
. ,,., 
. , 

Universidad Nacional Autónoma de México 
Fucultnd de Ciencia~ 

Interacción de los Genes Recombinocionoles de 
Escherichio coli {rec A) y del Bocteriófogo A 
(red) en lo Reeombinoción y Reporoción del AON 
Doñodo por Radiación UV 

T E s s 
Oue para obtener el título de : 
B O L O G O 

pres en t ~: 

UBALDO SAMUEL LEON SANTOS 

México, D. F. 1 9 8 3 

y /7 
/ i_/ 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



I N D I C E 

I Introducci6n 

A.- Estructura y :funci6n del ADN ••••••••••••••••••••• 1 

B.- Daños al ADN ..•..•.•....••...•••••••.•...•.•••.•• 5 

C.- Mecanismos de reparaci6n ....•.•.••...••.•••..•.•• 7 

D.- Regulación de los mecanismos de reparaci6n ...•••• 18 

E. - El o: ene recA de Escheri chia coli. ...•.......•••• ; 22 

F.- El gene red del bacterió:fago :\ •.•....•..•••.•.•• 28 

II Materiales 

A.- Material biológico ......•.•.....•.••••••••.•.• -.- •• 33 

B.- Medios de cultivo ...•...•....•.•..•..• ., •.••..• -~;-.-.34 

III Métodos 

A Obtención de reservas de virus ......... ,.,·'..· •• · •• · .. • 38 

B Cuantificación de los bacteriófagos y de las céi.l:!, 

las bacterianas ..................•.••••.•.• ; .•• ·/;_':·:·; 40 

C Identificación de algunas características genGti~ 

cas de bacteri6:fagos y bacterias ..•.•.•.•...• ".;:,. 41 
-------- -o----·-º-_--'-c.-'._· 

D Irradiación de bacterias y de bacteriófagos. 46 

47 

V Resultados .•.•.••.••.......•...••.•..• •._ •. 

VI Discusión_ •••••••• ., ••. • . .,._, •••..••.•• : • ··-~- •.: .. ; :; 

VII Conclusiones ..•..•.•.•.••.•.•.•..•. · •• 

VIII 



I Introducción 

A Estructura y funci6n del ADN. 

La información que determina las caracter~sticas de los 

seres vivos, es transmitida de generación en generaci6n por 

las moléculas de ácido desoxirribonucleico (ADN). La molécu­

la de ADN está constituida generalmente por dos largas cade­

nas de polinucleótidos entrelazadas en forma de una doble h! 

lice, el diámetro de la misma es de 20 A (Watson, 1974). Un 

nucleótido está constituido de una base nitrogenada, un resi 

duo de desoxirribosa y un grupo fosfato. Las bandas son cad~ 

nas de moléculas qe azúcar, unidas entre sí por los grupos 

fosfato, los cuales forman una estructura muy recular denomi­

nada esqueleto. A partir de este esqueleto se proyectan las ba 

ses nitrogenadas que pueden ser purinas adenina 

na (G) o pirimidinas citosina (C) y timina (T). 

(A) y guani­

El orden de 

los residuos de las purinas y pirimidinas en las cadenas es 

muy irregular y varía en las diferentes moléculas de ADN. 

Las cuatro bases son relativamente insolubles en agua y 

tienden a acomodarse sobre sí mismas perpendicularmente a la 

dirección del eje helicoidal. Las bases de una banda se enla­

zan con las de la otra por medio de puentes de hidrógeno para 

formar la doble hélice de ADN. Tales bases son complementarias, 

esto significa que la adenina de una banda se aparea sólo con 

la timina de la otra y la guanina dnicamente con la citosina. 

A diferencia de las relaciones A/T y G/C que son 1 a 1 para s~ 

tisfacer las normas de apareamiento entre las bases, el conte­

nido de A+T/G+C es muy variable en las diferentes moléculas de 

ADN. Una consecuencia estereoquímica de la formaci6n de pares 

de bases, es la orientación de las cadenas de polinucle6tidos 

en direcciones opuestas. 

Como resultado de la complementKridad de las bases, cada 

banda es un molde de la otra. Dicha complementación es la base 

para la d11plicaci6n del ADN, su expresi6n en la síntesis de 

proteínas y su iecornbinaci6n. 
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l Duplicaci6u del ADN. 

En la duplicación del ADN se separan las bandas de este 

icido y se unen los nucleótidos complementarios a cada una de 

las cadenas libres. Las principales enzimas implicadas en este 

proceso son las polímerasas, requeridas para la iniciación y 

crecimiento de la cadena. Estas enzimas necesitan de una banda 

de ADN, la cual actúa como molde, un iniciador que es una pie­

za de polinucleótido apareada al molde, así como de nucleósidos 

tri fosfatados, los cuales serán unidos por medio de enlaces 

fosfodiester en dirección 3'-5'. Finalmente, la acción de una 

ligasa dá la continuidad covalente a la nueva cadena (Watson, 

1974). 

2 Síntesis de proteínas. 

La información hereditaria para la síntesis de cualquier 

proteína, esti contenida en los genes, constituidos por la se­

cuencia de bases a lo largo de una cadena de ADN. A la serie 

de tres bases nitrogenadas se le llama triplete o codón y cada 

uno de ellos codifica para cada uno de los aminoácidos que 

constituyen la cadena polipeptídica. Para formar una proteína, 

un gene estructural dirige la maquinaria celular ensamblando 

cientos de aminoácidos en una secuencia lineal determinada. En 

un primer paso llamado transcripción, interviene otro tiro de 

ácido nucléico, el ácido ribonucléico mensajero (ARNm). Dicho 

ARNm se forma a partir de un molde de ADN, por lo que su secue~ 

cia de nucleótidos en complementaria a la del ADN. Existen dos 

tipos mis de ARN, el ARN ribosomal y el ARN de transferencia, 

los cuales son construidos de la misma manera. En el siguiente 

paso, la traducción del mensaje, la actuación de estas distin­

tas clases de ARN logra la síntesis de las moléculas complejas 

llamadas proteínas (Watson, 1974). 

No todo el ADN de un organismo determinado tiene esta fu~ 

ción codificadora. Existen segmentos de bases situadas al lado 

de los genes estructurales que controlan su expresión, dentro 

de estas regiones tenemos a los promotores y a los operadores. 

A los primeros se. une la enzima ARN polimerasa, la cual se de~ 
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plaza a lo largo de ellos, iniciándose así la transcripción 

desde un punto anterior al comienzo del gene estructural. Al 

final del gene estructural hay tripletes sin sentido que ac­

túan como señal para terminar la transcripción. Los operadores 

son regiones a las cuales se pueden unir, directa o indirecta­

mente, ciertas proteínas llamadas represores.Por ejemplo, R 

una secuencia operadora se puede unir una proteína represora 

producto de un gene regulador específico, por lo tanto, la pre­

sencia de este represor impide la transcripción del gene es­

tructural en determinadas circunstancias (Watson, 1974). 

3 Recombinación 

Si consideramos 6nicamente la estructura del ADN, sin to­

mar en cuenta a la proteína recA, la cual es la más importante 

en la recombinación y cuy~ actuación se describiri posterior­

mente, nos percataremos que la recombinación es posible, al 

igual que la duplicación y la transcripción, gracias a dicha 

estructura. 

En la recombinación dos moléculas de ADN con regiones ho­

mólogas se unen para después intercambiarse, originando así 

nuevas combinaciones de genes. Recientemente se ha avanzado mu 

cho en la <·omprensión de este proceso, lo cual se ha logrado 

con el estudio, tanto de algunas propiedades fisicoquímicas del 

ADN, como de cepas de microorganismos deficientes en proteínas 

que intervien~n en la recombinaci6n, así como también del ais­

lamiento y caracterizaci6n de estas proteínas (Dressler y Po­

tter, 1982). 

Veamos primero las características estructurales del ADN 

relacionadas con la recombinación genética. Como se mencionó 

inicialmente, los enlaces por puente de hidrógeno son las fue~ 

zas que mantienen la estructura de doble hélice en el ADN, pe­

ro debido a que estos son relativamente débiles se dan fenóme­

nos como la desnaturalización, renaturalización, migración de 

bandas y superenrollamiento. De estos procesos el Último es una 

faceta importante en la duplicación, transcripción, reparación 

y recombinación del ADN. 



4. 

El superenrollamiento puPde ser compr~ndido de la siguie~ 

te forma en el ADN lineal las dos bandas antiparalelas for -

man una hélice dirigida hacia la derecha, con cerca de un giro 

de hélice por cada diez pares de bases. la configuración B. Si 

el ADN esti en la forma de círculos cerrados y tiene el mismo 

giro de hélice como en la configuración B, se dice que este e~ 

tá relajado. Pero si las dos bandas están entretejidas menos 

veces que en el círculo relajado, el ADN disminuye su aleja -

miento de la configuración B, favorecida energéticamente, en­

roll,ndose alrededor de su eje. 

La energía mecánica producto de la torsión, almacenada en 

el ADN superenrollado, ejerce una persistente fuerza de torsión 

que tiende a desenrollar regiones locales de la doble hélice 

de ADN. De esta manera el superenrollamiento ~acilita los proc~ 

sos que ocasionan desenrollamiento de la hélice, por ejemplo, 

las horquetas de duplicación durante la transcripción y las 

reacciones de transferencia de bandas implicadas en la recombi 

nación del ADN (Fisher, 1981). 

Otras estructuras del ADN implicadas en la recombinación 

y reparación de daños causados al mismo, son el ADN con una 

banda cortada y el ADN con huecos en una de las bandas (Rupp y 

Howard-Flanders, 1968). 

4 Consideraciones evolutivas de la recombinación. 

La recombinación genética origina ~uevas combinaciones de 

genes, lo que resulta en una mayor variabilidad para los orga­

nismos, dicha variabilidad es importante en la evolución ya que 

sobre esta opera la selección natural. Ahora bien, si compara­

mos a la recombinación con otra fuente de variación como lo es 

la mutación, ,es decir un cambio en la secuencia nucleotídica 

del ADN, nos daremos cuenta que aunque la mutación es finalme~ 

te el origen de dicha variación, esta es de pocas consecuencias 

evolutivas inmediatas, debido a que dichas mutaciones deben 

ser "enjuiciadas'' por la selección natural y sólo hasta ento­

ces podrán formar parte de la composición genética de las po­

blaciones. Adem&s, las mutaciones espontineas son muy raras c~ 
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mo para explicar la variabilidad observada, sobre todo en or­

ganismos diploides. En cambio la recombinaci6n es más importall 

te como fuente de variaci6n, porque produce un n6mero enorme 

de combinaciones, aún con una cantidad pequeña de genes (Mayr, 

1977). 

Otro papel no menos importante de la recombinación genéti 

ca reside en su capacidad de reparar cierto tipo de daños pro 

ducidos en el ADN. 

B Daños al ADN. 

El ADN en los seres vivos está expue~to, de manera natu­

ral o artificial, a agentes físicos, químicos y aún biol6gicos 

que le provocan alteraciones en su estructura, ya sea de una 

manera directa o indirecta. Este daño es responsable de la ma­

yoría de la mutagénesis y de parte de la letalidad observada. 

En vista de que estas alteraciones son mutagénicas y carcinog! 

nicas (Ames~ al, 1973; Ames et al, 1975; McCann ~ ~. 1975), 

se puede apreciar la importancia del estudio de los mecanismos 

de reparaci6n de estos daños. 

Se entiende por daño a cualquier modificación al ADN que 

altere sus propiedades codificadoras o su funcionamiento nor­

mal en la duplicación o la transcripción (Hanawalt et al, 19-

79). En la elucidación del papel de los procesos de reparación 

en la viabilidad celular y en la mutagénesis, es muy importan­

te el estudio de lesiones específicas del ADN, ya que la es­

tructura química de los daños, así como su distribución y abun 

dancia en el genoma, determinan el modr. de prócesarlos. Menos 

informativo es el estudio de los agentes que dañan al ADN ine~ 

pecíficamente, puesto que inducen un amplio espectro de lesio­

nes (Cerutti, 1978). 

Los daños más comunmente estudiados son : 

1 Bases ausentes, incorrectas o alteradas. 

a) Ausencia de bases 

La pérdida de bases puede ocurrir espontáneamente, por r~ 

diaciones ultravioleta (UV) o ionizantes y por alquilaci6n. 
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b Bases incorrectas. 

Durante la duplicación del ADN puede ocurrir una incorpo­

ración errónea de bases. Por ejemplo, se puede presentar la i~ 

troducción de uracilo en lugar de timina (Tye et ~. 1978). El 

apareamiento erróneo en el ADN puede deberse también a la des~ 

minación de la citosina, adenina y guanina lo cual produce ur~ 

cilo, hipoxantina y xantina respectivamente (Hanawalt ~al, 

1979). 

Las lesiones mencionadas son modificaciones sutiles de la 

estructura de las bases del ADN, las cuales causan incorpora­

ción de forma errónea de la base complementaria por las ADN p~ 

limerasas (Boiteaux ~al, 1978) y causan mutaciones de mane­

ra directa (Radrnan ~al, 1979). 

c Bases alteradas 

Las bases nitrogenadas están sujetas a una amplia varie­

dad de adiciones que alteran la estructura del ADN, algunas de 

estas constituyen un daño, como los dirneros de pirirnidina y 

ciertas alquilaciones, mientras que otras representan un proc~ 

sarniento normal en el ADN y pueden tener funciones biológicas 

importantes. Entre estas alteraciones de bases con importancia 

biológica tenemos a las alquilaciones, principalmente metila­

ciones ( Hanawalt ~ al, 1979). 

2 Enlaces cruzados entre las bandas. 

Cuando el ADN se expone a compuestos químicos como mitomi 

cina C, ácido nitroso y varios derivados del platino, las ban­

das complementarias se enlazan de manera cruzada covalentemen­

te (Hanawalt et~. 1979; Bernstein, 1981). En el ADN del fago 

lambda este tipo de daños puede repa~arse por excisión (Ra­

dding. 1978). 

En general los mutágenos mencionados en el inciso c y en 

el punto 2, producen alteraciones grandes en el ADN y pueden 

interferir con su duplicación, tales mutágenos act~an indire.s_ 

tamente, ya que dichas lesiones inducen un mecanismo de repar~ 

ción mutagénico (Radman ~al, 1979). 
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3 rompimientos de bandas. 

El daño ocasionado por la radiaci6n ionizante, incluye di 

ferentes tipos de rompimientos que afectan a una o a las dos 

bandas del ADN (Hanawalt ~ 2:J:., 1979). Se conoce menos de es­

tas lesiones que acerca de lo~ dímeros de pirimidina produci­

dos por radiación UV. Una razón es la tendencia de estos age~ 

tes, especialmente las radiaciones ionizantes, a producir mu­

chos tipos de lesiones en el ADN, además del rompimiento de 

las bandas (Hutchinson, 1978). 

C Mecanismos de reparación. 

El ADN no sólo interviene en procesos tales corno la dupli 

cación, transcripción y recombinación, también participa en 

los mecanismos capaces de reparar las lesiones que producen 

los diversos agentes físicos y/o químicos presentes en el m~ 

dio ambiente. Dichos mecanismos se encargan de mantener la 

estructura del ADN lo más exacto posible para que éste efec­

túe sus funciones normalmente. Hasta el momento se han iden­

tificado cuatro mecanismos implicados en la reparación de los 

dímeros de pirimidina fotorreactivación, excisión, recombi 

nación y SOS. 

1 Fotorreactivación. 

La fotorreactivación enzimática se caracteriza por sus 

constituyentes y por su acción. El papel principal es llevado 

a cabo por la enzima fotorreactivante PRE (Muhammed, 1966 ; 

Sutherland et al, 1973), cuya manera de actuar es única. La en 

zima PRE se une a regiones de ADN con dímeros de pirimidina 

(Setlow y Carrier, 1966), el complejo formado absorhe la luz 

fotorreactivante, rompe los dímeros y produce dos monómeros de 

piri~idina (Setlow y Boling, 1965). El resultado final es la 

reparación del ADN y la consiguiente restauración de su inte­

gridad biológica. Esta enzima posee tres niveles de especifi­

cidad : lo. longitud y tipo de ácido nucléico, 2o. dímeros de 

pirimidina ciclobutil cis-syn y 3o. fotones fotorreactivantes 

de longitud de onda de 300 nm a 600 nm. En cuanto a la estruc­

tura de dicha enzima, es posible que haya heterogeneidad entre 
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los diferentes organismos que la poseen (Sutherland, 1978). 

En la determinaci6n de los daños producidos por radiación 

UV en sistemas de procariontes o eucariontes, es de gran utili 

dad práctica el hecho de que las enzimas fotorreactivantes 

sean específicas para reparar los dímeros de pirimidina, prod~ 

cides por este tipo de radiación (Helene, 1978). 

2 Excisión. 

En la obscuridad operan mecanismos diferentes a la foto­

rreactivación, uno de ellos y tal vez el más importante es la 

reparación por excisi6n (Setlow y Carrier, 196b; Boyce y Ho­

ward-Flanders, 1964). 

El primer paso en este tipo de reparación es el reconoci­

miento de la distorsión de la doble helice de ADN por la endo­

nucleasa uvrAB. Las proteínas ·.iv-rA (Sanear et al, 198lc; See­

berg y Steinum, 1982) y uvrB (Sanear~ al, 198la), se unen al 

sitio dañado y posteriormente, tal vez con la ayuda de la pro­

teína uvrC (Sanear::..!. .!':l_, 198lb; Yoakum y Grossma.n, 1981), ha­

cen una incisión en el enlace fosfodiester, en un sitio cerca­

no al extremo 5' de] dímero. En presencia de uvrC (Howard-Fla~ 

ders y Theriot, 1966; Howard-Flanders, 1981), la ADN polimera­

sa I (Cooper y Hanawalt, l972b; Shimizu ~al, 1981) elimina 

un segmento de 20 a 30 nucleótidos mediante una acci6n exonu­

cleasa, comenzando en el extremo 5' en el cual est' contenido 

el dímero de timina. Después, la ADN polimerasa I con su acti­

vidad de polimerasa y mediante un mecanismo progresivo (Matson 

y Bambara, 1981) vá resintetizando, a partir del extremo 3', 

los nucleótidos que van siendo eliminados. Para efectuar la ta 

rea anterior la polimerasa utiliza la banda opuesta como molde, 

con lo cual, en principio, hay un reemplazamiento exacto de los 

nucleótidos perdidos. Por Último la ADN-ligasa une el extremo 

libre del fragmento recién sintetizado con el resto de la cade 

na. 

Este mecanismo de reparación incrementa su eficiencia 

cuando se bloquea temporalmentP la duplicaci6n del ADN (Radman 

y Errera, 1970). Se han observado diferencias en el tamaño del 
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parche reparado por excisi6n (Cooper y Hanawalt, 1972a), la m~ 

yoría de las lesiones son reparadas por parches cortos, según 

el mecanismo ya descrito, mientras que otros danos son repara­

dos por parches mucho más largos mediante un proceso que re­

quiere del genotipo recA+ (Cooper y Hanawalt, 1972b). 

Aunque la reparaciqn por excisión parecía totalmente con~ 

titutiva (Seeberg, 1978), recientemente se ha demostrado que la 

ruta denominada de parche largo, es un proceso ind~cido por d~ 

no al ADN y regulado por los genes recA y lexA (Kenyon y Wal­

ker, 1980; Fogliano y Schendel, 1981; Cooper, 1982), de una m~ 

nera que se explicará posteriormente. En la excisi6n de parche 

largo también interviene la ADN polimcrasa I aunque tal vez de 

una forma modificada (Cooper, 1982). Los parches son a~roxima­

darnente de 1,500 nucleótidos de longitud en el 75 % de los ca­

sos y cercu del 1% de los parches reparado3 son de alrededor 

de 9,000 nucleótidos. No se conocen con exactitud los factores 

que determinan el lugar de inserción de un parche largo, pero 

los datos obtenidos denotan un papel especiali~ado para esta 

ruta de excisión. 

A partir del descubrimiento de la enzima ADN N-glicosila­

sa que corta los dímeros de pirimidina en 9U enlace glicosíli -

co (Haseltine !:.!. al, 1980), el esquema de la reparaci6n por 

excisión de nucleótidos se ha modificado de alguna manera (Leh 

man, 1980). Dicha enzima se aisló de Micrococcus luteus y se 

demostró que es específica para ADN con dímeros de pirimidina. 

La ADN N-glicosilasa no corta el enlace fosfodiester, en 

lugar de ello, primero rompe el enlace N-glicosílico entre el 

extremo 5' de la pirimidina del dímero y el azúcar correspon­

diente, después corta el enlace fosfodiester entre el sitio 

apirimidínico (AP) resultante y el extremo 3' de la pirimidina 

del dímero (Haseltine et al, 1980). 

Aún no está bien establecido si la función glicosilasa 

tiene también una act.ividad AP endonucleasa o si las dos act~-­

vidades pueden separarse. Actualmente s~ están realiz~ndó est~ 

dios en células humanas y de Escheríchia colí, para tratar de 
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dilucidar las diferencias entre excisi6n de bases y excisi6n 

de nucleótidos (Lehman, i980). 

3 Reparaci6n por recombinación. 

Los dímeros de pirimidina que no son eliminados ni por f~ 

torreactivaci6n ni por excisión, retardan la 4uplicación del 

ADN por varios segundos, antes que la síntesis normal pueda 

continuar en un punto posterior al dímero (Rúpp y Howard-Flan­

ders, 1968). Lo anterior dá por resultado un hueco en la banda 

hija o hueco postduplicativo (HoYlard-Flanders et al, 1968 ; 

Rupp et al, 1971). de alrededor de 1,000 nucleótidos de largo 

(lyer y Rupp, l971). 

A pesar de estas lesiones secundarias causadas por UV, se 

observa supervivencia celular. Como el sistema de repar~~ión 

por excisión requie~e una cadena complementaria intacta, dicho 

mecanismo no puede explicar tal supervivencia puestG ~ue una 

banda tiene un dímero y la otra un hueco, la reparación por 

tanto debe realizarse por un proceso difereute. Este nuevo me­

canismo f~é ~enomi~ado reparaci6n postduplicativa (Rupp y Ho­

Ylard-Flanders, 196~) o reparaci6n por recombinaci6n y su reco­

n oc i mi en t o s e i ni e i ó c o n e 1 a i s 1 am i e n t o de c epas de E • e o J i de 

ficientes en la recombinación (Clark y Margulies, 1965), atri­

buyéndose esto a una mutación en el gene bautizado como recA. 

Se encontró además que estas células mutantes eran mucho más 

sensibles a los efectos letales de la luz UV que sus cepas pa­

rentales, infiriéndose que la mutación afectaba la capacidad 

de las células irradiadas para reparar el fotndaño al ADN. Es­

te hecho apoyaba una sugerencia anterior (HoY1ard-Flanders y 

Boyce, 1964) acerca de que ciertas enzimas podrían estar impli 

cadas, tanto en la recombinación genética como en la reparaci6n 

de los daños después de irradiación. 

Para confirmar lo anterior se realizaron una serie de ex­

perimentos, en uno de ellos se compar6 la sensibilidad a radi~ 

ción UV de cepas uvrA- (deficientes en excisi6n) o recA con 

la sensibilidad mostrada por los dobles mutantes (uvrA- recA-), 

encontrándose que estos Últimos eran muchas veces más sensibles 
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a la luz UV, que las cepas portadoras de una sola de estas mu­

taciones (Howard-Flanders y Boyce, 1966). El criterio usado g~ 

neralmente para inferir las múltiple~ rutas de reparación del 

ADN, es el de que si un doble mutante, cuyas mutaciones no es­

tán relacionadas, presenta un aumento en la sensibilidad ara­

diación UV mayor que el mostrado por cada mutante por separado, 

entonces se consideran estas mutaciones como deficientes en 

dos rutas de reparación diferentes (Bernstein, 1981); por lo 

tanio, era claro que en uvrA recA estaban implicados dos si~ 

temas distintos de reparación. 

El siguiente paso fué el de tratar de determinar el modo 

de acción del sistema de reparación postduplicativo. Mediante 

experiilientos en gradientes de sedimentación en CsCl e incorpo­

ración de radioisótopos en cepas uvr- recA+, se encontró que 

las bandas hijas de ADN sintetizadas después de irradiación UV 

son de bajo peso molecular, lo cual llevó a pensar que este 

ADN poseía regiones de una banda o huecos postduplicativos 

(Howard-?landers et al, 1968; Howard-Flanders ~al, 1975; 

Lin y Howard-Flanders, 1976). Tomando en cuenta que el número 

de dichos huecos o interrupciones en la banda hija, es simi­

lar al de dímeros de pirimidina en une longitud equivalente 

del ADN parental (Rupp y Howard-Flanders, 1968), se pensó que 

estos huecos se encuentran enfrente de cada dímero de pirimi­

dina. 

Por otro lado, si las células irradiadas se incuban,la t~ 

sa de sedimentación del ADN aumenta, sugiriendo que los espa­

cios en las bandas h!jas son llenados por intercambios con las 

moléculas hermanas de ADN de doble banda. És evidente que la 

información que falta en el hueco postduplicativo de uno de los 

ADN dobles, está intacta en el ADN doble hermano. 

Posteriorme11te se demostró (Rupp et .§l_, 1971) la existen­

cia de intercambios entre los ADN hermanos de doble banda, oc~ 

rriendo uno de éstos por aproximadamente el mismo número de 

huecos. 

La reparación postduplicativa complementa a la reparación 
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por excisión (Rupp y Howard-Flanders, 1968; Radman et al,1970) 

por que si el aparato duplicativo pasa un dímero no escindido, 

entonces la información perdida en la banda hija, que constitu­

ye un hueco, es luego reemplazada mediante la recombinación g~ 

nética. A su vez la reparación por excisi6n ya puede eliminar 

el dímero que queda en la banda parental (Howard-Flanders, 1981) 

R~cientemente ya se puede hablar de un modelo coherente de 

recombinación genética (Dressler y Potter, 1982). En los últimos 
tres anos se han podido fusionar datos provenientes de experi-

mentes de genética clásica en hongos ~el análisis de las estruc 

turas intermediarias del ADN en la reco~binaci6n, recuperadas 

de cepas tipo silvestre y del estudio de enzimas producidas por 

genes implicados en la recombinación 

cialmente la proteína recA. 

genética en E. coli, esp~ 

El modelo de Holliday (1964) para la recombinación genéti-

ca generalizada, ha servido de idea unificadora en este campo, 

sobre todo por la estructura intermediaria propuesta. Según di­

cha estructura los dos cromosomas recombinantes son mantenidos 

juntos covalentemente en una región de homología, mediante una 

conexión de entrecruzamiento, formada por el intercambio recí­

proco de dos de las cuatro bandas de las moléculas de ADN par­

ticipantes. A pesar de que el modelo ha tenido que sufrir cie~ 

tos cambios adecuados, continúa manteniéndose como el interme­

diario teórico preferido. 

La evidencia física que comprobó el modelo de Holliday no 

provino de estudios en eucariontes, sobre los cuales tuvo su~ 

bases genéticas, sino de sistemas en procariontes; basicamente 

en experimentos bajo la influencia del sistema de recombinación 

de E. coli y usando virus tales como Sl3,~Xl74 y además de plá~ 

mides como colEl. Teniendo en cuenta la estructura intermedia­

ria de Holliday en la recombinación, así como el hecho de que 

el ADN de estos organismos es circular, se esperaría que la mo­

lécula recombinante tuviera figura de B y efectivamente, estas 

son las que se han observado al microscopio electrónico en dif~ 

rentes virus {Potter y DresslP.r, 1976; Benbow ~ .!!l_, 1975). Se 
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usaron enzimas de restricción, con el objeto de descartar las 

alternativas de que estas estructuras con forma de 8 resultaran 

de círculos monoméricos entrelazados o de un círculo de doble 

longitud que se traslape sobre si mismo por la mitad (Potter y 

Dressler, 1976). Tales enzimas cortan los anillos monoméricos 

una vez y en un sitio único, generando moléculas lineales del 

tamaño de un genoma completo, de la cual se obtienen estructu­

ras con la forma de la letra X (ji), esto indica que los círc~ 

los estaban conectados covalentemente en una región de homolo­

gía. 

Por otro lado las moléculas en forma de ji sólo se recu­

peran en células hospederas tipa silvestre o recBC, pero no en 

recA que son deficientes en recombinación, lo que confirma 

que dichas estructuras están implicadas en la recombinación g~ 

nética (Kolodner, 1980; Potter y Dressler, 1976). 

Al contrario de la evidencia física que apoya la existen 

cía del intermediario en el modelo de Holliday, no existe nin­

guna prueba que indique cuales son los eventos precisos que 

ocurren en el corte e intercambio de bandas. Hay varios modelos 

alternativos al propuesto por Holliday (Meselson y Radding, 

1975; Champoux, 1977) para explicar el mecanismo de iniciación, 

estos tratan de adaptar los nuevos datos genéticos obtenidos en 

trabajos con hongos. 

Pasando a otro nivel, los estudios enzimológicos han co~ 

tribuido a una comprensión más específica de las enzimas impli 

cadas, y su secuencia, en el proceso de intercambio de inform~ 

ción genética. El método que ha dado mayores resultados es el 

de purificar el producto de los genes implicados o relacionados 

con la recombinación y estudiar sus propiedades. El objetivo es 

encontrar una reacción parcial que puede ser efectuada por una 

proteína aislada, después se intenta relacionar esta actividad 

con el proceso completo de la recombinación (Dressler y Potter, 

1982). De esta manera se ha encontrado que las proteínas recA, 

recB, SSB (unión a una banda simple) y la ADN topoisomerasa I 

son muy importantes en la recombinación genética generalizada. 
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Posteriormente se describirá de manera amplia el papel de la 

proteína recA. 

4 Reparaci6n SOS 

El gene recA de Escherichia col i, además de intervenir 

en la reparación por recombinación, está implicado en otras r~ 

tas de reparación, también postduplicativas (Witkin, 1976; Ga­

nesan y Seawell, 1975; Sedgwick, 1975; Sedgwick y Bridges, 19-

74; Youngs y Smith, 1976). Se desprende de lo anterior que el 

fenotipo de los mutantes recA es altamente pleiotrópico y car~ 

ce por lo tanto de varias funciones presentes en el tipo sil -

vestre (Witkin, 1976), de las cuales una muy notable es su no 

mutabilidad por radiaci6n UV. 

Los mutantes recA lexA reparan eficientemente su ADN 

por medio de la excisión y la fotorreactivaci6n pero por su -

puesto, no pueden realizar las rutas de reparación que necesi­

tan los productos de estos genes, las cuales son propensas a 

error y responsables de la mutabilidad por radiación UV (Brid­

ges, 1969). 

Con base en lo anterior se postuló la existencia de dos 

rutas diferentes de reparaci6n postduplicativa, una recombino­

~énica, libre de errores e independiente de lexA y otra prope~ 

sa a error y dependiente de lexA (Bridges ~al , 1967). 

Una primera hipótesis para explicar e~te hecho, proponía 

que la reparación por recombinación es exacta y que el mecani~ 

mo dependiente de lexA se debía a la actividad de una ADN poli 

merasa propensa a error, capaz de insertar nucleótidos en los 

huecos postduplicativos sin instrucciones del molde y .con una 

alta probabilidad de error. Otra hipótesis proponía que la mu 

tagénesis por radiación UV podía deberse a errores en una ruta 

de reparación de recombinaci6n, dependiente de lexA, sin emba~ 

go, cada vez se dan más pruebas que excluyen esta posibilidad 

(Bridges y Mottershead, 1971). 

Por otro lado se ha demostrado que esta actividad repar~ 

dora del ADN propensa a error, es inducida en'E. col i como re~ 

puesta a la radiación UV u otros tratamientos mutag~nicos. Pa-
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ra llegar a esta conrlusión se utilizó mucho la hip6tesis de 

la reparación 808, la cual es un fundamento teórico unifica­

dor de varias investigaciones biológicas y bioquímicas. 

Una de las primeras observaciones que contribuyeron a 

la hipótesis SOS fu& la demostración por Lwoff y colaborado­

res (Lwoff ~al, 1950), de que la radiación UV provoca la i!!_ 

ducción de las bacterias lisng&nicas, c&lulas que alojan en 

su ADN el cromosoma de un fago, Otros agentes inhibidores de 

la duplicación del ADN, como la radiaci6n UV, tambien provo·­

can inducción del profago A lWitkin, 1976). 

Otra observación importante fu& el hallazgo de Weigle 

(1953) de que la exposiri6n de una población de c&lulas de E. 

col i a una dosis baja de radiaci6n UV, i:lntes de infectarla; 

produce un aumento en la supervivencia del fago A, dañado a 

su vez con radiaci6n UV. Ademis esta exposición previa se r~ 

quiere para promover un alto nivel en la mutag&nesis del fa­

go. A este fenómeno se le ha denominado reactivací6n por ra­

diaci6n UV o reactivación W (Witkin, 1976). 

En estudios posteriores lRadrnan y Devoret, 1971; Defais 

et~. 1971; Caíllet-Fauquet y Defais, 1972) se encontró que 

era necesaria la presencia de los. genes recA y lexA, así co­

mo la síntesis de proteínas para que se lleven a cabo proce­

sos tales como la reactivación por radiación UV, mutag&nesis 

por radiación UV e inducción del bacteriófago A. Esto llevó 

a proponer que existen rutas comunes en estos tres fenómenos 

y además de que una o más funciones bacterianas son inducidas 

por la radíaci6n UV. 

Finalmente fue desarrollada por Hadman (1974) la hip6t~ 

sis de la SOS, según la cual las c&lulas de E. col i poseen un 

sistema de reparaci6n del ADN propenso a error, el cual requi~ 

re de varias funciones gen¡ticas, principalmente de los genes 

rec y lex, así corno de la síntesis de proteínas (Radman, 1974; 

Radman, 1975}. Bajo condiciones fisiológicas normales este si~ 

tema reparador se encuentra reprimido, pero puede ser inducido 

por radiaci6n UV u otros a~entes que tambi6n dañen al ADN o i~ 
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terrumpan su síntesis. Tales tratamientos al ADN generan una 

señal inductora, la señal SOS, la cual se ha sugerido (Sedg­

wick, 1976; Witkin, 1976) que es un hueco en la banda hija. 

Dicho espacio se traslapa parcialmente con otro hueco postdu-
. ' plicativo en la molécula hermana del ADN, la coincidencia en-

tre las lesiones puede quedar hasta cot• una separación de mil 

bases (Hutchinson y Stein, 1981). Dichas estructuras no podrían 

ser reparadas, en principio, por ningún tipo de reparación por 

recombinaci6n, tampoco serían arregladas por las ADN polimera­

sas conocidas, debido a que los dímeros de pirimidina, que se 

encuentran frente al hueco, no le servirían de molde. Sin em-

bargo la señal inductora permanece sin 

et al, 1982). 

identificarse (Kenyon 

Una vez dada la señal se inicia un proceso complejo de 

inducción que culmina en la desrepresión de un grupo de funci~ 

nes metabolicamente diversas pero coordinadamente reguladas d~ 

nominadas funciones SOS, las cuales promueven una mayor super­

vivencia de la célula dañada de sus fagos que la observada en 

condiciones normales, Entre las funciones SOS, además de lar~ 

paración del ADN propensa a error, están la inducción del prof~ 

go A, el retardo en la división celular representado por el ere 

cimiento filamentoso y la inhibición de la actividad degradado­

ra del ADN de la exonucleasa V (Witkin, 1976). Varios de estos 

procesos son utilizados extensamente como sistemas para la de­

tección de mutágenos y carcinógenos potenciales. 

El mecanismo de la mutagénesis por radiación UV en E. co 

li, dentro de la reparación SOS, es básicamente desconocido. 

Inicialmente se pensó (Devoret et ~,1975) que la reactivación 

W mutagénica del bacteriófago lambda, dependía de una actividad 

reparadora propensa a error, la cual era indu~ida o activada 

en la célula huésped por la radiación UV y por otros tratamien 

tos inductores de SOS. El requerimiento de la síntesis de pro­

teínas después del tratamiento inductor (Defais ~ ~. 1976), 

sugiere una inducci6n más que una activaci6n, del mecanismo r~ 

parador propenso a error. 
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A partir de experimentos con el fago ~Xl74 (cuyo ADN es de una so­

la banda) se propuso un posible mecanismo en la mutagénesis por UV. Cuan­

do el fago ~Xl74 irradiado infecta células de E. col i sin el tratamiento 

inductor, el ADN del fago no se duplica, lo cual se observa por la canti~ 

dad de síntesis. Una interpretación puede ser que en el primer dímero en­

contrado se detuvo la duplicación (Benbow et al, 1974) y en este caso nin 

guna de las ADN polimerasas constitutivas podría copiar el ADN después de 

un dímero de pirimidina. Sin embargo, si el huésped es expue~to a radia -

ción UV antes de la infección, es decir, bajo condiciones inductoras ópti_ 

mas de SOS,la duplicación de ADN prosigue más allá de la presencia del 

primer dímero. 

La razón de que los dímeros bloqueen la síntesis efectuada por la 

ADN polimerasa I en células hospederas no irradiadas, parece que es debi­

da a la actividad 3' - 5' exonucleasa "correctora de errores" de esta en­

zima.Esta actividad evita que se polimericen nucleótidos incorrectos fre!!. 

te a los dímeros de pirimidina en el ADN dañado del fago. En 

el segundo caso, cuando la célula hospedera está irradiada, 

los resultados sugieren la existencia de un inhibidor induci­

ble de la actividad correctora de errores en una o más de es­

tas ADN polimerasas. Dicho inhibidor toleraría la inserción 

de nucleótidos equivocados, permitiendo así que continuara la 

duplicación, pero con una alta frecuencia de mutación. 

Recientemente se ha encontrado en células inducidas, 

una variante de la ADN polimerasa I con mayor peso molecular, 

la cual posee baja fidelidad de duplicación (Howard-Flanders, 

1981). Este hallazgo podría explicar parte de la frecuencia 

de mutaciones inducidas. Por otro lado, es necesaria la pre 

sencia del gene inducible umuC de E. col i, para observar un 

incremento en la mutación ñespués de inducir daño al ADN por 

radiación UV (Bagg et al, l98l; Walker y Dobson, l979), sin 

embargo la función precisa de este gene todavía se desconoce. 

Actualmente, gracias al cúmulo de datos obtenidos en 

este campo, se han llegado a comprender algunos aspectos de 

la reparación SOS, particularmente su me~anismo de control. 



18. 

D Regulaci6n de los mecanismos de reparación. 

Inicialmente sólo había fenomenología y especulación aceL 

ca de las respuestas inducibles por danos al ADN (Bridges y Leh 

man, 1982; Witkin, 1976), ahora se comprenden algunos aspectos 

con gran detalle, en especial el control coordinado de dichas 

respuestas por los genes recA y LexA. Para aclarar este probl~ 

ma fué muy importante el estudio de la inducción del profago A 

por radiación UV. 

Se sabe que ciertas cepas de E. col i, llamadas lisógena.s, 

albergan en su genoma el ADN del bacteriófago Á, denominado en 

este caso profago. Si una. población de tales bacterias se exp~ 

ne A luz UV o en general a agentes que dafian al ADN, los genes 

del virus anteriormente inactivos son encendidos repentina.mente, 

lo que provoca que la maquinaria. de la célula traduzca los ge­

nes del fago y se formen m6ltiples copias del mismo. Después de 

un lapso de aproximadamente 45 minutos, la célula hincha.da. de 

fagos, estalla. Por otro lado, si la. bacteria no es irradia.da 

esta crece normalmente de generación en generación y sólo es­

pontáneamente dá origen a partículas de fagos (Lwoff et al, 11 
50; Ptasbne ~al, 1982; Maniatis y Ptashne, 1976). 

El profa.ge A permanece inactivo por la acción de una pr~ 

teína reguladora llamada represor, la cual proviene de la ex­

presión de ciertos genes virales. Además de la luz UV, también 

la mitomicina C o la inhibición de la sínt~sis de ADN por otros 

medios, inactivan la molécula represora. En las bacterias lis~ 

genas se ha encontrado (Roberts y Roberts, 1975) que la induc­

ción del profago lambda se produce a causa del rompimiento pr~ 

teolítico del represor. El represor es inactivado por un corte 

que lo divide en dos fragmentos, estos son detectables mediante 

la incubación in vitro, con la proteína recA purifica.da, en una 

reacción que requiere ATP (Roberts ~al, 1978). En mutantes 

recA no se observó inducción del profago ni degradación de su 

represor. 

La identi~icación y caracterización del producto del ge­

ne recA (Gudas y Mount, 1917; Sanear~ al, 198la), han permi-
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tido un avance mayor en el estudio de los fPnÓmenos relacion~­

dos con esta proteína. 

Los estudios en lexA continuaron indepPndientemente. Es_ 

tos mutantes, al igual que recA, son sensibles a radiaci6n UV 

pero no son deficientes en la recombinación genética (Howard­

Flanders y Theriot, 1966). En 1972 se halló que en cepas mer~ 
. +¡ -diploides es decir parcialmente diploides, lex lex el cara~ 

ter lex- es dominante (Mount ~ al, 1972), ya que se conser -

va el fenotipo de las células haploides lex en cuanto a sen­

sibilidad a la radiación. Puesto que la dominancia en un gene 

mutante a menudo denota que dicho gene está implicado en la 

regulaci6n genética, era posible que lexA codificara para una 

proteína represora, la cual regularía algunas enzimas de la 

reparación del ADN (Howard-Flanders, 1981). 

Posteriormente Mount (1977) aisl6 el mutante STS de E. 

col i, el cual expresa constitutivamente la inducci6n del pr~ 

fago y la ruta de la reparación del ADN propensa a error. Es 

te mutante denominado DM 1187 (lexA spr tif sfi) probó que 

los dos fenómenos mencionados se llevan e ~abo por un mecani~ 

mo similar, con lo cual se evidenció que la respuesta SOS no 

sólo dependía de recA sino también de lexA, s~giriéndose nue 

vamente que lexA era una proteína represora. 

Con la identificación de la proteína lexA (Little y HaE 

per, 1979), se determinó que su peso molecular es de 24 kil~ 

daltons y que es autorregulable. Posteriormente se demostró 

su posible función represora. 

Los modelos recientes de la desrepresión de recA después 

del daBo al ADN, sugerían que un paso inicial en este proceso 

era el rompimiento proteolítico de la proteína lexA, condu­

ciendo esto a una mayor síntesis de recA. En un trabajo con 

varias evidencias (Little ~al, 1980) se demostró que la pr~ 

teína de lexA es funcional y tambi~n físicamente destruida 

por la actividad proteosa de recA. Se insinuó además que la 

proteína lexA es un mejor sustrato para la proteína recA que 

el represor de lambda. 
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Se ha supuesto (Little ~!!d.• 1980; Sedgwick y Yarranton, 

1982) que los fagos A han evolucionado de tal forma que pue..~ 

den tomar ventaja de la respuesta. SOS'· abandonando una célula 

hospedera cuya viabilidad es incierta. Este fen6meno además 

ha dado indicios de como ocurre una regulaci6n más fina de la 

re8puesta SOS, ya que la proteína recA rompe a la de lexA, al 

menos 10 veces más eficientemente de lo que lo hace el repre -

sor de A. Esto puede favorecer además la sobrevivencia de A, 

asegurando que la inducci6n lisogénica no ocurrirá, hasta que 

los niveles de daño al ADN excedan la capacidad de los siste _ 

mas de reparación inducibles. 

Prosiguiendo en la misma línea de investigación se demo~ 

tró (Little ~al, 1981; Brent y Ptashne, 1981) que la protef 

na lexA es un represor de los genes recA y de lexA mismo. La 

proteína lexA purificada se enlazó específicamente a las re -

giones reguladoras de ambos genes, inhibiendo su transcrip -

ción. Los sitios de unión para la proteína lexA fueron de al­

rededor de 20 pares de bases (pb) en el operador del gene recA 

y de 40 pb en lexA. Este Último segmento se compone de dos s~ 

ries de 20 pb, semejantes cada una de ellas a la secuencia de 

bases presentadas por el operador del gene recA. Dichos con­

juntos de 20 pb, denominadas "cajas SOS", poseen secuencias 

de nucleótidos repetidas inversamente o palindrómicas. La pr~ 

teína lexA se enlaza a la "caja SOS'' de recA alrededor de 

diez veces más fuertemente de lo que lo hace en las "cajas" 

que preceden al gene lexA (Brent y Ptashne, 1981). Esta obseL 

vación también nos indica una regulación fina de la respuesta 

SOS. Los diversos operones SOS con variaciones en la secuencia 

de cajas SOS , se pueden desreprimir co:1forme se vayan inacti -

vando diferentes cantidades de la proteína lexA (Sedgwick y Y~ 

rranton, 1982). 
La determinaci6n de algunos de los genes en E. coli cuya 

expresión es inducible por daño al ADN, se logró (Kenyon Y 

Walker, 1980) usando un fago transductor especializado. Cier 

tos genes encontrados por Kenyon nenominados din (damage ind~ 
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cible) mapearon en posiciones interesantes, tales como dinE 

que mape6 en la posici6n de los mutantes uvrA, enzima impli 

cada en la reparación por excisi6n y considerada como de e~ 

presión c011stitutiva. Otro gene, el dinF mape6 cerca de leu 

por lo que probablemente es el gene codificador de la ~olim~ 

rasa II. Los otros genes encontrados fueron denominados dinB 

y dinD. Con tratamiento inductor de la respuesta SOS también 

se estimula la expresión de otros genes tales como umuC, el 

cual es necesario para la mutagénesis química y por UV (Bagg 

~al, 1981), así como de los genes uvrB (Fogliano y Schendel, 

1981), himA (Miller et al, 1981) y s:fiA (Huisman y D'ari, 19-

81). 

Con los datos anteriormente mencionados se han desarro­

llado modelos para la regulación de la respuesta SOS (Howard 

-Flanders, 1981; Kenyon ~al, 1982), la cual de manera gen~ 

ral es como sigue en una célula no inducida, los genes que 

intervienen en el mecanismo de la SOS están c;si totalmente r~ 

primidos por e~ represor lexA, no obstante se pueden sinteti 

zar pequeñas cantidades de proteínas como recA, uvr, y aún 

el mismo represor lexA. Cuando se daña el ADN de una célula 

-estado inducido- los dímeros de pirimidina no reparados an­

tes de la duplicación, originan huecos postduplicativos. 

Actualmente parece muy probable (Bridges y Lehman, 1982) que 

son dichos espacios postduplicativos la señal que activa a 

la proteína recA, la cual ya se sabe que es la proteasa espe­

cífi¿a que rompe, tanto al represor de ~ como a la proteína 

lexA. Una vez degradado lexA, se dispara la respuesta SOS por 

la desrepresi6n de recA y los dem&s genes involucrados en e~ 

te sistema de regulación. Después del desencadenamiento de la 

respuesta SOS, se estimula una reparación más eficiente del 

ADN, debido a la mayor cantidad de enzimas que intervienen en 

la reparación por excisi6n y a la actuación de la reparaci6n 

postduplicativa (SOS y recombinación). También se observa un 

aumento en la frecuencia de mutación, hecho en el que es abs.2_ 

lutamente necesario el gene umuC. 
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El mecanismo para la mutagénesis por UV en E. coli es básica­

mente desconocido hasta el momento (Bridges y Lehman, 19~2), 

pero hay observaciones que indican que en células inducidas 

se puede aislar una variante de la ADN polimerasa 1, de alto 

peso molecular y con baja fidelidad en la replicación, lo 

cual sería una posible gu~a en la aclaraci6n de este complic~ 

do prnceso. 

Afin faltan por determinar algunos detalles acerca del 

ajuste fino dentro de este sistema regulador, por ejemplo, 

algunos tratamientos inductores de SOS (Kenyon ~ al, 1982). 

Una posible explicaci6n a esto son las diferentes afinidades 

de atracción de los sitios operadores, implicados en SOS , 

por la proteína lexA. La posición relativa del promotor SOS 

y las secuencias del operador varían, por lo que las consta~ 

tes relativas de unión de los promotbres en los diferentes g~ 

nes se deben determinar, para poder hacer un .análisis cinéti 

co completo de la expresi6n de los genes regulados por recA 

y lexA. 

E El gene recA de Escherichia coli. 

Como se mencion6 anteriormente, el primer papel fisioló­

gico asignado a la proteína recA (PrecA), fué el de proteasa 

y sus efectos pleiotrópicos se explicaron tomando en cuenta 

la función reguladora de esta proteína. Utilizando mutantes 

recA sensibles a la temperatura se demostró que la PrecA, ad~ 

más de su papel regulador como proteasa, también participa di 

rectamente en la recombjnación genética (Kobayashi e Ikeda, 

1978). 

No obstante, hasta el momento no se comprende porque una 

proteína debe catalizar reacciones aparentemente tan diferen­

tes, como son la proteolisis y el arreglo de bandas del ADN. 

Tampoco se entiende el significado fisiológico o evolutivo 

que esto implica. 

En la comprensión de estos procesos uno de los problemas 

a resolver fué el del inicio de la recombinación genética, p~ 

ra lo cual se dió un paso importante al poder clonar el gene 
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recA (Sanear et al, 1979), así como la purificación de su pr~ 

dueto proteico (Shibata ~!!l.• 1979b). Esto permitió un estu­

dio mis directo acerca del funcionamiento de esta proteína. 

En los primeros estudios sobre el inicio de la recombin~ 

ci6n (Holloman ~al, 1975), se concluyó que en presencia de 

PrecA (Holloman y Radding, 1976) el ADN de una banda se adhi~ 

re a ADN superenrollado formando la estructura llamada asa 

en D (D-loop). 

En trabajos posteriores (Shibata et al, 1979b) se dese~ 

bri6 que la PrecA purificada cataliza el apareamiento homól~ 

go entre fragmentos de ADN de una banda y ADN doble superen­

rollado, mediante una reacción que requiere de ATP. Finalrnen 

te se reportó (McEntee ~ al, 1979) que la PrecA produce a -

sas en D con igual eficiencia si el ADN es lineal o supere~ 

rollado. 

Con estos experimentos quedó demostrado que efectivame~ 

te la PrecA interviene en la formación de las asas en D. En 

dichas estructuras existe un área de triple banda en donde 

la cadena lineal sencilla ha invadido parcialmente al ADN do 

ble recipiente, enlazándose por medio de puentes de hidróge­

no a su banda complementaria y dejando en un estado desapa­

reado, a la banda no complementaria del ADN doble. 

La recombinación consiste generalmente en la interacción 

de dos moléculas de ADN dobles, sin embargo el modelo de for­

mación de la asa en D es útil para la exploración bioquímica 

de la asimilación de la banda en un sistema simplificado 

Dressler y Potter, 1982). Este mecanismo, aunque parece sim­

ple, es una reacción compleja que consiste en : la unión de 

la PrecA al ADN, desenrollamiento de la molécula de ADN re­

cipiente por PrecA y la búsqueda de homología entre las mo­

léculas de ADN participantes. 

1 Unión de la proteína recA al ADN. 

En el apareamiento homólogo promovido por la PrecA en­

tre ADN de una banda y el ADN doble para formar la asa en D, 

la cantidad de PrecA requerida fué directamente proporcional 
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al monto de ADN de un-&. banda ( Shibata et !U_, 1979b; Shi bata, 

et al 198la; McEntee !:!. ~. 1980). La reacción es estequeom~ 

trica, se necesita alrededor de un mon6mero de PrecA por cada 

cinco pares de bases de ADN de una banda (Shibata ~ ~. 

1979b; Cassuto ~!U_, 1980). 

La unión de la PrecA con el ADN doble es dependiente del 

pli y requiere de ATP y un catión divalente. Por otro lado, el 

enlace de esta proteína con ADN de una banda se lleva a cabo 

en ausencia de A~P y es al menos 100 veces mis r'pida que la 

unión con el ADN doble (McEntee et al, 1980). 

Fisiológicamente la mayor afinidad de PrecA µor ADN de 

una banda puede reflejar la necesidad de evitar que el vasto 

exceso de ADN doble intacto, aleje a la PrecA de los sitios 

donde esta es necesaria. 

En el estudio sobre la interacción recA-ADN, utilizando 

ATP-y-S un análogo de ATP no hidrolizable, se ha determinado 

que la unión de la PrecA al sustrato se efectúa sin gasto de 

energía, pero después la proteína debe hidrolizar ATP para 

recuperar s1J conformación inicial (McEntee ~ ~. 1979; Shi­

bata ~ ~. 1979a). 

2 Desenrollarniento de la molécula de ADN recipiente me­

diante la proteína recA. 

En vista de que el ADN doble recipiente debe desnatur~ 

lizarse parcialmente para aceptar la banda sencilla que lo 

invade, es importante saber si la proteína recA puede efec­

tuar esta reacción de desnaturalización parcial. Lo anterior 

se ha estudiado experimentalmente (Shibata et ~. 1979b; Shi_ 

bata~ !!1_, 198Ja; Shibata ~ ~,198lb; Stasiak et al, 1981) 

y se observó que aunque la PrecA se une al ADN doble intacto, 

no hay indicios de que este ADN sea desenrollado. Sin embar­

go, cuando se adiciona ADN sencillo ya sea homólogo o no a 

la reacción, se observa el desenrolla.miento. Una interpreta­

ción de este resultado y de los ya menc1onados respecto a la 

uni6n de l~ PrecA con ADN de una banda, es la de que la 

PrecA tiene dos funciones : unirse al ADN de una banda y po~ 
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teriormente desnaturalizar parcialmente la molécula de ADN 

doble (Dressler y Potter, 1982). 

3 Búsqueda de homología. 

Para que ocurra la asimilación de la banda sencilla, es­

ta debe encontrar su complemento en el ADN doble. Se podría 

considerar que el primer complejo estable que se forma entre 

PrecA, ADN de una banda y ADN doble, sería una estructura 

unida por puentes de hidrógeno tal como la asa en D. No obs­

tante, en experimentos efectuaaos en presencia de ATP-y-S en 

lugar de ATP, se observa que los complejos formados se diso­

cian en presencia de detergente desnaturalizador de proteí -

nas, lo que demuestra que los ADN de una y doble banda no e~ 

tán apareados por sus bases entre sí (Shibata et al, 1979b). 

El complejo que contiene el ADN de una banda y ADN doble PªL 
cialmente desenrollado, sólo se mantiene por la unión de es­

tos con la PrecA y representa una estructura intermediaria 

anterior al apareamiento homólogo. Cuando el ATP está prese~ 

te en la reacción, la proteína recA forma asas en D estables 

y la asociación recA-ADN es debilitada fuertemente cuando el 

ATP es hidrolizado. 

Todos los experimentos anteriores sugieren que la inte~ 

acción inicial entre la banda sencilla y el ADN doble ocurre 

al azar en una región no homóloga, formando un complejo de 

tres bandas no específico. La búsqueda de homología se lleva 

a cabo tan pronto como la PrecA forma y disocia tales compl~ 

jos repetidamente e hidroliza ATP o tal vez conforme la 

PrecA translada las dos moléculas de ADN, una con respecto 

a la otra, hasta que ocurre el apareamiento homólogo (Shiba­

ta ~al, 1979a; Dressler y Potter, 1982). 

La reacción de asimilación de una banda en la forma de 

asa en D es sólo el primer y más simple tipo de recombina -

ción que puede ser catalizado por la recA. Como se verá más 

adelante, con el uso de sustratos más complejos se obtuvo 

un mejor conocimiento de las reacciones de fusión de genomas 
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que la proteína recA puede llevar a cabo. Uno de dichos sus­

tratos experimentales son un círculo de una banda y un ADN d2 

ble lineal, los cuales son un círculo de una banda y un ADN 

doble lineal, los cuales en presencia de recA formaron ini_ 

cialmente una estructura de asa en D, que con la posterior m~ 

graci6n de la banda produjeron un círculo de ADN doble y una 

banda de ADN lineal (Cox y Lehman, 198la). La PrecA también 

promueve el apareamiento hom6logo y el intercambio de bandas 

entre ADN doble circular intacto, sin huecos y ADN circular 

de una banda hidrolizado con un fragmento corto (West E.!. al, 

198lb; West et~. 198lc). 

Utilizando los sustratos anteriores se ha demostrado que 

la transferencia de bandas catalizada por l: PrecA posee di­

reccionalidad (West ~ al, l98lc; Cox y Lehman, l98lb; Kahn 

et .!!J:., 1981). La reacci6n s6lo ocurre cuando un extremo 3 1 

en el ADN doble es complementario y está disponible para in­

tercambiarse con el ADN circular sencillo, por lo tanto la 

migraci6n de la banda promovida por la P~ecA se dá unicamen­

te en la direcci6n 3'-5', en relaci6n a la banda negativa 

del ADN doble lineal. 

Hasta el momento se han descrito apareamientos, promovi­

dos por PrecA, entre mol&culas de ADN perfectamente complemeQ 

tarias. Sin embargo, en la naturaleza, el papel genético de 

la recombinaci6n implica la interacci6n de dos genomas liger~ 

mente diferentes. Se ha demostrado que unos cuantos aparea­

mientos err6neos en~re pares de bases no son suficientes pa­

ra inhibir la formaci6n de ADN heteroduplex, mediante la 

acción de la PrecA. Sin embargo, concentraciones altas por 

ejemplo del 10 %, de apareamientos err6neos en una distancia 
1 

corta, sí inhiben la reacción (DasGupta y Raddi~~ 1982). 

Una vez efectuado el paso inicial de transferencia de la baQ 

da, la asimilación de la cadena contin6a niendo dirigida 

activamente por PrecA y requiere de la hidr6lisis continua 

del ATP (Cox y Lehman, l98la). 

Por 6ltimo, en el estudio de las reacciones que pueden 
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ser catalizadas por la PrecA, se han utilizado ADN dobles co­

mo sustratos. Esto es tambien con el objeto de satisfacer el 

hecho de que la recombinación ocurre generalmente entre dos 

moléculas de ADN doble. Se ha encontrado (West ~al, 1980) 

que los huecos de 60 a 700 nucleótidos de longitud en el ADN 

doble,funcionan como punto focal para la reacci6n de fusión 

de los ADN dobles en presencia de recA, con la búsqueda post~ 

rior de homología mediante la hidrólisis de ATP. Además, la 

PrecA es capaz de efectuar un intercambio recíproco entre ba~ 

das de ADN pertenecientes a ADN dobles (West ~al, 198lb). 

Es decir, conforme una de las bandas de ADN doble donador in­

vade a un ADN doble recipiente, la banda desplaza en lamo -

lécula receptora al primer ADN doble, o donador, de la misma 

manera propuesta en el modelo de Holliday (Dressler y Potter, 

1982). 

No obstante que la proteína recA sola puede catalizar 

una variedad de reacciones en el intercambio de bandas de ADN, 

aún queda por dilucidar el papel que puedan tener otras protef 

nas celulares en el proceso completo de la recombinación geni 

tica. en E. coli parecen estar involuc~adas tres proteínas en 

la recombinación genética, aparte de la recA, estas son i la 

proteína que se adhiere a una banda de ADN (McEntee et al, 

1979; McEntee ~ al, 1980; Shibata ~ al, 1979a). La ADN topE_ 

isomerasa y la enzima recBC (Dressler y Potter, 1982). 

Tomando en cuenta los datos mencionados es posible sug~ 

rir una manera por medio de la cual la PrecA actúa en la recom 

binación y en la reparación postduplicativa. La ADN polimerasa 

que se mueve en dirección 3 1 -5 1 a lo largo de la banda molde, 

es bloqueada en un dímero de pirimidina, reiniciando su sín­

tesis en un punto posterior de la cadena. Por lo tanto la ban 

da hija termina con un extreme 3' - OH en la posición del díme 

ro.El ADN sencillo resultante o hueco postduplicativo activa 

la funci6n proteasa de la PrecA, disparando la respuesta SOS, 

incrementándose así la síntesis de PrecA, la cual está ahora 

en disposición para aparearse con el ADN. El apareamiento en-
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tre la PrecA y el ADN ocurre, en primer lugar, en el hueco del 

ADN doble y después entre este complejo y el ADN doble intacto. 

Una vez establecidos los contactos homólogos, una enzima 

de corte en trans puede dividir el ADN doble hermano en un si­

tio opuesto al hueco. El corte capacita a la PrecA para trans­

ferir el extremo 3' - OH de la banda cortada hacia el hueco, 

proveyendo de una banda complementaria intacta a la banda que 

contiene el dímero. Por lo tanto, la reacción de intercambio 

de la banda se inicia con una estructura de tres cadenas con­

forme la PrecA dirige la migración de la banda y la formación 

del heteroduplex más allá del dímero. El extremo 3' - OH de la 

cadena con hueco también es transferido, produciendo un inter­

cambio de bandas cruzado. A partir de este punto las cuatro 

bandas se aparean e intercambian para producir moléculas do­

bles. Ambas moléculas de ADN dobles pueden ser ahora reparadas 

por la ADN polimerasa I y por la ligasa, la consumación de la 

reparación permite la liberación de la PrecA y la terminación 

de la respuesta SOS. La estructura final conserva el dímero de 

pirimidina, pero ahora tiene una banda complementaria exacta 

y este puede ser eliminado por las enzimas de la reparación 

por excisión. 

F El gene red del bacteriófago lambda. 

Los bacteriófagos forman un grupo diverso de virus que 

se multiplican dentro de las células bacterianas. El bacteri~ 

fago lambda es una variedad de estos virus que también puede 

destruir o lisar a su cél\la hospedera. Como se mencionó ante­

riormente el fago posee además la facultad de propagarse de 

una manera que permite la multiplicación conjunta del huésped 

y de él mismo, por lo que se le llama fago moderado. Esta y 

otras características (Hershey y Dove, 1971) hacen de lambda 

un organismo experimental muy útil. 

En cuanto a estudios sobre recombinación genética, se h~ 

zo evidente que la recombinación en fagos puede analizarse de 

acuerdo a los principios generales de pruebas de cruzas desa­

rrolladas para organismos superiores. La recombinación en fa-
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gas, por lo tanto, puede ser un modelo útil para la recombina­

ci6n en general. Debido a la facilidad de su manipulación, ac­

tualmente los sistemas de fagos parecen ser el mejor material 

para el estudio de la recombinaci6n a nivel molecular (Signer. 

1971). 

Inicialmente se encontró que la recombinación en el bacte 

ri6fago está acompañada por intercambio de ADN, lo cual se 

efectúa por rompimiento y reunión de los cromosomas participa~ 

tes. Posteriormente se descubri6 que son varios los sistemas 

de recombinación que operan en lambda: el sistema int, el cual 

está relacionado con la interacción del profago. Se ha demos­

trado (Echols y Gingery, 1968) que esta recombinación es inte­

grativa, específica en un sitio y promovida por un gene de A 

(Campbell, 1911; Campbell, 1976; Kellenberger-Gujer y Weisberg, 

1911). El sistema red, el cual también está bajo el control 

del fago y el sistema rec dirigido por los genes bacterianos 

(Signer y Weil, 1968). Los sistemas red y rec, a diferencia 

de int, no son específicos en un sitio y son responsables de 

la recombinación generalizada es decir intercambios en cual­

quier punto a lo largo de los cromosomas homólogos, efectuada 

en el ADN del fago A. 

La recombinación generalizada efectúa intercambios en 

cualquier punto a lo largo de cromosomas homólogos, pero estos 

pueden ocurrir más frecuentemente en algunas regiones de un 

cromosoma que en otras. La mayor frecuencia de intercambios 

ha sido atribuida en ciertos casos, a sitios especiales, en y 

alrededor de los cuales la recombinación se dá a niveles ele­

vados (Sthal, 1979). 

En el bacteriófago A los sitios X (ji) son un ejemplo de 

regiones que incrementan la recombinación a su alrededor y su 

estudio ha dado información interesante sobre el mecanismo de 

la recombinación genética a nivel molecular (Rosamond, 1980). 

Estos lugares estimulan la recombinación catalizada por la r~ 

ta recBC de E. colí y requieren de la presencia de recA 

(Sthal, 1919). Se ha reportado que 23 pares de bases son com~ 
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nes a dos sitios Ji, los loci X+B y X+C del fago A (schultz 

~al, 1981), lo cual confirmaría a los sitios Ji como un 

lugar de reconocimiento para una proteína de la ruta recBC. 

Por el momento falta aún bastante por aprender acerca de los 

sitios Ji en la recombinación genética. 

El mecanismo por el cual el sistema red del bacteriófago 

lambda promueve la recombinación es aún desconocido, aunque 

recientemente se están teniendo algunos avances. Un paso ese~ 

cial en la recombinación genética es la unión de dos ADN. En 

E. coli la recombinación homóloga es dependiente del producto 

del gene recA, el cual también promueve la recombinación gen~ 

ralizada del bacteriófago lambda, aunque de una manera menos 

eficiente (Kellenberger-Gujer y Weisberg, 1971). En ausencia 

de PrecA funcional, la recombinación generalizada A puede 

ocurrir vía un sistema de recombinación propio. 

Las observaciones de que el fago A se recombina normal­

mente en un huésped bacteriano deficiente en la ~ecombinación 

(Van de Putte ~al, 1966), condujeron a la idea de que el f~ 

go puede dirigir la síntesis de, al menos, un componente que 

interviene en dicho mecanismo. El concepto anterior se confi~ 

rnó con el aislamiento y caracterización de mutantes de lambda 

deficientes en el proceso de la recombinación (Signer y Weil, 

1968; Echols y Gingery, 1968), a loB que se denominó red- (de 

recombinación deficiente). 

A partir del aislamiento y caracterización de los muta~ 

tes red-, se estableció que el fago A produce al menos un 

componente del sistema responsable de la recombinación genéti 

•.::a del mismo, sin embargo el mecanismo de recombinación bacte 

riano es capaz de reernpiazar estci función del fago. Los muta~ 
tes red mostraron una mayor sensibilidad a la radiación UV 

que los red+ cuando crecieron en un huésped uvr- rec-. Al 

inactivarse por mutaciones tanto el sistema rec de la bacte­

ria, como los procesos rec e int del fago, la recombinación 

se redujo más de 100 veces respecto al tipo silvestre. Por lo 

tanto estos sistemas son los únicos que promueven la recombi 
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nación vegetativa en el bacteriófago. A pesar de que el sist~ 

ma red no es esencial para el crecimiento del fago, los muta~ 

tes red- originan poblaciones más pequeñas que las de los vi­

rus silvestres. La recombinación en red- disminuye hasta 10 

veces, comparado con la obtenida en un fago red+, lo que indi 

caría que la mayoría de la recombinación en lambda es mediada 

por el gene red. 

Todos los mutantes red mapean denlro de un pequeño inter­

valo entre los loci int y clll. Esta región contiene a los ge­

nes de la exonucleasa de ~ y la proteína B (Signer y Weil, 19-

68). De experimentos de mapeo, bioquímicos y de complementa_ 

ción, se corroboró que el sistema red consta del gene estruct~ 

ral para la exonucleasa de A y para la proteína B (Shulman ~ 

!!:l_, 1910; Radding, 1910). 

La estructura y función de la exonucleasa de A no se ha 

aclarado suficientemente, a pesar de que se ha estudiado en d~ 

talle por varios investigadores (Little, 1961; Carter y Rad­

ding, 1911; Radding y Carter, 1971). 

Se propone que la exonucleasu de lambda principia su acti 

vidad en un sitio. específico, el cual puede ser un hueco post­

duplicativo o cualquier otro espacio que se encuentre en el 

ADN. Posteriormente va degradando los nucleótidos de una sola 

de las bandas de la mol&cula de ADN doble y en ese sitio asim! 

la una banda de ADN redundante o donador, el cual se va incor­

porando por detrás de la enzima en cuestión. Después de la as! 

rnilación completa de la banda redundante, se necesita de un m~ 

canisrno que evite la acción posterior de la exonucleasa de l 

en el hueco que queda después de efectuarse, tanto la degrada­

ción como la asimilación de la banda redundante. 

En cuanto a la proteína B, esta se aisló y se caracterizó 

en 1911 (Carter y Radding, 1911), determinándose posterio~men­

te que dicha proteína es codificada por el gene red B del bac­

teriófago (Kmiec y Holloman, 1981) y promueve el apareamiento 

de bandas complementarias y sencillas de ADN, provenientes de 

cromosomas homólogos. Esta propiedad es ~~y importante ya que 
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dicho apareamiento es un proceso capital en la recombinación 

c;enética. 

Sin embargo, sigue sin explicarse porque el fago A pro -

porciona a la proteína a para el proceso de recombinación, si 

la reacción de apareamiento in vitro puede efectuarse por las 

proteínas del huésped, en particular la proteína recA. Es ne -

cesaría realizar un análisis del mecanismo por el cual la pro 

teína promueve el apareamiento del ADN, así como conocer su 

función cuando forma un complejo con la exonucleasa del fago, 

con el objeto de comprender mejor como se realiza la recombi -

nación generalizada del mismo. 

Con base en lo anterior podemos establecer que la recom 

binación es un proceso mediante el cual hay una reordenaci6n 

de los genes, o parte de ellos y que agrupa en un mismo indi -

viduo la información genética de dos o más organismos. Su am -

plia distribución en la naturaleza demuestra el gran valor 

adaptativo que representa para los seres vivos. Sin embargo 

dicha recombinación posee otra función muy importante también, 

que es la reparación de los daños que continuamente sufre el 

ADN. Además de la recombinación, existen otros sistemas de r~ 

paración del material genético. 

El propósito de esta tesis es estudiar la interacción e~ 

tre los genes de E. col i ( recA) y del fago A (red) que inter -

vienen en el proceso de recombinación del fago, cuando su ADN 

ha sido dañado por radiación UV o no tiene ningún daño. 
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II Materiales 

A Material biol6gico. 

Se utilizaron diferentes cepas silvestres y mutantes de 

E. coli y del fago A. 

1) Cepas bacterianas 

a) AB 1157 

b) AB 2463 (recA 13) 

2) El conteo de placas se 

dicadoras de E. co 1 i. 

a) c6oo 

b) QR48 (recA-, su+) 

c) 8 601 ( recA , su-) 

d) N2668 (lights, su+) 

3 Bacteri6fagos; 

) +. + a XsusN 7susN
53

c red 

hace 

Características sobresalie~ 

tes en la reparación del 

ADN. 

Tipo silvestre. Presencia 

de todos los sistemas de re 

paración. 

Deficiente en la reparación 

postreplicativa, parte de 

ella se realiza por recombi 

nación. Carece también de 

reparación inducible SOS. 

Radiosensible. 

en las siguientes cepas in -

Tipo silvestre. 

Mutante permisivo que tiene 

capacidad para suprimir las 

mutaciones ambar del fago A 

Mutante no pernisivo, defi­

ciente en la capacidad de su 

presión de las mutaciones 

ambar del fago X. 

Incapacidad de los fagos red 

para crecer en esta cepa .. 

Cepa con dos mutaciones am­

bar en el gene N. ·Forma pl~ 

cas turbias (c+). 
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Cepa con una mutación ambar 

en el gene P. Forma plAcas 

turbias ( c +¡. 
Mutante construido en nues­

tro laboratorio mediante cr~ 

zas a partir del fago número 

uno. Características semeja~ 

tes al fago uno y deficien­

tes en recombinación. Radio­

sensible. 

Se obtuvo en nuestro labora­

torio por medio de cruzas a 

partir del fago número 2. Ca 

racterísticas parecidas al 

fago 2 pero deficiente en r~ 

combinación. Radiosensible. 

En la tabla No. 1 se dan más características acerca 

de las cepas bacterianas. 

B Medios de cultivo. 

A continuación se describe la manera de elaborar cada 

uno de los medios de cultivo empleados, así como su compo-

sición. 

1) Medios sólidos 

a) TA
12 

b) 

Bacto-~ tripton~ 

NaCl 

Agar bact~ri6logido 
Agua bi~~~til~d~ 
Esterilizar a 12.0. C durante 20 minutos * 

_'· '_.--~~,-~~;~~~ '·.Y 

Bacto - triptona(riifc~) 
NaCl: 

Bacto-agar 

10.0 g. 

2.5 g. 

12.0 g. 

1,000 ml. 

10.0 g. 

2.5 g. 

6.o g. 
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TABLA 1 Características de las cepas bacterianas de E. col! 
K-12 usadas en los experLnen-to¡¡ de recombinación y 
reparaci6n del bacteri6fago X. 

Clave de la cepa 

origen 

Recombinación 

Caracteres 

Auxotróficos 

Utilización 
de la fuente 
de energía 

Crecimiento 

del f.ago 

Resistencia 
a drogas 
Sexo 
Supresor 

AB 1157 

Tipo silvestre 

treonina 

leucina 

prolina 

histidina 

metionina 

ti amina 

arginina 

isoleucina 

timina 

lactosa 

galactosa 

arabinosa 

xi losa 

manitol 

Tl 

T 

T 

estreptomicina 
mitomicina e 

+ 

+ 

+ 

+ 

s 

s 

R 

s 

R 
R 

Pm 

AB 2463 

Mutaci6n NG 
de AB 11 7 

+ 

+ 

+ 

s 

s 

R 

s 

R 
s 
F 
Pm 

Pm+ denota huésped permi~ivo para fagos con mutaciones ambar. 
Las letras R y S significan resistente y sensible, respectiv~ 
mente (Howard-Flanders y Theriot, 1966). 
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Agua bidestilada 1,000 ml. 

Esterilizar a 120°c durante 20 minutos* 

El TA 6 se utiliza suplementado 

tosa 0.03% y TLB 10- 2 M. 

-2 con Mgso 4 10 M, Ma~ 

e) 869 (luria) 

Bacto - triptona (Difco) 

Extracto de levadura 

NaCl 

Agar bacteriológico 

Agua bidestilada 

Esterilizar a 120ºC durante 20 minutos* 

d) Gelosa profunda 

Caldo nutritivo 

Agar 

Agua bidestilada 

Esterilizar a 120 ºe durante 20 minutos* 

2) Medios lí~uidos y soluciones 

a) TB
1 

Bacto - triptona (Difco) 

NaCl 

Vit B1 (1 mg/ml) 

Agua bidestilada 

Esterilizar a 120°c durante 20 minutos* 

b) 869 (Luria) 

Bacto - triptona (Difco) 

Extracto de levadura 

NaCl 

Agua bidestilada 

Esterilizar a 120ºC durante 20 minutos* 

c) TBD 

TB
1 

Mgso 41M 

Maltosa 30 % 
TLB 

10.0 g. 

5.0 g. 

10.0 g. 

12.0 g. 

1,000 ml. 

4.o g. 

3.8 g. 

500 ml. 

10.0 g. 

5.0 g. 

1.0 ml. 

1,000 ml. 

10.0 g. 

5,0 g. 

10.0 g. 

1,000 ml. 

100 ml. 

1.0 ml. 

1.0 ml. 

1. O ml. 



d) SM 

NaCl 

Gelatina 

Agua bidestilada 

Esterilizar a 120°C durante 20 minutos* 

TRIS lM pH 7.4 
Mgso 4 lM 

e) TLB 

L - treonina 

L - leucina 

Tiamina (vitamina B
1

) 

Agua bidestilada 

Esterilizar a 120 °c durante 20 .minutos* 

f) Maltosa 30 % 
Maltosa 

Agua bidestilada 

Esterilizar a 120ºc durante-20 minutos* 

g) MgS0 4 lM 

Mgso 4 ,7H 20 

Agua bidestilada 

Esterilizar a 120ºC durante 20 minutos* 

37. 

5.85 g. 

0.5 g. 

480 ml. 

5.0 ml. 

2.5 ml. 

l. o g. 

l. o g. 

0.1 g. 

100 ml. 

·30. o g. 

100 ml. 

246.48 g. 

1,000 ml. 

Bacto triptona (Difco) = Peptona de caseina purificada 

(Bioxon). 

Bacto peptona (Difco) = Peptona de gelatina (Bioxon). 

* Ajustar a pH 7.0 con NaOH al 2 %, agregarlo inmediatame~ 

te después de esterilizar. 

III Métodos 

La metodología utilizada se encamina principalmente 

tanto a la obtención de reservas de bacteriófagos y de cé­

lulas bacterianas de Escherichia coli, como a su cuantifi­

cación, identificación de características genéticas, irra­

diación y medición de las frecuencias de recombinación en 

el fago :\. 
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A Obtención de reservas de virus 

1 Inducci6n del profago A en bacterias lisógenas de Esche 
richia coli K-12. 

a Inducción del profago por tratamiento con mitomicina C. 

Se incuba una colonia de la cepa lisógena en medio TB1 a 

37°c, con agitación y aereación durante 24 horas. Posterior -

mente se siembra un segundo cultivo haciendo una dilución 

l : 50, a partir del cultivo de 24 hs. Se incuba a 37ºc con 

aereación y agitación hasta alcanzar una densidad óptica de 

o.4 a 590 nm (D.O. = 0.4 = 1/2 x 108 células/rol). En este mo 

mento se agrega mitomicina C a una concentración final de 4 
mg/ml, como agente inductor del profago, nuevamente se incuba 

a 37ºc hasta observar la lisis celular. Para obtener destruc­

ción celular total, se agregan 4 gotas de cloroformo, incuba~ 

do 10 minutos más. Se centrifuga a 10,000 rpm por 10 minutos 

con el fin de eliminar los restos celulares, se recupera el 

sobrenadante en tubos de vidrio estériles .y se conservan a 4°c. 
b Inducción del profago de una cepa lisógena termoindu~~ 

ble. 

Un cultivo del día anterior de la cepa a tratar, se dil~ 

ye 50 veces en medio TB 1 , se incuba a 32 ºe ,e:on agitación has­

ta llegar a una D.o.
590

= 0.8, después de lo cual se dá el tr~ 

tamiento inductor al fago termosensible, el cual consiste en 

incubar a 4oºc durante 10 minutos. Se continúa incubando a la 

temperatura inicial de 30°c con agitación hasta observar la 

lisis celular, se agregan 4 gotas de cloroformo y después de 

10 minutos se suspende la incubación. Se centrifuga el culti­

vo a 10,000 rpm por 10 minutos, se recupera el sobrenadante, 

se titula y se conserva a 4°c. 
c Inducción del profago de bacterias lisógenas por medio 

de la irradiación con luz UV. 

Se diluye 1/50 en TB 1 un cultivo de 24 hs. y se incuba 

a 37ºC hasta que alcance una D.o.
590 

= 0.4. Se centrifu~a a nm . 
10,000 rpm durante 10 minutos para recuperar las células. El 

~ -2 ~ botan se resuspende agregando Mgso 4 10 M. Las celulas ya re 
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suspendidas se vacían en una caja de Petri procurando que el 

volumen de estas no exceda los 2 mm de espesor. La dosis de 

irradiaci6n es de 70 Joules/m 2 para cepae silvestres y de 

aproximadamente 7 J/m 2 para las cepas radiosensibles deficierr 

tes en reparaci6n. Nuevamente se centrifuga por 10 minutos a 

10,000 rpm resuspendiendo ahora el bot6n en TB1 . Se incuban 

las células en la obscuridad a 370c con agitaci6n hasta que 

se observe lisis celular, después de lo cual se agregan 5 g~ 

tas de cloroformo para destruir completamente las células. Se 

agita el cultivo durante 10 minutos más, centrifugándolo a 

10,000 rpm durante 10 minutos, se recupera el sobrenadante y 

se titula. 

2 Infección de células bacterianas con Qagos lambda. 

a En medio líquido. 

Esta técnica es muy efectiva para obtener un gran rendi­

miento de fagos. Se toman 0.6 rol. de un cultivo de 24 hs de 

c600 incubado en medio Luria, en este volumen de bacteria se 

destruyen de 3 a 5 placas de lisis del fago deseado previame~ 

te purificado. Posteriormente se permite la adsorción de los 

fagos 15 minutos a 37ºC sin agitación. Los centros infeccio­

sos así formados constituidos por fagos adheridos a las bact~ 

rías, se vacían en un matraz con 10 rol. de medio Luria agre­

gando además cloruro de calcio a una concentración final de 

l0-
2

M. Se incuba a 37ºc con agitación hasta observar lisis c~ 
lular, en ese momento se agregan 5 gotas de cloroformo y se 

agita durante 10 minutos. La mezcla se centrifuga a 10,000 

rpm por 10 minutos, después de lo cual se titula el sobrena­

dante recuperado. 

b En medio sólido (capa confluente). 

Se destruyen de 3 a 5 placas del fago en cuesti6n, pre­

viamente purificado, en o.6 ml de un cultivo de 24 hs de ba~ 

teria c600' se permite la adsorción de los fagos durante 15 

minutos a 37ºc, sin agitación. Una vez formados los centros 

infecciosos se divide el volumen inicial en 6 partes iguales 

es decir 0.1 ml por tubo de ensaye, agregando a cada una de 

' 
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ellas 2 ml de medio Luria líquido y 2.5 ml de TA 6 fundido. El 

contenido de cada uno de los tubos se vacía en una caja de 

Petri muy húmeda que contiene medio Luria sólido, y se incuba 

a 37 ºe hasta observar una confluencia casi total entre las 

placas de lisi~:. Lo anterior ocurre aproximadamente a las 5 

hs después de iniciada la incubación. Se agregan ahora 3 go -

tas de cloroformo a cada caja y se colecta en un tubo de cen­

trífuga la parte blanda superior de cada caja, que es donde 

se encuentran los fagos y los restos celulares. Después de 

agitar vigorosamente la mezcla anterior se centrifuga por 10 

minutos a 10,000 rpm, se recupera y titula el sobrenadante. 

B Cuantificación de los bacteriófagos y de las células bac-

terianas. 

1 Titulación de fagos. 

Todos los fagos se titulan rutinariamente en la bacteria 

E. coli c600 , con el objeto de conocer su número aproximado 

por mililitro para lo cuál se sigue la siguiente técnica : se 

hacen diluciones en la solución amortiguadora SM de las reser 

vas de fagos por titular, las cuales pueden ser de 10 en 10. 

de 100 en 100 o combinaciones de ambas, hasta llegar a una di 

Ó 
-6 -7 ~ -

luci n apropiada como 10 o 10 , ya que c011 los metodos us~ 

dos de inducción del profago o de infección se obtienen de 

io 9 a 1010 particulas virales por mililitro. Se recomienda a­

gregar 0.5 ml de soluto en 4.5 ml de solvente, con lo que se 

obtiene una dilución 10 veces menor y 0.05 ml de soluto en 5 

ml de solvente para diluir 100 veces. Una vez efectuadas las 

diluciones adecuadas se coloca O.l ml de la dilución elegida 

en 0.15 ml de bacteria c600' permitiéndose la adsorción de 

los fagos incubando a 37 °c por 15 minutos sin agitación. Po~ 

teriormente se agregan 2.5 ml de TA 6 , se agita ligeramente la 

mezcla y se vacia 'sta en una ~aja de Petri con medio TA12 e~ 

parciendo rápidamente. La incubaci6n se lleva a cabo a 37 °c 
toda la noche. Después de esto se cuentan cuidadosamente las 

placas de lisis y se hacen los cálculos necesarios, tomando 
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en cuenta el número de placas obtenido y la dilución utiliz~ 

da. 

3 Titulación de bacterias. 

Se llevan a cabo una serie de diluciones del cultivo de 

células que se desea titular, de igual manera que para el ca 
-2 so de los fagos, pero utilizando Mgso 4 10 M como amortigua-

dor solvente. De la dilución adecuada se toma 0.1 ml y se e~ 

parce por medio de movimientos circulares con un triángulo 

de vidrio estéril, sobre una caja de Petri con medio Luria 

sólido. Se incuba a 37ºc toda la noche,, posteriormente se 

cuentan las colonias aisladas y con los datos obtenidos se 

efectuan los cálculos apropiados. 

C Identificación de algunas características genéticas de 

bacteriófagos y bacterias. 

1 Técnicas para bacteriófagos. 

a Purificación de fagos. 

Se introduce un palillo de dientes en la reserva de fa -

ges que se desea purificar y con la punta ya humedecida se 

estría sobre la superficie de una caja de Petri con TA12 . Por 

otro lado, en un tubo de ensaye se colocan 0.15 ml de bacte 

ria c600 y 2.5 ml de TA 6 , vaciando inmediatamente el canten~ 

do del tubo sobre las estrias hechas con el palillo. Se incu­

ba por 24 hs a 37ºC. Al día siguiente se tendrán las placas 

de lisis aisladas, formadas cada una de ellas por la activi~ 

dad de un sólo fago. Con esta técnica se puede asegurar la 

viabilidad y posibilidad de clonar los virus, por otro lado, 

la distribución espaciada de las placas facilita su manejo. 

b Detección de la presencia de mutación ambar en los genes 

N o P del bacteriófago A. 

Para esta técnica se usa la cepa s 601 (su-), incapaz de 

suprimir las mutaciones ambar del fago, la cepa c 600 se usa 

como control positivo. Los tapices de bacterias se hacen de 

la siguiente manera : de un cultivo de bacterias de 24 hs se 

colocan 0.15 ml en un tubo de ensaye a los que se agrega 2.5 

ml de TA 6 , se agita la mezcla y se vacia rápidamente el cont~ 
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nido del tubo en una caja de Petri con medio TA
12

. 

Se hace un tapiz con E. coli 8 601 (su-) y otro con E. 
+ 

col i c600 (su ). El tapiz con 8 601 se divide con lineas bajo 

la caja de Petri en tantos casos como sea necesario. De cada 

una de las cepas de fagos por probar se colocan pequeñas go­

tas de 0.01 rol aproximadamente, sobre el tapiz de bacterias 

indicadoras y se dejan secar cuidando que ninguna de ellas 

llegue a unirse. Se recomienda partir de reservas con 10 5 a 

10 8 fagos por mililitro. Una vez secas las gotas se pone una 

más de la reserva conocida ya sea N o P, exactamente sobre 

las gotas anteriores. Por otro lado se colocan gotas de todos 

los fagos utilizados, tanto problemas como testigos, sobre 

el tapiz de c 600 . La incubación se lleva a cabo por 24 hs a 

37ºc. 
Posteriormente se comprueba si hubo o no formación de 

placas de lisis. Debido a que Gnicamente aquellos fagos que 

tengan la mutación ambar en diferentes loci podrán complerne~ 

tarse entre sí y crecer, la presencia o ausencia de dicho cr~ 

cimiento nos indicará el tipo de mutación ambar de las reser 

vas problema. 

c Medición de la frecuencia de reversión espontánea de 

los genes N y P. 

En esta prueba se mide la frecuencia con que las mutaci~ 

nes ambar de los fagos regresan al estado original, para lo 

cual es necesario efectuar los siguientes pasos. El grupo de 

fagos por probar se preadsorbe a 37ºC por 15 minutos en 0.15 

ml de medio TBD con células s 601 • Ya formados los centros i~ 

fecciosos se agregan 2.5 ml de medio TA 6 fundido, se agita 

ligeramente la mezcla y se esparce rápidamente en una caja 

de Petri con medio TA 12 . La incubación se lleva a cabo a 

37ºC por 24 hs. En la cepa indicadora usada sólo crecerán los 

revertantes al tipo silvestre. Se recomienda sembrar 0.1 ml 

de fago de las diluciones 10-l y io- 2 . 



2 T~cnicas para bacterias 

a Purificación de bacterias. 

Se siembra un cultivo de células bacter.ianas en medio L.!:!_ 

ria líquido y se incuba por 24 hs a 37 oC con agitación. Pasa­

do ese lapso se introduce una asa de siembra estéril en el 

cultivo para transportar las bacterias a una pequeña porción 

de una caja de Petri con medio Luria sólido. Se esteriliza 

nuevamente el asa de siembra y cruzando la porción inicial se 

forman varias estrías sobre una mitad de la caja de Petri, lo 

anterior se repite para la mitad restante. Después de incubar 

a 37oc por 24 hs se tendrán colonias aisladas de las bacte-
' rias deseadas, además se podrán identificar fácilmente las c2 

lonias contaminantes que posiblemente estaban en el cultivo 

original. 

b Método cualitativo para probar ficilmente la sensibili 

dad de las bacterias a la radiación UV. 

Se hacen cultivos de 24 hs de las cepas por probar, se 

introduce el asa de siembra estéril en uno de estos y se col2 

ca una línea de bacterias sobre la superficie de una caja de 

Petri con Luria sólido. 

Se distribuyen sobre la misma caja de Petri, bandas par~ 

lelas de cada una de las cepas restantes. La caja se divide 

en secciones perpendiculares a las lineas de bacterias que c2 

rresponderán a diferentes dosis de radiación UV, las cuales 

se logran de la siguiente manera se quita la tapa de la ca-

ja de Petri y se cubre ahora con un cartón, ya colocada la c~ 

ja bajo la fuente de radiación UV, se descubre la primera se~ 

ción de la misma, irradiándola a cierta dosis preseleccionada. 

Posteriormente se descubre la segunda sección, se irradia y 

se continúa de la misma manera con las otras divisiones. Lo 

anterior nos permite establecer un gradiente de dosis de ra­

diación ultravioleta. La Última parte, que no se irradia, re­

presenta nuestro control. La incubación se hace a 37ºC duran­

te 24 hs en la obscuridad. Posteriormente se comparan los di­

ferentes grados de crecimiento obtenidos en cada cepa. La va-
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riabilidad en la respuestn es un indicio de la sensibilidad 

a la radiación UV. 

c Construcción y purificación de bacterias lis6genas. Se 

siembra en TBD una colonia de la bacteria que se desea hacer 

lisogenica, se incuba a 37ºC por 24 hs con agitaci6n y aerea­

ción. Después de este lapso se mezclan en un tubo de ensaye 

0.15 ml del cultivo de 24 hs y aproximadamente 500 fagos lis~ 

genizadores, permitiendo su adsorción por 15 minutos a 37°c. 

Se agregan 2.5 ml de TA 6 fundido y se vacía la mezcla en una 

caja de Petri con TA 12 . Se incuban las cajas por 24 hs a 37ºC 

Se observa la turbidez de las placas de lisis, en donde la 

parte central de las mismas está formada por bacterias li~óg~ 

nas, es decir, son bacterias que crecieron posteriormente a 

la infección y que llevan ahora el profago. Dicha parte cen­

tral se pica con un palillo de dientes estéril, las bacterias 

que se encuentran en la punta del palillo, se colocan en una 
-2 gota de Mgso 4 10 M lo mismo se hace para varías placas de 

lisis con el ob,jeto de purificar a los candidatos. Con una 

asa de siembra estéril se toma un poco de volumen de las go­

tas y se e~tría la superficie de una caja de Petri con medio 

Luria sólido, de manera semejante a la técnica usada en la 

purificación de bacterias. Se incuban las cajas a 37ºc por 24 

hs. 

Ahora se tiene que probar cuáles de las colonias aisla­

das que crecieron en las cajas con medio Luria son lisógenas. 

Con el objeto de tener un cultivo de cada una de ellas, con 

una asa de siembra estéril se toman varias de las mismas y se 

siembran cada una en tubos diferentes con medio TB
1

, estos 

cultivos se incuban a 37ºC por 24 hs con agitación. Al si -

guiente día, se ponen dos líneas de fagos con una pipeta de 

0.01 rnl en una caja con medio TA12 , una de ellas es de fagos 

del mismo tipo de los que se encuentran como profagos en las 

lisógenas formadas y la otra está constituida por fagos con 

inmunidad diferente a la primera línea. Se recomienda usar r~ 

servas de fagos con una concentración de 10 5 a 10 7 fagos/rnl. 
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Una vez colocadas las líneas de fagos se dejan secar y se cr~ 

zan perpendicularmente cada una de ellas con los candidatos 

de células lisógenas, utilizando para ello el asa de siembra. 

Es necesario esterilizar el asa cada vez que se termine de 

cruzar la línea de fagos, so'.re todo antes de introducir di -

cha asa en un cultivo de células. Las líneas de virus ~e cru­

zan además con bacterias no lisógenas y lisógenas con profa -

gos de la misma o diferente inmunidad que la de los fagos us~ 

dos para la prueba, estos Úl~imos serán los controles. Final­

mente se incuban a 37ºC durante 24 hs. 

Los resultados se analizan de la siguiente fo~ma a) 

las bacterias que no son lis¿genas son lisadas por los fagos, 

esto se obs~rvará como dos líneas de bacterias interrumpidas; 

b) las lisógenas son destruidas por el fago de diferente inmu 

nidad a la del profago pero ~o por el de la misma inmunidad, 

por lo tanto, sólo se observará una línea de células interru~ 

pida y c) las bacterias que no son lisadas por ninguno de los 

dos tipos de fagos, son resistentes a la infección por el fa­

go J.. 

Finalmente se hacen cultivos de las lisógenas probables 

en TB
1 

y se induce el profago por cualquiera de los métodos de 

inducción ya nombrados como radiación UV, mitornicina C o temp~ 

ratura, en el caso de que el profago sea termosensible. Los 

cultivos de bacterias que tengan fagos después del tratamiento 

inductor son las lisógenas, se purifican y se almacenan en la 

forma indicada en el siguiente inciso. 

d Almacenamiento de reservas de fagos y bacterias. 

Las reservas de bacterias se almace~an de la siguiente ma 

nera una vez comprobadas las características genéticas de la 

cepa en cuestión, se toma· con el asa de siembra estéril una co 

lonia aislada que no se vea contaminada a simple vista y se 

introduce el asa en tubos pequeños con gelosa profunda. Se in­

cuba a 37°c durante 24 hs. Si el cultivo creció bien se sellan 

los tubos con parafilm y se guardan en la obscuridad a tempera­

tura ambiente. 
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Las reservas de fagos se conservan en el medio donde 

fueron obtenidos y se les agregan de 2 a 3 gotas de clorofor­

mo. Si después de cierto tiempo se observa contaminación en 

la reserva, este se puede centrifugar a 10,000 rpm por 10 mi­

nutos, se recupera el sobrenadante y se añade cloroformo an -

tes de almacenarlos a 4 °c. 
D Irradiaci6n de bacterias y de bacteriófagos. 

1 Irradiación de células con luz UV. 

Se diluye 50 veces un cultivo de 24 hs en TBD dejando 

que el mismo alcance una D.o.
590

= 0.4 aproximadamente de 1 

2x10 8 bacterias/rol. 

Las bacterias se colectan por centrifugación a 10,000 

rpm durante 10 minutos y el botón formado se resuspende en 
-2 MgS0 4 10 M. Se coloca la suspensión de bacterias en una caja 

de Petri, procurando que el volumen no sea mayor a una capa 

de 2 mm de espesor. Se irradia a la dosis deseada con una lá~ 

para germicida que emita una radiación de 2,537 nm, agitando 

lentamente a O ºc. De aquí en adelante todos los pasos deben 

realizarse en la obscuridad o con luz roja, para evitar la f~ 

torreactivación. 

2 ~rradiación de bacteriófagos. 

Las reservas de fagos deseados se diluye en SM a la con­

centración requerida, dicha dilución se vacía en cajas de Pe­

tri pequeñas procurando que el espesor de la capa formada no 

exceda los 2 mm de espesor. Las condiciones de irradiación 

con luz UV son O 0 c y agitación lenta, la lámpara de irradia­

ción es igual a la utilizada en el caso de las bacterias. 



IV Cruzas genéticas. 

Las cepas de fagos que se utilizaron en los experimentos 

de recombinación tienen una mutación ambar en el gene N (N-) 

o en el gene P (P-), de tal manera que los recombinantes obt~ 
. . . ( + +) nibles pueden ser silvestres para los dos loci N P o muta~ 

tes para ambos (N-P-). 

A Experimentos de recombinación. 

l Se diluye 50 veces un cultivo de noche de las células 

hospederas (AB 1157 o AB 2463) y se incuba en TBD hasta alean 

zar una concentración celular de 1 x 20 8 células por ml (D.O~ 
59o=o. 4 ). 

2 Se centrifuga a 10,000 rpm por 10 minutos, el botón ser~ 

suspende en Mgso 4 10- 2 M y se conserva la suspensión en hielo 

picado. 

3 Las cepas de fagos mutantes por recombinar se mezclan a 

concentraciones iguales para obtener una multiplicidad de in­

fección de 10. La concentración final deber ser de 1 x 109 f~ 
gos; si el título de las reservas de fagos es muy alto, estas 

se pueden diluir en SM. Tanto la suspensión de bacterias como 

la mezcla de fagos se titulan para conocer la multiplicidad de 

infección real con la cual se trabajó. 

4 Se toman alícuotas tanto de la suspensión de bacterias c~ 

mo de la mezcla de fagos y se irradian con UV a las diferentes 

dosis establecidas. La formación de centros infecciosos se ha­

ce según los cuatro casos siguientes 

a Control. Bacteria no irradiada (O), fago no irradiado 

(O). Ca~o OB/01-. 

b Bacteria irradiada (UV), fago no irradiado (O). Caso 

UVB/01-. 

e Bacteria no irradiada (O), fago irradiado (UV). Caso 

OB /UVA. 

d Bacteria irradiada (UV), fago irradiado (UV). Caso UVB/ 

UVA. 

5 Para la formación de los centros infecciosos se perrni-

te la adsorción por 15 minutos a 37ºC en las cepas AB 1157 o 



AB 2463. 

6 -2 Se adicionan 5 ml de Mgso 4 10 M a cada tubo y 

48. 

se cen-

trifugan a 10,000 rpm durante 10 minutos, con el fin de eli~ 

minar los fagos no adsorbidos. 

7 El bot6n se resuspende en TBD y se incuba a 3TºC con ag! 

taci6n durante 90 minutos. 

8 Se agregan tres gotas de cloroformo en cada tubo al fin~ 

lizar el tiempo de incubaci6n, se permiten 10 minutos más de 

agitaci6n y se centrifuga a 10,000 rpm por 10 minutos. Se re­

cupera el sohrenadante, en este se encuentran tanto los fagos 

progenitores como los recombinantes originados durante los 90 

minutos de incubaci6n. 

B M&todo para determinar la frecuencia de recombinaci6n de 

los fagos irradiados o no. 

1 El sobrenadante recuperado se titula, usando para esto 

tapices de E. coll QR 48 y s 601 , en cajas de Petri con medio 

TA12 

2 Se incuba a 37ºC durante 24 horas, se cuentan las placas 

de lisis que crecieron en cada uno de los tapices. 

Debido a que en QR 48 (recA- su+) crece la poblaci6n to­

tal de fagos y en s 601 (recA- su-) unicamente lo hacen los f~ 

gos recombinantes, la frecuencia de recombinación se calcula 

dividiendo el título de fagos obtenido en s 601 entre el títu­

lo obtenido en QR 48. Se debe tomar en cuenta que con este 

sistema s6lo se detectan los recombinantes NN+P+, pero no los 

recombinantes NN-P-. 



V Resultados. 

Mediante las cruzas genéticas entre los fagos utilizados, 

se pudieron observar varios fen6menos que se presentan duran­

te la recombinación del fago A, cuando este ha sido irradiado 

o no con lu::: UV. 

Tanto en la cepa silvestre (AB 1157) como en la recA 

(AB 2463), la frecuencia de recombinaci6n del fago l aumenta 

conforme se incrementa la dosis de radiaci6n al ADN de A 

(gráficas 1, 3 y 5). Sin embargo este proceso tiene un lími -

te, ya que a pesar de que se produzca un mayor número de da -

ftos en el AD~ del fugo, la cantidad de intercambios genéticos 

permanece ~ás o menos constante (gráficas 1, 3 y 5). 
No obstante que la recombinación del t:ago no aumenta de-2_ 

pués de que este ha recibido ciertas dosis de radiación, este 

proceso de recombinación es mayor cuando se irradia a las cé­

lulas hospederas, fenómeno que se presenta tanto en las bact~ 

rias tipo silvestre como en las recA- (gráficas 1, 3, 5 y 7). 
El incremento de la recombinación del fago l no es directame~ 

te proporcional a la cantidad de radiación a la bacteria, si­

no que exis~e una dosis de radiación UV con la cual el alza 

de la reco~~inación es óptima (gráficas l, 3, 5 y 7). 
Muy in~eresante es el hecho de que la frecuencia de re­

combinaci6n del fago A aumenta simplemente po~ irradiar al 

hospedero, sin irradiación del fago, y por lo tanto sin que 

se induzcan daftos aparentes en el mismo. Esto es válido tan­

to para la cepa silvestre como para la recA. Sin embargo 

mientras que para la primera cepa este fenómeno es dependie~ 

te de la dosis; en la segunda unicamente importa el hecho de 

que se irradie o no a la bacteria, siempre y cuando esté 

presente el ger.e red (gráficas 2, 4 y 6; caso UVB/OA). 

La recombinación espontánea del fago (OB/OA) también e~ 

tá influenciada por la presencia o ausencia de los genes rec 

y red. Si el fago es red+, no importa si la bacteria carece 

o no del gene recA, de todas formas la frecuencia de recombi 

nación espontánea es la misma, es decir, 9.2 x 10- 3 para la 
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TABLA 1 Efecto de la rediaci6n UV en la recombinaci6n de 

Dosis de 
(J/m2) 

E. coli 

o 
50 

70 

100 

o 
o 
o 
o 
o 

50 

50 

50 

50 

50 

70 

70 

70 

70 

70 

100 

100 

100 

100 

100 

+ + + + .. los fagos 1susN
7

sus
53

c red y lsusP80 c red . ut1l1 

zando 

(tipo 

uv 

>. 

o 
o 
o 
o 

25 

. 50 .. 

75 

100 

150 

25 

50 

75 

100 

lé50. 

25 

50 

75 
·. ioo 

150 

25 
. 

50 

,S5 
100· 

i50 

como célula hospedera a la cena AB 1157 

silvestre). 

Frecuencia de 
recombinaci6n 

( 10-3) 

9.2 

34.9 
i9~2 

27 .2 

23. 4 

35.0 
45·, o 
47.. 5 

42.0 

38.2 

69.2 

82.2 

98.7 

.. 124. o. 

49. 7. 

50.6 

.55. 5 

80. 5 .. 
84.6 

40;3 
. ' ·:42 ;1 

49.9 
93 .. 7 
57.6 

Desviación 
estándar 

( C1n- l) 

2.0 

5.1 

5,3 

9,3 

9.1 

14.o 
17.7 

13.2 

12.6 

11. 9 
23. 4 

25.0 

4i. 8 

22.0 

4.7 

5.2 

7,4 

12.7 

9.2 

5.1 

6.5 

14.6 

19.1 

ll.4 
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Grá~ica l. E~ecto de la radiación UV en la reco~binación 
+ + + + de las cepas ASusN

7
susN

53
c red y AS~sP80 c red , utilizando c~ 

mo célula hospedera a la cepa irradiada AB 1157 (tipo silves -

tre). En algunos casos la bacteria no ha sido irradiada (G¡)-­

--8 o se irradió a 50 J/m 2 (11·· ·····l!I), 70 J/m 2 (~-·-······ ~) 
o 100 J /m 2 ('V-~. Cada punto de ésta y de las siguientes 

gráficas representa el promedio de uor lo menos cuatro experi­

mentos. Mediante el método de la desviación estándar ( on-1) 

se eliminaron aquellos valores que estaban alejados de la me 

dia (X). 
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Grlfica 2. Efecto de la radiaci6n UV en la r~combinaci6n 
+ + + + .. de las cepas ÁsusN

7
susN

53
c red y ÁsusP 80 c red , utilizando CQ 

mo huésped a la cepa AB 1157 (tipo silvestre). El fac,o no se 

irradió (9 ·--9) o se irradió a 25 J/m2 (A------·-.ltJ, 
50 J/m

2 
(11· .. · · ··11), 75 J/m

2 (~·-·-·-·~). 100 J/m2 ('\J----\1> 
o 150 J 1m2 (G)--------G)). 



53. 

TABLA 2 Ef~rto dP la radiari6n UV en la recom~ina~i6n de 
+ + + + los fagos XsusN

7
susN

53
c rPd y XsusP

80
c red , 

utilizando como r&lula hospedera a la cepa AB 2463 

(recA-l 

Dosis de uv Frecue,ncia. de Desviación 
( J /m2} recombinaci6n estándar 

(1o-3) (O n-1 ) 

E col i >. 

o .O 9.i l. 7 
10 o 15,7 3,7 
50 o 13. 3 3.0 
70 o 14. o l. 3 

100 o 15. 9 5 ·º 
o 25 14. 8 2.0 
o 50 19. 8 4. 3 
o 75 34.2 2.8 
o 100 70. 4 6.1 
o 150 95.7 24.7 

10 25 33.5 8.3 
10 50 51. 6 8.5 
10 75 47.5 16.7 
10 100 91.8 32.8 
10 150 104.9 58.2 

50 25 37 •. 8 2.4 
50 50- -51,0 16; 5 
50 <.75 46,6 4.6 
50 ... :i::oo 56,5 6.5 
50 .·· .... ·.1'5A> 120.8 - 42;8 

.·.'?<¡~~.~.:·· ._· .. · 
"···;··>~ 

70 33.6 . 4. 6 ' 
70 42.0 .:3f:l 
70 .. :15, 58.6 4 ;.4 
70 100 55.2 '.5< 7 .. 

70 · :i;so 83,3 ·1.2 

100 25 26.4 2.4 
100 

-· ·50· -~42. 6 3.2 
100 75 5:L6 6.o 
100 100 --· .;.65_.5 1.2 
100 150 69.0 T;9 
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Gráfica 3. Efecto de la radiaci6n UV en la recombinación 

' N r• + + ' P + + ' ' de las cepas nsus 7 sus, 53 c red y •8US 80 c red , ut1l1zando ca 

mo huésped a la cepa AB 2463 (recA-). Las dosis de radiaci6n a 
2 . 2 

la bacteria fueron: O J/m (9 e, 10 J.1m CA.------AJ, 
50 J/.m 2 (111·······11111), 70 J/m 2 (~·-·-·-·~)o 100 ~T/m 2 CV--·-\J) 



o 
Cll 

.!? 

e 
-o 
ü 
o 
e 
:;:; 
E 
o 
u 
~ 10-2 

..., 
't:7 

o 
u 
e: 
ID 
:::1 
u 
ID .. 
u.. 

o 

"""­--
/~-------~ 

... --~----~ ;'3_,,_,__, ······~······· •·· .............. . 
/: 

... · ,,,. _______ ----&-----.!. ___ _ 
. I ---A 

. I 
: I 
I 

I 

• • 

10-5 '----''--~-'-~~~~..._~~~~L-~~~--1.~~~~~~~~~..._---'~~ 
o 10 25 50 75 100 150 

Dosis de rodlacldn UV a la bacteria (J/m2 ) 

Gráfica 4, Efecto de la radiación UV en la recombinación 
+ + + + de las cepas AsusN1 susN 53c red y ASURP 80 c red , utilizando co 

mo hu~sped a la cepa AB 246~ (recA-). Las dosis de radiación 

a.l fago fueron O J/r.1
2 <•----·, 25 J/m
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(Á--------A). 50 

J/m2 ( ........... ). 15 J/m2 (~·-·-·-·~), 100 Jlm 2 (\J. '\/) 
o 150 J /m 2 (G)-------- ()). 
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TABLA 3 Efecto de la radiaci6n UV en la recombinaci6n de 

los fagos AsusN
7

susN
53

c+red y lsusP 80 c+red-, uti­

lizando como célula hospedera a la cepa AB 1157 

(tipo silvestre). 

Dosis de uv Frecuencia de Desviaci6n 

(J/m2) recombinaci6n estándar 
(10-3) ( ªn-1) 

E co 1 i. ;¡. 

o o l. 5 0.5 
50 o 2.1 0.5 
70 o 2.8 o.8 

100 o 3.3 0.3 

o 25 4.9 1.2 
o 50 8.7 o.4 
o 75 5,6 o.8 
o 100 14.8 7,9 
o 150 13.3 2. 5 

50 25 5,2 0.7 
50 50 8.6 3.2 
50 75 12.4 3,4 
50 100 11. 2 5. 4 
50 150 15.6 5.1 

70 25 5.2 0.7 
70 50 9,3 2. 5 
70 75 12.4 2.7 
70 100 19.7 4.2 
70 150 14.7 3.5 

100 25 6.2 l. 2 
100 50 8.5 1.6 
100 75 11. 3 Ó.7 
100 100 11. 8 2.0 
100 150 16.3 4.6 
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Gráfica 5. Efecto de la radiación UV en la recombinaci6n 
+ + -de las cepas AsusN

7
susN

53
c red y AsusP 80 c red , utilizando 

como hu&sped a la cepa AB 1157 (tipo silvestre). Las dosis de 

radiación a la bacteria fueron : O J/m2 (9 O), 50 J/m2 

(11········1!2), 70 J/m2 (~·-·-·-·~)o 100 J/m 2 (\J- "\/). 
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Gráfica 6. Efecto de la radiación UV en la recombinación 

de las cepas ·AsusN
7

susN
53

c+red- y AsusP 80 c+red-, utilizando 

como huésped a la cepa AB 1157 (tipo silvestre). Las dosis de 

radiación al fago fueron : O J /m 2 (8 8), 25 J /m 2 

(¡.--------AJ, 50 J/m 2 '(11 ..... ···111), 75 J/rn2 (~-·-·-·-·.e-). 
100 J /m 2 ( ) , 100 J /rn 2 ('\/ '\lJ o 150 J /m 2 

<C>---------C)). 
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TABLA 4 E~ecto de la radiación UV en la recombinación de 
+ + - . los fagos AsusN

7
susN

53
c red y AsusP 80 c red uti-

lizando corno célula hospedera a la cepa AB 2463 

(recA-). 

Dosis de uv Frecuencia de Desviación 

(J/m2) recombinación estándar 
(10-3) ( 0 n-l) 

E. coli A 

o o 0.02 O.Ol 

10 o 0.034 o. 007 

50 o 0.057 0.024 

100 o o. 032 0.165 

o 25 0.024 0.005 

o 50 0.016 0,005 

o 75 0.024 0.007 

o 100 0.023 o. 013 

o 150 o. 023 0.015 

10 25 0.045 0.198 

10 50 0.025 0.012 

10 100 0.027 0.0183 

10 150 0.037 0.0187 

50 50 0.059 0.022 

50 150 0.046 0.018 

100 .25 0.027 0.0028 

lOO 50 0,030 0.0014 

100 75 0.036 0.049 

100 100 0.035 0.0028 

100 150 0.031 0.008 
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Gráfica 7, Efecto de la radiaci6n UV en la recombinaci6n 

de las cepas AsusN
1

susN
53

c+red- y AsusP 80c+red-, utilizando 

como huésped a la célula hospedera AB 2463 (recA-). Las dosis 
' 2 

de radiaci6n a la bacteria fueron : O J /m (•8-----18111~, 

10 J /m 2 (/A..--------A), 50 J /m 2 (1111· · · · · · · · ·111) o 100 J /m 2 

('\J---'f\¡) . 
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Gráfica B. Efecto de la radiaci6n UV en la recombinaci6n 
+ - + -de las cepas AsusN

7
susN

53
c red y ASusP 60 c red , utilizando 

como huésped a la bacteria AB 2463 (recA-).Las dosis de radia 

ci6n al fago fueron : O J /m 2 (8 0), 50 J /m
2 (11111· • • • • • ·11) 

o 150 J/m2 (() i). 
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cepa AB 11~7 y Q.1 x 10- 3 para la línea AB 2463 (tablas 1 y 

2). La situación es muy diferente cuando no está presente el 

sistema red del fago (gráficas 5 y 6, tabla 3), ya que en su 

ausencia la frecuencia de recombinación espontánea se reduce 

a 1.5 x 10- 3 pero cuando faltan los dos sistemas, red y rec 

(gráficas 7 y 8, tabla 4), la recomhinaci6n disminuye a 2.0 

X 10- 5 . 

Comparando los casos OB/UVÁ y UVB/UVÁ en la cepa recA-, 

es decir, aquellos en donde sólo se irradia al fago A o a la 

bacteria y al fago respectivamente, encontramos que hay dife 

rencias en la frecuencia de recombinación, las cuales son d~ 

pendientes de la dosis de radiación. A dosis bajas de radia-
2 ción, menores de 75 J/m , la recombinación es inferior en el 

caso OB/UVA que en el UVB/UVA; pero a dosis altas las fre -

cuencias de recombinación, en ambos casos, son parecidas 

(gráfica 3). 

Algo semejante a lo anterior sucede cuando comparamos 

la frecuencia de recombinaci6n para el caso OB/UVÁ, entre las 

cepas silvestre y recA-. Mientras que a dosis bajas, la fre 

cuencia es menor en las células recA-, a altas dosis dicha 

frecuencia es mayor que en el tipo silvestre (gráficas 1 y 3). 

En la AB 1157 y cuando los fagos carecen del sistema red 

(red-), las frecuencias de recombinaci6n, tanto la espontánea 

como la inducida, son siempre menores que cuando está presen­

te dicho gene (red+). A pesar de ello, la pendiente de la CUL 

va es mayor en red- que en red+ (comparar gráficas 1 y 5). En 

este caso (red-) también se observa que la frecuencia de re -
2 combinación del fago A a dosis altas, mayores de 75 J/m , es 

tan elevada que logra alcanzar a las frecuencias que se pre -

sentan cuando está activo el gene red (red+ a dosis bajas, 

gráficas 1 y 5). 

El ejemplo más drástico en cuanto a la reducci6n de la 

recom~inaci6n es el que se presenta cuando faltan, tanto el 

sistema rec (recA-) como el red (red-), aquí la frecuencia de 

recombinaci6n no aumenta al daHar más al ADN del (gráfica 7), 
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empero, sí se observan ligeros aumentos cuando se irradia uni 

camente a la bacteria (casos UVB/OA, grlfica 8) o a est~ y al 

fago (caso UVB/UVA, grlfica 7). 
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VI Discusión 

La radiación UV daña el ADN, del fago A. pero algunos de 

estos daños pueden ser reparados mediante sistemas enzimáticos 

que se encuentran en las células de E.col i a las que~parRéitan 

(Witkin, 1976). 

Como en las cepas tipo silvestre (AB 1157), se encuentran 

todos los sistemas de reparación conocidos, dichas bacterias 

son capaces de reparar con gran eficiencia el ADN irradiado 

del fago A. El incremento de la frecuencia de recombinación al 

irradiar unicamente al fago (ver gráficas 2, 4, 6 y 8, casos 

OB/UVA), se debe posiblemente a que, por la actuación de los 

sistemas constitutivos de reparación, se producen mayor canti­

dad de intercambios en el ADN del fago, con el objeto de repa­

rar las alteraciones, o huecos postreplicativos, producidos 

por las dosis crecientes de radiación ultravioleta (Howard­

Flanders ~al, 1968). 

El hecho de que la frecuencia de recombinación no aumente 

después de ciertas dosis de radiación ultravioleta, sugiere 

que los fenómenos de reparación recombinogénicos no pueden co­

rregir más alli de un ndmero de daños determinado, es decir, 

una vez que se rebasa cierto límite, los daños producidos po­

drán ser enmendados por otros sistemas de reparación, más no 

por recombinación (gráficas 1, 3 y 5). 
Aparentemente en la cepa AB 1157, el sistema de repara -

ción por recombinación no es saturable, por el hecho de que 

actuan otros sistemas de reparación. En este caso los procesos 

no recombinogénicos le quitan sustrato a los recombinogénicos 

y por lo tanto las frecuencias de recombinación observadas son 

el productb de la competencia de todos los mecanismos repara -

dores del ADN. Esto se puede inferir si se toman en cuenta los 

resultados obtenidos en la cepa AB 1886 (uvrA-). 

Como las bacterias uvrA son def{cientes en el mecanismo 

de excisión de los daños, el cual es un tipo de reparación no 

recombinogénica, la mayoría de su reparación se lleva a cabo 

por procesos de recombinación, por lo que en esta cepa la fre-
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cuencia de este fen6meno es mayor que en el tipo silvestre 

(datos no presentados). 

Es interesante la inducción de la recombinación del fago 

A, observada cuando se irradia unicamente al hospedero como se 

observa al comparar casos OB/OA contra UVB/OA, ya que sin daño 

aparente en el ADN del fago, se produce un número mayor de 

eventos de recombinación. Dicha inducción al irradiar a la bac 

teria se presenta cuando también se ha irradiado el ADN del f~ 

go como se ve al comparar el caso OB/UVA contra UVB/UVA. Aun -

que actualmente se están realizando varios experimentos en 

nuestro laboratorio para tratar de dilucidar la hipótesis co -

rrecta, pensamos que el aumento de la recombinación se debe a 

un incremento en la producción de PrecA. 

Tomando en cuenta el modelo de regulación propuesto por 

Howard-Flanders (1981) (ver incisio D de la introducción), 

cuando hay daffos en el ADN se induce una síntesis mayor de 

PrecA, además de otras proteínas, productos de los genes uvrC, 

uvrA, SfiA, etc. (Kenyon et al, 1982). Al haber mayor cantidad 

de PrecA disponible, es posible encontrar mayor recombinación 

entre las moléculas de ADN. Esto resulta lógico si considera -

mos los resultados obtenidos en la cepa silvestre, sin embargo 

en la cepa recA- también observamos un ligero aumento en la re 

combinación del fago, al irradiar unicamente a la bacteria. To 

mando en cuenta que el mutante recA no es un mutante por su -

presión, es probable que a pesar de que esta cepa tiene una a~ 

teración en el gene que codifica para la PrecA, dicho mutante 

conserva cierta actividad residual de la PrecA y por lo tanto 

puede estar sintetizando una proteína similar a la PrecA sil -

vestre, pero con algún defecto estructural que provoca una me­

nor actividad que la PrecA normal. 

Otra explicación para este incremento de la recombinación 

en la cepa recA es la de que el gene recF se induce como res 

puesta a la radiación ultravioleta, independientemente del sis 

tema SOS y del gene recA. Esta autonomía del gene recF está 

sustentada en el hecho de que el doble mutante recA recF es 
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más sensible que los mutantes sencillos por separado, por lo 

que si es probable que el gene recF esté involucrado en una 

vía metabólica distinta de la del gene recA. 

Aunque actualmente no podamos descartar ninguna de las 

dos alternativas propuestas, la primera de el~as 'nos parece 

la más adecuada, ya que tiene mayor apoyo experimental en 

nuestro laboratorio y se adapta mejor al modelo de regulación 

rec-lex. 

El gene red del fago no está involucrado de manera nota­

ble en esta inducción de la recombinación, ya que el fenómeno 

se observa aunque falte dicho gene. Si acaso la ausencia del 

gene red disminuye la recombinación generalizada del fago A, 

pe~o no interfiere con la respuesta celular inducida por la 

radiación. 

La recombinación espontánea del fago depende principalme~ 

te del sistema red, pero cuando falta dicho sistema, el gene 

recA puede sustituirlo, aunque con menor eficiencia. Posible 

mente esto se debe a que el ADN del fago, por su configuración 

tamaño o estructura, es menos accesible a las enzimas bacteria 

nas. De hecho es de esperarse mayor eficiencia del gene del 

bacteriófago, que del gene bacteriano, en la recombinación de 

Se observa además que en el caso de la recombinación es -

pontánea hay una interacción de los sistemas rec y red ya que, 

si falta red, la recombinación disminuye 6 veces pero si fal 

tan los dos sistemas la recombinación se reduce 455 veces. 

Cuando falta solamente el sistema rec la frecuencia de r~ 

combinación es muy semejante a cuando están presentes los dos 

sistemas, de los que se deduce, como ya se expresó anteriorme~ 

te, que la recombinación espontánea P.l fago depende en mayor 

grado del gene red que del gene rec. 

Es de esperarse que a pesar de que el gene int es otro g~ 

ne del fago que interviene en la recombinación, la presencia 

de este gene no afecta nueatros resultados, ya que 6nicamente 

participa en la recombinación integrativa (Campbell, 1971). 



la recombinaci6n del fago es el resultado de la competen­

cia entre los sistemas red y rec, los cuales están íntimamente 

relacionados, es decir, desde el punto de vista general ambos 

están involucrados en la recombinación inducida, aunque parti 

cularmente su especificidad es diferente. Cuando falta uno de 

los dos el otro puede suplirlo, pero en este caso el sistems 

presente manifiesta más actividad, por falta de rivalidad, que 

cuando está acornpafiado. Lo anterior se hace aparente porque se 

nota un incremento mayor en la recombinaci6n del fago, cuando 

está presente un solo sistema de recombinaci6n, independiente 

de que sea el del fago o el de la bacteria. 

Cuando faltan los dos sistemas se observa la hipotética 

actividad residual de PrecA, no obstante las frecuen~ias de r~ 

combinación espontánea e inducida son sumamente bajas, y que 

además, esta última no aumenta con la dosis. 
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VII Conclusiones 

1.- Como resultado de la actuación de la reparación recombi­

nogénica, la frecuencia de recombinación del fago A au 

menta mientras más se daña su ADN con un agente inacti -

vante como la radiación UV. 

2.- La recombinación del fago X es consecuencia de la inter­

acción entre los sistemas red del bacteriófago y rec de 

la bacteria. 

3.- Cuando están presentes estos dos sistemas, red lleva a 

cabo la mayor parte de la recombinación, tanto espontá 

nea como inducida por radiación UV. 

4.- Aunque el sistema rec es menos eficiente que el red, am­

bos mecanismos pueden substituirse entre sí. 

5.- Se propone que el incremento en la recombinación, obseL 

vado al irradiar unicamente a la bacteria tipo silvestre 

(caso UVB/OX), se debe a una síntesis mayor de proteína 

recA involucrada en la reparación del ADN. 

6.- Se postula una cierta actividad residual para la proteína 

recA en las cepas recA Dicha actividad explicaría la re 

combinación inducida al irradiar a la bacteria, cuando el 

ADN del fago ha sido irradiado o no. 
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