa
infe%aP odlulse norcales, ol faoto@ infestante dederia desplasases -
en gPed. aite A8 SnoaTosA = oohjuntanende con ol A (detemmdnado pow
umzandoUVazﬁowp)mmmmmumn-
Serpative, 1a infeot.vidnd o oflulas nomnles dsderfe concemtzares en
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el fondo del tubo, pues las particulas fégieas tiene rLayor nasa por
volfimen, y por lo tantc deben moverse nids velesmente en las condie
ciones de ocentrifuguoiln usadas,
La figura 1ll=l ouwostra ol rocultado do un grodiomte 4o sSacaxves (de
20 al 4 £) ocentrifucndo a 25,000 Bepetie por 13 horas o 4%, on una
Jdpinoo L con rotor 3129 Del catudio de les 84 fracociones recogidae,
89 pueds observar que la infedtividad a protoplastos de células M-
ooinoide oon lao fraceiones de mayor dens.dad Sption (codida por a)
soroisn de UV a 260wnp) oorreuponitemte al ANAe

Com un graldionteo e dannidad al O01Ce 8o pueds diotingulr 8i el
fao%0» infootnnte a o8lulas nomsales, es Kii aislado o en umidn a
proteinas; pues el BNA fiene densidad en c1203 mayor de 1,9, o en=
tras el fago X352 tiene dencidnd 1,46 Con la renl:se0iln de una oep

frifugaocidm o donaitdad 1,46 de 01Ca, em oentrifugs Jpinoo L con ro=-
to2 3W 35 a 29,000 Bepetiy & 18® por 20 hse, 38 obocrvd = por wedi-
oifn do 12 denmidad 8ptica de las frucoiones reocoloctadas-;ue el
ajA ee hallaba conoens»ado on ol fondo del tudo, mientzes las pore
tfoulas infactantes a oflulas nomsales quedaron en equilibrio apmoxi
nadamente en lc m.tad del grudiontes lo infectividad a ppetoplastos
de oflmlng F= tanbidn ce encomte$ on las '\n&m fraghiones recoleg
tadas,

Como ultesior psmsba biolSgien, 0o onsayd la infoct:6vidod de eg
tes particulas & eflules noTmales A= odteniendo resultados negativos,

n base & estos Feaultados, oanaluimos que an ciertas condiodg
nes = diffocilos de ;reaisar -~ duranto ol tratomiento ds los booterid
fogoe #:2 ocon fancl, we tlene la foraacidn de algunas particules su}
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"we £88.d00 e "00dos rare ol estudio 49 1o ionstivesiln del BNA 4 132
hon aido + 1) ina nrenareoién a thto tStulo de 152 (prepaseds oomo deg
oripto on iilaj tratada con 10 yven/al de By de Ae e expuesta por 30°
o 1a lus innot.vamdd § luego s0 extsns el dcids muoledoo, oon el ntode
vreviancnte l8soripto, tominices presowsionss 49 3eal: saP el procedinmieg
to ol ebrigo Je 1a luse £2) oluciomes ea Suffew %3is pX 6,) de REA e~
traido 4o baoterilfago 132, oon Desslades oon X, 48 As & Varias oonseg
traoiones y luego de estabilisarias per 84 horas a 4* G son ezpaestas
a la lus y & worios intarvalos 40 tiempo se oide 1a infestividad o DEg
toplagtose

tn anb.: mitodos 86 ho usado prodoplestos 340 YWstewia A y luego del
~erfodo e 2beoreidn se los ha sanigede oon eflules indicaderes

(Bl 3 o afc 54032)e

Bemuladop:s

Son ol pricer oftods, o s0: 1la fodoinastiwaediln por s 49 Ae antes de
extsosr ol %0ido nuoleido, e ha oblemido la total irastivesila de la
oapasidad infootiva del RiA,

i la table i1i=1 so muestyan los dstalles dol espaminentos

Somo e verd la infeotivided do la euspensifn iniclal ce epsumicadamen
%0 o1 2,6 5 del equivalante fago medids por deneldsd dptice = esto @
nomaal pues ndenis de la insoSivaciSn inisial de 100 lisados ( I-1) ee
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1:.280 0 SLaMD Dl REA VB Gig TRATAD, i Hy 40 A

Tabdbla ;il=}

iguivalente Unidedes
%% /al partionlas infeot .vas
(a) figionn/al, por ml,
aB Hensifn fAgiea 2 g wxz
ariginmal (1) 8 = mll 3
Jaoensidn figica 30 89 = 1013 {0
inactivnda (2;
34 do fagus no
inaet svados 3 G6plB = nou Teb = xo’
RuA de fogwe 1) 20
inaot:vados 32 5,35 = 10 {

(a) ions.ind Sptio: a 260 o )/ o
(1) La suasponsila f4gioa fue Sznteds coen 10 ygu/als de

Je 10 As ¥ t-fuladc al alwrige 49 18 lume

(2) rarte 0 la susronsiin figics gue fue expussds por

30 cdnutos s la lug ina®tivanie,
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L2 iaterpretacién por nogotros dada, para explioar 1la i:fereneia ontre
1o fotoinact vnoidn dol RIA "in yitro" y dentro del baoteriifago, 6s
que on el .o, undo easo ol Acido muoleiso podr{a dsner unu astructura
sccundaria ue rinda mis eficiente el tranaferimiento de la energia de
1no moléculas del colorante al RNA, Las bases para dioha interpretaoién
serdin exruestns y disoutidas mds adelante.

La oatabilizaoibny por 24 horas a 4°, de los complejos RIA = i,
de ey fué recl.zadar para obtoner una mesocla uniforme entre el 4oido nu
oleico y el colorante. lNo hemos investigado otres ocondioiones, nero no
tonesios razbén de suponer que los resultados hubieran sido ~lterados, en
curnto = en contrnsta con la situasién en el baotariéfago donde 1la omvol
tura protoica :cila cumo nmembrana semi=permeable - el 4oido mucleioco se

encuentr: on .ireoto contnoto con las moléoculas de He do A,



Dodde, N Y CARINIIOESI

-l bwteridfazo li2y pur NOBotIVS elogido, 88 nsencje tuoho
al bnotoridl o £f2 aialado y deoempE0 POP Losd ¥y inder (lLood T,
15615 *ood Te xd . .anlop 1561 y Bindew %, 196), tanto nor la
compoasicibn de) 40ido nuoleioo = gue en Mmbdos casoe ee R4A = oumo
por 1ag camotorfas:onc fisions « 4ensidad ¥ ALnensdonss =,

Aboo bnoterd 3faguo ntacan esneeificaments Wnotorias he 00ll

coptalore Wi footur cemml F y su doido macledoo oo infoot.wo a
rpotopiaotuds . vis g8 aly 1#€l)e

tras caruotoriotiocns cucunesy POF nOeotEve estul:adas, son
el t. o Je "ino. 7 1n ipactivocidn Antodal del Bacteridfago ense
a1dn docnuds ‘e 1o mduooiln de lisadoss Pificsen, en owwhbio, en
1s consibilidnd 1 \n aooidn de 1o Binsa dupante infeociln, puso
Had @3 el tivoiicnto rosiotonto & oote Sratan.ento (10, mientyes
£2 o3 cucplotnconte inaotivodo ror 1a presencia de 0l /"N"‘" de
Ama on 01 odic de i:fe00ilne ~ote indioarfa ma diforente sio=
Sexc do adhorocio.s o 1.0 oflulas o hasien o que ol HIA dusante ip
feocidn von = o1 0l 0nOC d9 ' = penos coseaible o la emoio prg
sonte en ci .0di0e

Loa outudico subro ¢l ofeotc fotodindcioo d8) Bnran.ia e A=
oridinn 0uLOro 2 loouostran que oste fago e0 altansnte sonsibdle
al smatasionto, s que o inootivacids es logarftnicanente propose
osanal al t.00n0 4o 0xouicidn 3 la lus (2 ovnNOENtEFN020008 OODI=
tantes do oulorante) en la rinosa pastée de la curvay, Haro luego
apartarse hacia wenur suna.bilidnd euando 1a innotivacisn es may
nitoe .880 03 poaidlomenso ded.do & la resot.vacidn por maltiply
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c.dnd 1o _iZ000i8n on .33 02 o8 deo $itulaoiSne

' ae han JUtenido wutites F0e:etentas 18 38 o 1o sooildn fo-
todindnion ol .6 UC fey afn o niveles do indotiveoidn ruy ou erioroe
n aqeellos al .00 cu~ies 30 oonosabda oheervar mutantes natumnlec,

o ouanonodbn lo 1ne curvas 30 innotivacddn (oon igunles doa:in
o o.toranto) ‘e T6 y 52, ‘emeetson que esto 81%:Do 00 mucho nfis
ooasidle il ooty fotudinini00 49 e 49 Ae 088 & qUO B3 (irenCioe
nos waa ortranadarconto LONOPes = ¥y pef 10 tanto ou tamaio 40 tarja a
13 lus iadosivunte 6o [purrclionaloende inferic® = Sty 6o intornrg
tado oumo ev. 1onc: 3 Juo 42 09 innot:wado oon uns o0la lemidn o su
20:40 DCleios (Que 8.0nd0 T4 e a singula ocadens) cientrms TG te~
0.0 WA a0 80000 rucleieo, noocsalta pds a6 una loaidn rnre ocor
sl vioe

rasa dop val.des a 8 intorrretasiln exiuects, 60 nedeonrio 3
ox.:® quoe el culogante toago 1a nisa eficiencia 40 unila oon ol S
0. v naolesow ub Wwbue broteriSfagole 1N baso a eata asuncidn, 66 pQ
3iblo nacer umn anparecidn isl efeoto fotodindnico de s 48 A. con
0: ¢ leouit..onto Jo !32 on booteridfages oon M & einyula y o dow
de enlonn.

rosaama {199 ) obsorwd que oo WmotestSfagos X 174 y .13 tie
noo wna 20no:b:lidad (@8 Y0000 Cayoly 8 1a insolivesidn por decad=
a:onso do P32y 16 100 0true colifacos OonOOLdome 380 80 lanosted dg
ber & quo azh ¢ £n08 tionen oomo Daterial gendtico X3A a aingulas eg
dena (sanshodnor 1961 r 7 b,e :n bose sl modelo ds que la lesidn pEg
awida por ol deocain.onto do _.,32 s poy supturn 0 las unionss foefy
80 38 083~ 9.ik ula oouenny 00 £40:1 wiewsligar la msia de b 3lt%a
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tmap ol voten.” " e

n ool ooy 0. lesionty e i‘w. o0 :aflape ol S ol beoty
#1880y 00 wunt Ll 070000 L es Jeendiente e S0W0P0. 0TIOINICe &
ol onoo Lo !t C.i. nwt.woidn, ol tanaio 10 91rja Sione notadle influcg

o-a ~a0n v 08 v0thy 0 i cobiouled 4ol e do e 00 W T neg
efn o o mLiirellnos Lumninoeside 31 09 Siene o0 ouont ue & tiome wn
J:%etro 40 04 o )) on oan gaoida o 16 que Siene m 3% otro o Hn%m/v
30 cande ot lnante lesir 1N mein ~or 1a ourl a0 00 oboerw ane U foe
ronnis mhyus o atminy wod ol Te 80 e 60 a2 ticne Donod ohan-
208 2 M Culbomtab WD 00 01 e 10 Ae 6N TOe

SR, unts de sancl:tud antro ol efeoty ‘ol ledalin. onito o sz 4
1~ oei8n *sto laf. 3t 10l ¢ 10 e 300 140 OBOOETWOLON0S 0 Teifel ler
M8 oode 1991 muc lenoateeson que s leadén al WA “ip pLUgt por ol o~
Suoto CotolinAuioo el 4 18 ey 30 208de Prineionlnente 2OP 83NqUO (o=
3;0:00; 90 9 uwls 610

T 8aS M0 Al e M8 e P00 28F PERIVLIA0 (70f 1luc:ifn) del
bnoter: I~y wiunTsr: quo 1t undSa 381 oolorante oon ol Galido mwled
00 B0 028 P’ i

e Laveaaidiedid Jo 1a oonaibilidad o 108 YT de 100 noterilSa-
208 $rottinY > oL 2 e o ep 300 SAPODOT QA0 N0 hay onyor Nltoree
vida ostrustir:l sl %o L rmslocoo 28 Wi oon lao ownoenlr . neo o
oclosante uu:idnse . P oboorwnsida 5o realis? oon TCe

Y Bwotar 8o Ll $.608 00 0uEeadoidn & rox.ondanente
<9230 =15 B; 40 .« 7 Hxld =15 n: 49 proteinas por rdfoula [T 'nbe



50

Sc.canicao:Sn  orsonal)e

Ta axtEaccidn Je uu 40:d0 =ueleioo ee n  efeotwado por tsatamieg
$ oun fonuly ~0r0 Nese o las nyesamciones Sesadas pasa evitar ls decEy
oo lol idawy 00 by ob.orvads en gredientes 49 dngaross (una de les
oualos ucic cboorverso on 1a figuve 111 «1) que 6l ESA o8 en gIan pam
%o Ca Tinioe Nra expiicar ecte femfnens, la nis strayente de los hi=
pStovio 03 ,uo ol %0.40 a0l0100 dageadado corFeEpnds & 100 Lasterid~
fapoe ,uo Hhin Hepdido eu eanacidad infestiva,

A Br 3 :afeotividad do 1ne nrepasncionse el .\ a pEotoplactos
puude dor lawids 6 1 terniasiln montlonada, Dese o tambida poaible
que i.sorvoncnd otroe $-otorecs Javis gh gl (1561) & Mam peblicaran
1~ .n8feotividad J3ol :iiA de 132 o pyotoplastios, 89 rencica~zom la o=
foot.vidod cun 1 ounl la yealisazom

arnto 1. extznooidn del Soido molelee de XiR, ) psobadlecon~
te isbido n lag “roccucionss tanndas pase evitar la dagsedosila del
oiano, oo otuvioron partfculas subvisales Gue eo carseterisadan pop
otenor infootividad o oflulas sommles (Hf®) y consesven aimilap
Jonoidad on Fadiente de C1Cs, perc edguiepen scneililidad 21 Amnte~
nionto oom .iasae .8 prodabdle que dichms mnt-iu tienen ello pas~
cialoeste losionoda la aavoltuse pIoteieny (por asciln el femol) hg
0-ando noocosidlo el S0ido nuoleico & 1o enEine axesmay DOXO DANVe~
n.ondo 1a o02-30adnd do absoroiln & la jeped odlules d0 destorics P *

o Ifs

21 cotudio Jo 1la fotoinactivacidn @ed MIA “ip yiiER", eo comply
Joo 0on s 40 \ey Jomoot®d gue 1a pllldn de infestividad del simmo
en oy :aferior a la espcrada en relasidn s lo sensibilided dsl bas~
sert8fago a ignal tminn.antte



)

for ello hamoad realip:iio lu extressidn del REA luego iv habar foSoineg
s:90d0 ol broterilfigo oon e de As que muatzd (Tadla 1il «1) que el §
0ido nueleico aai tratado pesrdid t%oda capacidad Anfectambe, Jedido 8 la
baja rosolucién dol sistama :le infecoidn a protoplaatos s8lo podemoe o~
geverar quo la insotaivaoidn es de por lo memos 10.5
vOFXOPr & 1a ubaurvada por el tratamisnto "in vigyo©.

L eonfimecidn de outos rusultadesy por el eotudio de 1ns poaibles
rapturas en li coléeula sl BNA en grediente 1o sasarosa, o ba aldo reg
lizada an cusnto (octmo se #js rreviepente) los preparados del éoido am-
olaiou 5:tynido dc KIQ de por sf presentan um alto porosniaP do mollou~-
lz2s fmmentadas, g $a% hoarfa insfieiente 1z camparaeiln de las cuswas.

Tegomo:s 91 propledto 10 realimar —em ol futuse~ un tenbdativo de
m:mmmamium&mﬁm(!n)dmhm’Iwwim
12 fotoinactivaodisn por liversos tiempos ds ewposioiln & la lns, xtreer
el Hdsk y 2eeclarlo con un oxceso de N¥A mo maroodo, pare luago cstudiar
ol of'voto logradante por compazasida de la distribuoiln 3o la radicacti-
vidad on 1o curva io donaidaed Spties de loo gradisntes do sacaycess Cop
fianos U0 eute J.stemr nog pormita obbener 11 infommacidn ussendn pues
cH6rAn00 enoontrar uno amplitud de distridtucila, de lz rediocactivided
on 0l  mdieate, proporoional con la immotiwvecdle,

.a%0 confimario 1a hipStesis 4o gue la imsctivecisn oa debida a la
suptura do 1n soléoulo do REA.

‘AT0s pecaniawo rodrfen ser tasbida sesponsables ie 1a iractiwasién,
por ejucplos 1la furmeoidn o cndademaientos cruaados 0 la combimesidn
del i\ con la provedna deo la sowltusa piotaiea por medio do uniones
ds noridinne

o odn asl a3 cuy s
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L UOLDS 2206008 DU ol 4aree poFe eliear 1o difarensia de ofee~
$ividad oatro ln foteinaetiveoida dsl NEA "ip YAGEN" v dent®o dal bao-
teridfogo,.

Lag h.>Stesis ofa rlousibles eom 1) que el efecto fotodindnico
oo aotic twdidn cobre lao rrotedmas del fago, 8) que pudices estar
Presente —iontro del fago~ alguna otse swbstensia que rinda uls efeg

tivo ol tremsporte de cnesgia 4e las molfewlos 49 He 38 A, al dAy »
3) e ol Rii cotd empaqueteado, dentso &9l bestesilfago, on forna 40
tener un~ eutruotura scoundaris que hagn sis fieil 1la insercifa ontze
las besos de 1no roléoulas de Ne 48 Asg ¥ por 10 tanto sds efioionte el
tzansporte 1o la enssgia inactivantes

La 1wiremm de las dipitesis tiems come ocnt®adiooiln el Meoho que
es oonoocida 1a alta af .n:ded de loo solevantiss 40 esyidian para los &
01dos nucleicos, m.entyras Do es comoGide mingdm efecto ds 109 @ anos
mhwoe 103 nroteinas, Adonfs 6l haohe que el S0.40 nusleloo axtmaido 40
k.2 fotoinnoiivadoy Do recodre actividad ianfestive, haoe apones =~ ai
existe =~ qus ol ofcoto solre las RGVGADRS 48D oer Dequello en coowes
200130 0l ofecto e0dee el RiA,

1A poaibilidad de 1a :ressntis 40 algumm mbstensia dantzo 30l
daoseridfago, no es e fleil exolusifa, pezo 1la falte do presedentss
e este 3omdido nos 1la haoe muy isprobadles

in cooteniBiento e la tercesa hipitesis estda 10oe ectudios de
polarianciln lo ln lus (Bandet gi gy 1960) y Aifseseiln de los rryoe
% (Jomton y ichy 1961) de los bactemiSfages Ty segin ouyoo sesulte~



Jos se .otom.nd gie la molécuin de DRA eetd oxdenadaciente mpagquete-
da lentrv e i: ecnvolture H1080iGRe £800 PRG0S UD 0081 CONSIIMIO Da-
raloligee o ls h8lioe Oonoigo Digame

o. €1 lin lentpo de (2 tieme - Gomo o8 DIOMALLS = un oxdemsnien
% rigidc, inplioarfa el aparcemiento 40 1o eandems del 3NA = consigd
aiema = 60 U eatructumm 10 tipo sesEndapics Una eonfigusacibn efmid
bnrfa ofs f40i1 1la inscrcdiSn do 1as moldoulas 4o !s 48 A ontre las
basos, acorcindose sl wodslo 1o agPegnoiln 4l L, A8 Ae Oon ol Uxn nEQ
pusato nor eman (1461), y on consecuensia el tsaneferiniento 4o la
onepg’e inastivante oerfa mio ofectivas

.OF otra -arFte .‘reifolder y colatosedoses (1961) demostmnzon que
of00%08 quiL:.000 380undarioe pueden interveniz en la degmadecidn ded
x4 tratado "A0 YAREQ" O0n Ne 48 Ae 34 1a @meentia 48 una catyucture
ocouninria innliocase que el Ny 48 Ae no s ume fizmenente con el %A
ouindo 6sto oo halla litre en colusifmy un ofeoto f/eioe yesidoal ¥ la
aooidn quinion del colornnte ootge las tases purinises y pizimi€inieas
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