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I Introduccidn

A Estructura y funcidn del ADN.

La informacidn que determina las caracteristicas de los
seres vivos, es transmitide de generacidn en generacién por
las moléculas de fcido desoxirribonucleico {ADN). La molécu-
la de ADN estd constituida generalmente por dos largsas cade-
nas de polinuclebtidos entrelazedas en forma de una doble hé
lice, el diémetro de la misma es de 20 A (Watson, 197Lk). Un
nuclebétido estd constituido de una base nitrogenada, un resi
duo de desoxirribosa y un grupo fosfato. Las bandas son cade
nas de moléculas de azficar, unidas entre si por los grupos
fosfato, los cuales forman una esitructura muy regular denomi-
nada esqueleto. A partir de este esqueleto se proyectan las ba
ses nitrogenadas que pueden ser purinas : adenina {(A) y guani-
ne. {(G) o pirimidinas : citosina (C) y timina (T). El1 orden de
los residuos de las purinas y pirimidinas en las cadenas es
muy irregular y varia en las diferentes moléculas de ADN.

Las cuatro bases son relativamente insolubles en agua y
tienden & acomodarse sobre si mismas perpendicularmente a la
direccidén del eje helicoidal. Las bases de una banda se enla-
zan con las de la otra por medio de puentes de hidrdgeno parsa
formar la doble hélice de ADN. Tales bases son complementarias,
esto significa que la adenina de una banda se aparea sélo con
la timina de la otra y la guanina Gnicamente con la citosina.
A diferencia de lasz relaciones A/T y G/C gue son 1 a 1 pare s8
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 estereoquimica de la formacidén de pares
de bases, es la orientacidn de las cadenas de polinucleétidosA
en direcciones opuestas,

Como resultado de la complementuridad de las bases, cada
banda es un molde de la otra. Dicha complementacidén es la base
para la duplicacién del ADN, su expresidn en la sintesis de

proteinas y su recombinacidn.



1 Duplicacidu del ADN.

En la duplicacidn del”ADN se seperan las bandas de este
dcido y se uneun los nucledtidos complementarios a cada une de
las cadenas libres. Las principales enzimas implicadas en este
procesoc son las polimerasas, requeridas para la iniciacién y
crecimiento de la cadena. Estas enzimas necesitan de una bands
de ADN, la cual actfia como molde, un iniciador que es una pie-
za de polinucledtido apareadsa al molde, asi como de nucleésidos
trifosfatados, los cuales serén unidos por medio de enlaces
fosfodiester en direccidn 3'-5'. Finalmente, la accién de una
ligasa d4 la continuidad covalente & la nueva cadena (Watson,
197L).

2 Sintesis de proteinas.

La informecifn hereditaria para la sintesis de cualquier
proteina, estd 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 coddn y cadeae
uno de ellos codifice para ceda uno de los aminodcidos gue
constituyen la cadena polipeptidica, Para formar una proteinsa,
un gene estructural dirige la maquinaria celular ensamblando
cientos de aminofcidos en una secuencis lineal determinada. En
un primer paso llamado transcripecidn, interviene otro tiro de
dcido nucléico, el dcido ribonucléico mensajero (ARNm). Dicho
ARNm se forma a partir de un molde de ADN, por lo gue su secuen
cia de nucledtidos en complementaria a la del ADN. Existen dos
tipos mids de ARN, el ARN ribosomal y el ARN de transferencia,
los cuales son construides de la misma menera. En el siguiente
paso, la traduccidén del mensaje, la mctuacidn de estas distin -
tas clases de ARN logra la sintesis de las mol&culas complejas
llemadas proteinas (Watson, 1974).

No todo el ADN de un organismo determinado tiene estea fun
cidn codificadora. Existen segmentos de bases situadas al lado
de los genes estructurales que controlan su expresidn, dentro
de estas regiones tenemos & los promotores y a los operadores.

A log primeros se une la enzima ARN polimerasa, la cual se deg



plsza a lo largo de ellos, iniciéndose asi la transcripcién

desde un punte anterior al comienzo del gene estructural. Al
final del gene estructural hay tripletes sin sentido que sc-

tian como sefial pare terminar la transcripcidn. Los operadores

son regiones a las cuales se pueden unir, directa o indirecta-
mente, clertas protefnas llamadas represores, Por ejemplo, =
una secuencia operadore se puede unir una proteina represorsa
producte de un gene regulador especifico, por lo tanto, la pre-
sencia de este represor impide la transcripcién del gene es-
tructural en determinadas circunstancias (Watson, 1974).

3 BRecombinacidn

8i consideramos {inicamente la estructura del ADN,

mar en cuenta a la proteinma recAh,

sin to-
la cual es la mids importante

en la recombinacidn y cuya actuacidn se describirid posterior-~
mente, nos percataremos gque la recombinacidén es posible, al
igual que la duplicacidn y la transeceripecién, gracias a dicha
estructura.

En la recombinacidn dos moléculas de ADN con regiones ho-~
mbélogas se unen para despufés intercambiarse, originando asi
nuevas combinaciones de genes. Recientemente se ha avanzado mu
cho en la comprensifn de este proceso, lo cual se ha logrado

con el estudio, tanto de algunas propiedades fisicoguimicas del

ADN, como de cepas de microorganismos deficientes en proteinas

que intervienen en la recombinacidén, asi como también del ais-

lamiento y caracterizacidén de estas proteinas
tter, 1982).

(Dressler y Po-

Veamos primero las caracteristicas estructurales del ADN

relacionadas con la recombinacidn genética. Como se menciond

inicialmente, los enlaces por puente de hidrSgeno son las fuer
zas que mantienen la estructura de doble hé&lice en el ADN, pe-
ro debido a gue estos son relativamente débiles se dan fendme-
nos como la desnaturalizacidn, renaturalizaciédn, migracidn de
bandes y superenrollamiento. De estos procesos el {ltimo es una
faceta importante en la duplicacidn, transcripcidén, reparacidn
¥y recombinacién del ADHN.



Bl superenrollamiento puede ser comprendido de la siguien
te fofma : 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 configuracién B. Si
el ADN estd en la forma de circulos cerrados y tiene el mismo
giro de hélice como en la configuracién B, se dice gque este es
td relajado. Pero si las dos bandas estén entretejidas menos
veces que en el circulo relajado, el ADN disminuye su aleja -
miento de la configuracidn B, favorecida energéticamente, en-
rolladndose alrededor de su eje.

La energia mecénica producto de la torsidn, almacenada en
el ADN superenrollado, ejerce une persistente fuerza de torsidn
que tiende a desenrollar regiones locales de 1la doble hélice
de ADN. De esta manera el superenrollamiento Tacilita los proce
sos que ocasionan desenrollamiento de 1la hélice, por ejemplo,
las horguetas de duplicacidn durante la transcripeidn y las
reacciones de transferencia de bandas implicadas en la recombi
nacidn del ADN (Fisher, 1981).

Otras estructuras del ADN implicadas en la recombinacién
y reparacidén de dafios causados al mismo, son el ADN con une
banda cortada y el ADN con huecos en una de las bandas (Rupp ¥y
Howard-Flanders, 1968). '

4 Consideraciones evolutivas de la recombinacién.

La recombinacidn genética origina nuevas combinaciones de
genes, lo que resulta en una mayor variabilided para los orgsa-
nismos, dicha variabilidad es importante en la evolucifn ya gue
sobre esta opera la seleccifn natural. Ahora bien, si compara-
mos a la recombinacién con otra fuente de variacidn como lo es
la mutacidn, .es decir un cambio en la secuencia nucleotidica
del ADN, nos daremos cuenta que aunque la mutacién es finalmen
te el origen de dicha variacidn, esta es de pocas consecuencias
evolutivas inmediatas, debido & que dichas mutaciones deben
ser "enjuiciadas" por la seleccidn natural y sdlo hasta enton-
ces podrédn formar parte de la composicidén genética de las po

blaciones. Ademéds, las mutaciones esponténeas son muy raras cQ



mo para explicar la variabilidad observeda, sobre todo en or-
ganismos diploides. En cambio la recombinacidn es més importan
te como fuente de-variamcidén, porgue produce un nfimero enorme
de combinaciones, afin con una cantidaed pequeila de genes (Mayr,
1977).

Otro papel no menos importante de la recombinacidn genéti
ca reside en su capacidad de reparar cierto tipo de dafios pro
ducidos en el ADN.

B Dafios al ADN.

El ADN en los seres vivos estéd expuesto, de manera natu~
ral o artificial, a agentes fisicos, gquimicos ¥y afin bioldgicos
que le provocan alteraciones en su estructura, ya sea de una
nanera directa o indirecta. Este dafioc es responsable de la ma-
yoria de la mutagénesis y de parte de la letalidad observada.
En vista de gue estas alteraciones son mutagénicas y carcinogé
nicas {(Ames et al, 1973; Ames et al, 1975; McCann et al, 1975),
se puede apreciar la importancia del estudio de los mecanismos
de reparacidén de estos dafios.

Se entiende por daefio a cuaslguier modificacidn al ADN que
altere sus propiedades codificadoras o su funcionamiento nor-
mal en la duplicacidn o la transcripecién (Hanawalt et al, 19-
T9). En ls elucidacidén del papel de los procesos de reparacidn
en la viabilidad celular y en la mutagénesis, es muy importan-
te el estudio de lesiones'especificas del ADN, ya que la es-
tructura guimica de los dafios, as{ como su distribucién y abun
dancia en el genoma, determinan el mode de précesarios. Menos
informativo es el estudio de los agentes que defian al ADN ineg
pecificamente, puestoc gue inducen un amplio espectro de‘lesio—
nes {Cerutti, 1978). N h ‘

Los daflos méds comunmente estudiados son :

1 Bases ausentes, incorrectas o alteradas.,
a) Ausencia de bases .
La pérdida de bases puede ocurrir espontfineamente, por ra

diaciones ultravieoleta (UV) o ionizantes y por alguilacién.
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b Bases incorrectas.

Durante la duplicacién del ADN.puede ocurrir una incorpo-
racidn errénece de baeses. Por ejemplo, se puede presentar la in
troduccidén de uracilo en lugar de timina (Tye et al, 1978). El
apareamiento erréneo en el ADN puede deberse también a la desa
minacidén de la citosina, adenina y guanina lo cual produce uras
cilo, hipoxantina y xantina respectivamente {Hanawalt et al,
1979).

Las lesiones mencionadas son modificaciones sutiles de la
estructura de las bases del ADN, las cuales causan incorpora-
cién de forma errdnea de la base complementaria por las ADN po
limerasas (Boiteaux et al, 1978). y causan mutaciones de mane-
ra directa (Radman et al, 1979).

¢ DBases alteradas

Las bases nitrogenadas estan sujetas a una amplia varie-
dad de adiciones que alteran la estructura del ADN, algunas de
estas constituyen un dafio, como los dimeros de pirimidina y
ciertas alquilaciones, mientras gue otras representan un proce
samiento normal en el ADN y pueden tener funciones bioldgicas
importantes. Entre estas alteraciones de bases con importancia
bioldégica tenemos a las alquilaciones, principalmente metila-
ciones ( Hanawalt et al, 1979).

2 Enlaces cruzados entre las bandas,

Cuando el ADN se expone a compuestos quimicos como mitomi
¢cina C, 4Acido nitroso y varios derivados del platino, las ban-—
das complementarias se enlezan de manera cruzads covalentemen-
te (Hanawalt et al, 1979; Bernstein, 1981). En el ADN del fago
lambda este tipo de dafios puede repararse por excisidn {Ra-
dding, 1978).

En general los mutégenos mencionados en el inciso c y en
el punto 2, producen alteraciones grandes en el ADN y pueden
interferir con su duplicacidn, tales mutédgenos actfian 1indiregc
tamente, ya gue dichas lesiones inducen un mecanismo de repara

cidn mutagénico (Redman et al, 1979).



3 rompimientos de bandas.

El daflo ocasionado por 1la radiapién'ionizante, incluye di
ferentes tipos de rompimientos que afectan a una o a las dos
bandas del ADN (Hanawalt et al, 1979). Se conoce menos de es=~
tas lesiones que acerca de los dimeros de pirimidina produci-
dos por radiscidn UV. Una razdn es la tendencia de estos agen
tes, especialmente las radiacicnes ionizantes, a producir mu-
chos tipos de lesiones en el ADN, ademés del rompimiento de
las bandas (Hutchinson, 1978)}.

C Mecanismos de reparacifn.

E1l ADN no sd6lo interviene en procesos tales como la dupli
cacidn, transcripeidn y recombinacidén, también particips en
los mecanismos capaces de reparar las lesiomes gue producen
los diversos agentes fisicos y/o quimicos presentes en el me
dio ambiente. Dichos mecanismos se encargan de mantener la
estructura del ADN lo mds exacto posible para que éste efec~
tlle sus funciones normalmente. Hasta el momento se han iden-~
tificado cuatro mecanismos implicados en 1la reparacidén de los
dimeros de pirimidina : fotorreactivacidn, excisién, recombi
nacidn y S80S,

1 Fotorreactivacién.

La fotorreactivacidn enzimética se caracteriza por sus
constituyentes y por su accidn. Bl papel principal es llevado
a cabo por la enzima fotorreactivante PRE (Muhammed, 1966 ;
Sutherland et al, 1973), cuysa manera de actuar es Gnica. La en
zima PRE se une a regiones de ADN con dimeros de pirimidina
(Setlow y Carrier, 1966), el complelo formedo absorbe la luz
fotorreactivante, rompe los dimeros y produce dos mondmeros de
piriridina (Setlow y Boling, 1965). EL resultsdo final es la
reparacidn del ADN y la consiguiente restaurscién de su inte -
gridad biolégica. Esta enzima posee tres niveles de especifi -
cidad : lo. longitud y tipo de &cido nucléico, 20. dimeros de
pirimidina ciclobutil cis~syn y 30. fotones fotarreactivantes
de longitud de onds de 300 nm a 600 nm. En cuanto & ls estruc -

tura de dicha enzima, es posible que haya heterogeneidad entre



los diferentes organismos que la poseen (Sutherland, 1978).

En la determinacidn de los dafios producidos por radiacibdn
UV en sistemas de procariontes o eucariontes, es de gran utili
dad préctica el hecho de que las enzimas fotorreactivantes
sean especificas pera reparar los dimeros de pirimidina, produ
cidos por este tipo de radiacidén (Helene, 1978).

2 Excisidn.

En la obscuridad operan mecenismos diferentes a la foto-
rreactivacidn, uno de ellos y tal vez el més importante es la
reparacidén por excisidén (Setlow y Carrier, 1964; Boyce y Ho-
ward-Flanders, 19¢4),

El primer paso en este tipo de reparacidn es el reconoci-
miento de lz distorsidn de la doble helice de ADN por la endo-
nucleasa uvrAB. Las proteinas uvri (Sancar et al, 1981c; See-
berg y Steinum, 19832) y uvrB (Sancar et al, 1981a), se unen al
sitio dafiado y posteriormente, tal vez con la ayuda de la pro-
teina uvrC (Sancar et z2l, 1%81b; Yoakum y Grossman, 1981), ha-
cen una incisidn en el enlace fosfodiester, en un sitio cerca-
no al extremo 5' del dimero. En presencia de uvrC (Howard-Flan
ders y Theriot, 1966; Howard-Flanders, 1981), la ADN polimera-
sa I (Cooper y Hanawalt, 1972b; Shimizu et al, 1981) elimine
un segmento de 20 a 30 nucledtidos mediante una accidn exonu-
cleasa, comenzando en el extremo 5' en el cual estd contenido
el dimero de timina. Después, la ADN polimerasa I con su acti-
vidad de polimerasa ¥y mediante un mecanismo progresivo (Matson
y Bambara, 1981) v4 resintetizando, a partir del extremo 3',
los nucledtidos gque van siendo eliminedos. Para efectuar la taz
rea anterior la polimerasa utiliza la banda opuesta como molde,
con lo cual, en principio, hay un reemplazamiento exacto de los
nucledtidos perdidos. Por {ltimo 1a ADN-ligasa une el extremo
libre del fragmento recién sintetizado con el resto de la cade
na. '

Este mecanismo de reparacidn incrementa su eficiencia
cuando se bloguea temporalmentr la duplicecidn del ADN (Radman

y Errera, 1970). S5e han observado diferencias en el tamanfio del

.



parche reparado por excisién (Cooper y Hanawalt, 1972a), la ma
yoria de las lesiones son reparadas por parches cortos, segin
el mecanismo ya descrito, mientras que otros daflos son repara -
dos por parches mucho mds largos mediante un proceso gue re -
quiere del genotipo recA+ (Cooper y Hanawalt, 1972Db).

Aunque la reparacién por excisidn parecia totalmente cons
titutiva (Seebverg, 1978), recientemente se ha demostrado gue 1la
ruta denominada de parche largo, es un proceso inducido por da
fio al ADN y regulado por los genes recA y lexA (Kenyon y Wal -
ker, 1980; Fogliano y Schendel, 1981; Cooper, 1982), de una ma
nera gue se explicaré posteriormente. En la excisién de parche
largo también interviene la ADN volimerase I aungque tal vez de
una forma modificada (Cocoper, 1982). Los parches son eproxima -
damente de 1,500 nucledtidos de longitud en el 75 % de los ca -
sos y cerca del 1% de los parches reparados son de alrededor
de 9,000 nucledtidos. No se conocen con exactitud 1os factores
que determinan el luger de insercidén de un parche largo, pero
los datos obtenidos denotan un papel especialifado para esta
ruta de excisidn.

A partir del descubrimiento de la enzima ADN N-.glicosila -
sg gque corta los dimeros de pirimidina en su enlace glicosfli -
co {(Haseltine et al, 1980), el esquema de la reparacidn por
exclsidn de nucledtidos se ha modificado de aliguns maners (Leg
man, 1980). Dicha enzima se 8isld de Micrococcus Jluteus y se
demostrd que es especifica para ADN con dimeros de pirimidina.

La ADN N-glicosilasa no corta el enlace fosfodiester, en
lugar de ello, primero rompe el enlace N-glicosilico entre el
extremo 5' de la pirimidina del dimero y el azficar correspon -
diente, después corta el enlace fosfodiester entre el sitio
apirimidinico (AP) resultunte y el extremo 3' de l1la pirimidina
del dimero (Haseltine et al, 1980).

An no estd bien establecido si la funcidén glicosilasa
tiene también una actividad AP endonucleasa o si las dos acti -
vidades pueden separarse. Actualmente se estédn realizgndo estu

dios en células humanas y de Escherichia coli, para tretar de
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dilucidar las diferencias entre excisidn de bases y excisidn .
de nuclebdtidos {Lehman, 1980).
3 Reparacién por recombinacidn.

Los dimeros de pirimidina que no son elimirnados ni por fo
torreactivacién ni por execisién, retardaen la duplicacidn del
ADN por wvarios segundos, antes que la sintesis normal pueda
continuar en un punto posterior al dimero (Ripp y Howard-Flan-
ders, 1968). Lo anterior da por resultado un hueco en la bande
hija o hueco postduplicativo (Howard-Flanders et al, 1968 :
Rupp et al, 1971)}. de alrededor de 1,000 nucledtidos de largo
(lyer y BRupp, 1971).

A pesar de estzs lesiones secundarias causadas por UV, se
observa supervivencia celular. Como el sistema de repasra~idn
por excisidn reguiere una caedenz complementaria intacta, dicho
mecanismo no puede 2xplicar tal supervivencia puestc gue una
banda tiene un dimero y la otrea un hueco, la reparacidn por
tanto debe realizerse por un proceso difereute. Este nuevo me-
canismo fvé Aenomiredo reparacidén postduplicativae (Rupp y Ho-
ward-Flanders, 1368} o reparacidn por recombinacién y su reco-
nocimiento se inicid con el aislamiento de cepas de E. coli de
ficientes en la recombinacidn (Clark y Margulies, 1965), atri-
buyéndose esto a una mutacidn en el gene bautizado como rech.
Se encontrd ademf8s gue estas cdlulas mutantes eran mucho més
sensibles a los efesctos letales de 1la luz UV gue sus cepas pa-
rentales, infiriéndose gue la mutacidn afectaba la capacidad
de las células irradiadas para reparar el fotodafio al ADN. Es~
te hecho apoyaba una sugerencia anterior {Howard-Flanders y
Boycé, 1964} acerca de gque ciertas enzimas podrian estar impli
cadas, tanto en la recombinacidén genética como en la reparacibén
de los dafios después de irradiacién.

Para confirmar lo anterior se realizaron una serie de ex-
perimentos, en unc de ellos se compardé la sensibiiided a radias
cidn UV de cepams uvrA~ (deficientes en excisién) o recA” con
la sensibilidad mostrada por los dobles mutantes (uvrA~ recA” ),

encontréandose que estos {1ltimos eran muchas veces mAs sensibles
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a la iuz UV, que las cepas portadoras de una sola de estas mu-
taciones (Howard-Flanders y Boyce, 1966). E1l criterio usado ge
neralmente para inferir las mltiples rutas de reparacidn del
ADN, es el de que si un dohle'mutante, cuyas mutaciones no es-
tdn relacionadas, presenta un aumento en la sensibilidad a ra-
diacidén UV mayor gue el mostrado por cada mutante por separado,
entonces se consideran estes mutaciones como deficientes en
dos rutas de reparacién diferentes {Bernstein, 1981); por 1lo
tanto, era claro gque en uvrA~ rechA esteban implicados dos sis
temas distintos de reparacidn.

El siguiente paso fué el de tratar de determinar el modo
de accidn del sistema de reparacidn postduplicativo. Mediante
experimentces en gradientes de sedimentacién en CsCl e incorpo-
racidén de radioisdtopos en cepas uvr recA+, se encontré gque
las bandas hijJas de ADN sintetizadas después de irradiacidn UV
son de bajo peso molecular, lo cual llevd a pensar que este
ADN poseia regiones de una banda o huecos postduplicativos
(Howard-Flanders et al, 1968; Howard-Flanders et al, 1975;

Lin y Howard-Flanders, 1976). Tomando en cuenta gue el nimero
de dichos huecos o interrupciones en 1la bahda hija, es simi-
lar al de dimeros de pirimidine en un= longitud equivalente
del ADN parental (Rupp y Howerd-Flanders, 1968), se pensd gue
.estos huecos se encuentran enfrente de cada dimero de pirimi-
dine. ‘

Por otro lado, si las célules irradiadaes se incuban,la t8
sa de sedimentsascidén del ADN aumenta, sugiriendo gue los espa-
cios en las bandas hijas son 1lenados'por intercambios con las
moléculas hermanas de ADN de doble banda. Es evidente que la
informacidén que falta en el hueco postduplicativo de uno de los
ADN dobles, estd intacta en el ADN doble hermano.

Posteriormente se demostrd (Rupp et al, 1971) 1a existen-
cia de intercambios entre los ADN hermanos de doble banda, ocu
rriendo uno de é&stos por aproximadamente el mismo niimero de

huecos.

La reparacidn postduplicativa complementa a la reparzcién



por excisidén (Rupp y Howard-Flanders, 1968; Radman et =1,1970)
por gue si el aparato duplicative pasa un diﬁero'no escihdido,
entonces la informacidn perdida en la banda.ﬁija, que constitu-
ye un hueco, es luego reemplazadas mediante la recombinacidn ge
nética. A su vez la reparacifn por excisién ya puede eliminar
el dimero que queda en la banda parental (Howard-Flanders, 1981)
Recientemente ya se puede hablar de un modelo coherente de
recombinacidén genética (Dressler y Potter, 1982). En los Gltimos
tres afios se han podido fusionar datos provenientes de experi-
mentos de genética clédsica en hongos del andlisis de las estruc
turas intermediarias del ADN en la recombinacién, recuperadas
de cepas tipo silvestre y del estudio de enzimas producidas por
genes implicados en lea recombinacidn genética en E. coli, espe
cialmente la protelina recA.

El modelo de Holliday (196h) para la recombinacidn genéti-
ca generalizada, ha servido de idea unificadora en este campo,
sobre todo por la estructura intermediaria propuesta. Segin d1i-
cha estructura los dos cromosomas recombinantes son mantenides
juntos covalentemente en una regién de homologia, mediante una
conexién de entrecruzamiento, formada por el intercambio reeci-
proco de dos de las cuatro bandas de las moléculas de ADN par-
ticipantes. A pesar de que el modeloc ha tenido que sufrir cier
tos cambics adecuados, continda manteniéndose como el interme-
diario teérico preferido.

La evidencia fisica que comprobd el modelo de Holliday no
provino de estudios en eucariontes, sobre los cuales tuvo suk
bases genéticas, sino de sistemas en procariontes; basicamente
en experimentos bajo la influencie del sistema de recombinacidn
de E. coli,y usando virus tales como S513,6X174 y ademds de plés
midos comoe colEl., Teniendo en cuenta la estructura intermedia-
ria de Holliday en la recombinacidén, asi como el hecho de que
el ADN de estos organismos es circular, se esperarfia gue la mo-
lécula recombinante tuviera figura de 8 y efectivamente, estas
son las gque se han observado al microscopio electrdnico en dife

rentes virus {Potter y Dressler, 1976; Benbow et al, 1975). Se
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usaron enzimas de restriecidn, con el objeto de descartar las
alternativas de que estas estructuras con forma de 8 resultaran
de cireulos monoméricos entrelazados o de un circulo 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 inico, generando moléculas lineales del
tamafio de un genoma completo, de la cual se obtienen estructu-
ras con la forma de la letra X (ji), esto indica que los circu
los estaban conectados covalentemente en una regidn de homolo-
gia.

Por otro lado las moléculas en forma de ji sbdlo se recu-
peran en células hospederas tipa silvestre o recBC, pero no en
recA” que son deficientes en recombinacidn, lo que confirma
gue dichas estructuras estin {mplicadas en la recombinacidn ge
nética {Kolodner, 1980; Potter y Dressler, 1976).

Al contrario de la evidencia fisica que apoya la existen
cia del intermediario en el modelo de Holliday, no existe nin-
guna pruedba que indigue cuales son los eventos precisos que
ccurren 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 iniciacidn,
estos tratan de adaptar los nuevos datos genéticos obtenidos en
trabajos con hongos.

Pasando & otro nivel, los estudios enzimoldgicos han con
tribuido a una comprensidn méds especifica de las enzimas impli
cadas, y su secuencia, en el proceso de intercambio de informa
cidn genética. El método gue ha dado mayores resultados es el
de purificar el producto de los genes implicados o relacionados
con la recombinacidn y estudiar sus propiedades. El objetivo es
encontrar una reacciﬁh parcial que puede ser efectiuada por una
proteina aislada, después se intenta relacionar esta activided
con el proceso completo de la recombinacién (Dressler y Potter,
1982). De esta manera se ha encontrzdo que las proteinas rech,
recB, SSB (unidn a una banda simple) y la ADN topoisomerasa I

son muy importantes en la recombinacidn genética generalizada,
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Posteriormente se describird de manera amplia el papel de la
proteina recA.

L Reparacidn 508

El gene recA de Escherichia coli, ademéds de intervenir
en la reparacién por recombinacidén, estéd implicado en otras ru
tas de reparacidén, también postduplicativas (Witkin, 1976; Ga-
nesan y Seawell, 1975; Sedgwick, 1975; Sedgwick y Bridges, 19-
Thy Youngs y Smith, L9T76). Se desprende de lo anterior que el
fenotipo de los mutantes recA es altamente pleiotrépico y care
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 radiacién UV.

Los mutantes recA” lexA reparan eficientemente su ADN
por medio de la excisidn y la fotorreactivacidn pero por su -
puesto, no pueden realizar las rutas de reparacidn que necesi-
tan los productos de estos genes, las cuales son propensas 8
error y responsgables de la mutabilidad por radiacién UV (Briad-
ges, 1969},

Con bpase en lo anterior se postuld la existencia de dos
rutas diferentes de reparacidn postduplicativa, una recombino-
¢énica, libre de errores e independiente de lexA y otra propen
sa a error y dependiente de lexA (Bridges et al , 1967).

Una primera hipdtesis para explicar este hecho, proponia
que la reparacidn por }ecombinacién es exacta y que el mecanis
mo dependiente de lexA se debia a la actividad de wuna ADN poli
merasa propensa a error, capaz de insertar nucledtidos en los
huecos postduplicativos sin dinstrucciones del molde y con una
alta probabilidad de error. Otra hipbtesis proponia que la mu —
tagénesis por radiacidn UV podia deberse a errores en una rute
de reparacidn de recombinacién, dependiente de lexA, sin embar
go, cada vez se dan méAs pruebas que excluyen esta posibilidad
{Bridges y Mottershead, 1971).

Por otro lado se ha demostrado que esta actividad repars
dora del ADN propensa a error,6 es inducida en 'E. coli como res

puesta a la raediacidédn UV u otros tretamientos mutagénicos. Pa-
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ra llegar a esta conclusidn se utilizdéd mucho la Hip&tesis de
la reparacidén 808, 1s cual es un fundamento tedrico unifica-
dor de vearias investigeciones biolbdgicas y biogquimicsas.

Una de las primeras observacinnes gue contribuyercn a
la hipdtesis SOS fué 1a demostrecidén por Lwoff y colaborado-
res {Lwoff et al, 1950), de que la radiacidn UV provoca la in
duccidn de las bacterias lisogénicas, c&lulas gue slojan en
s ADN el cromosoma de un fago. Otros agentes inhibidores de
la duplicacidn dél ADN, como la radiscidédn U¥, tambien provo -
can induccidn del profage 3 (Witkin, 1976),

Otra observacidén importante Tué el hallazgoe de Weigle
(1953) de que la exposicibn de upna poblacidén de cé&lulas de E.
¢celi a una dosis baja de radiacidn UV, antes de infectarla;
produce un aumento en la supervivencia del fago i, dafiado a
su vez con radiacién UV. Ademés estas exposicidn previa se re
gquiere para promover un alto nivel en la mutagénesis del fa-
go. A este Tenbémeno se le ha denominado reactivacidn por ra-
diacidn UV o reactivecidn W (Witkin, 1976).

En estﬁdios posteriores (Radman y Devoret, 19T71; Defais
et al, 1971y Crillet-Fauquet y Defais, 1972) se encontrd que
era necesaria la presencia de los genes rech y lexA, asi co-
mo la sintesis de proteinas para que se lleven a cabo proce-—
sos tales como la reactivacidn por radiacidn UV, mutagénesis
por radiescidn UV e induccibn del bacteridfago A. Esto 1llevd
a proponer que existen rutas comunes en estos tres fTendmenos
y ademias de que una o mhs funciones bacterianas son inducidas
por la radiacidén UV.

Finalmente fue desarrollada por Radmen (197k4) la hipSte
sis de la S05, segfin la cual las c&lulas de E. coli poseen un
sistema de reparmcidbn del ADN propensc a error, el cual requie
re de varias funciones genéticas, principalmente de los genes
rec y lex, asi como de la sintesis de proteinas (Radman, 197k;
Radman, 1975). BajJo condiciones fisioldgicas normales este sis
tema reparador se encuentra reprimido, pero puede ser inducido

por radiacién UV u otros agentes que tambiédu dafien al ADN o in
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terrumpan su sintesis. Tales tratamientos al ADN generan una
sefal inductofa, la sefial S0S, 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 cowv una separacidn de mil
bases (Hutchinson y Stein, 1981). Dichas estructuras no podrian
ser reparadas, en principio, por ningdn tipo de reparacidn por
recombinacidn, tampoco serian arregladas por las ADN polimera-
sas conocidas, debido a que los dimeros de pirimidine, gue se
encuentran frente al hueco, no le servir{an de molde. Sin em~
bargo la sefial inductora permanece sin identificarse (Xenyon
et al, 1982).

Una vez dada la sefial se inicia un proceso complejo de
induccién que culmina en la desrepresidn de un grupo de funcio
nes metabolicamente diversas pero coordinadamente reguladas de
nominadas funciones 508, las cuales promueven una mayor super-
vivencia de la célula dafiada de sus fmgos que la observada en
condiciones normales. Entre las funciones S0S, ademfis de la re
paracidn del ADN propeﬂsa a error, estédn la induccidn del profa
go A, el retardo en la divisidn celular representado por el cre
cimiento filamentoso ¥ la inhibicidn de la actividad degradado-
ra del ADN de la exonucieasa V (Witkin, 1976). Varios d= estos
procesos son utilizados extensamente como sistemas para la de-
teccidén de mutéAgenos y carcindgenos potenciales.

El mecanismo de la mutagénesis por radiacidn UV en E. co
li, dentro de la reparacién S0S, es béAsicamente desconocido.
Inicialmente se pensd (Devoret et 21,1975) que la reactivacidn
VW mutagénica del bacteridéfago lambda, dependia de una sctividad
reparadora propensa a error, la cual era indupcida o activada
en la célula huésped por la radiacidn UV y por otros tratamien
tos inductores de S0S. El requerimiento de la sintesis de pro-
teinas después del tratamiento inductor (Defais et al, 1976),
sugiere una induccidén méds que una activacidn, del mecanismo re

parador propensoc a error.
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A partir de experimentos con el fago ¢XiTL (cuyo ADN es de una so-
la banda) se propusc un posible mecanismo en la mutagénesis por UV. Cuan-—
do el fago ¢XLTh irradiado infecta células de E. coli sin el tratamiento
inductor, el ADN del fago no se duplica, lo cual se observa por la cantis
dad de sintesis. Una interpreteacién puede ser que en el primer dimero en-
contrado se detuvo la duplicacidn (Benbow et a8l, 19T:) y en este caso nin
gune de las ADN polimerasas constitutivas podria coﬁiar el ADN después de
un dimero de pirimidina. Sin embargo, si el hué€sped es expuesto a radia -
cién UV antes de la infeccidn, es decir, bajo condiciones inductoras Opti
mas de 80S,le duplicacidn de ADN prosigue mds 2114 de la presencia del
primer dimero.

La razdn de que los dimeros bloqueen la sintesis 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 nucledtidos incorrectos fren
te a los dimeros de pirimidina en el ADN dafiado del fago. En
el segundo caso, cuando la célula hospedera estéd irradiads,
los resultados sugieren la existencia de un inhibidor induci-
ble de la actividad correctora de errores en una o més de es-
tas ADN polimerasas. Dicho inhibidor teolerarfa la insercidn
de nucledtidos eaquivocados, permitiendo asi que continuara 1la
duplicecidn, pero con una alta frecuencia de mutacidn.

Recientemente se ha encontrado en células inducidsas,
une variante de la ADN polimerasa I con mayor peso molecular,
la cual posee baja fidelidad de duplicacidén (Howard-Flanders,
1981). Este hallazgo podria explicar parte de la frecuencia
de mutaciones inducidas. Por otro lado, es necesaria la pre -
sencia del gene inducible umul de E. coli, para observar un =
inecremento en la mutacidn después de inducir dafio al ADN por
radiacidn UV (Begg et 21, 1981; Walker y Dobsomn, 1979), sin
embargo la funcidn precisa de este gene todavia se desconoce.

Actualmente, gracias al ctmulo de datos obtenidos en
este campo, s¢ han llegado a comprender algunos aspectos de

la reparacidn S0S, particularmente su mecanismo de control.
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D Regulacién de los mecanismos de reparacibn.

Iniciaslmente sélo habia fenomenologia y especulacidn acer
ca de las respuestas inducibles por dafios 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 proble
na fufé muy importante el estudio de la induccidn del profago X
por radiacién UV. ‘

Se sabe gue ciertas cepas de E. coli, llamadas lisdgenas,
albergan en su genome el ADN del bacteridfago A, denominado en
este caso profago. Si una poblacidn de tales bacterias se expo
ne a luz UV o en general a agentes que dafian 'al ADN, los genes
del virus anteriormente inactivos son encendidos repentinamente,
lo gque provoca que la maguinaria de 1la c&lula traduzca los ge-
nes del fago y se formen miltiples copias del mismo. Después de
un lapso de aproximadamente L5 minutos, la cé&lula hinchada de
fagos, estalla. Por otro lado, si la bacteria no es irradiadea
esta crece normalmente de generacidn en generacidn y sélo es-
pontineamente dd origen a particulas de fagos (Lwoff et al, 19
50; Ptashne et al, 1982; Maniatis y Ptashne, 1976).

El profago » permanece inactivo por la accidn de una pro
teina reguladora llamads represor, la cual proviene de la ex-
presidn de ciertos genes virales., Ademds de la luz UV, también
la mitomicina €C o la inhibicién de la sintesis de ADN por otros
medios, inactivaen la molécula represora. En las bacterias 1lisd
genas se ha encontrado (Roberts y Roberts, 1975) que la induc-
cidén del profago lambda se produce & cmusa del rompimiento pro
teolitico del represor. El represor es inactivado por un corte
que 1o divide en dos fragmentos, estos son detectables mediante
la incubacidén in vitro, con la proteina recA purificada, en une
reaccién que reguiere ATP (Roberts et 2l, 1978). En mutantes
rechA” no se observd induccidn del profago ni degradaciédén de su
represor.

La identificacidn y caracterizacién del producto del ge-

ne rechA (Gudas y Mount, 1977: Sancar et al, 1981a), han permi-
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tido un avance mayor en el estudio de los fendmenos relaciona_
dos con esta proteina. :

Los estudios en lexA continuaron independientemente. Es_
tos mutantes, al igual que recA, son sensibles a8 radiacidn UV
pero no son deficientes en la recombineciédn genética {(Hovard-
Flanders y Theriot, 1966). En 1972 se halid que en cepas mercg
diploides es decir parciaslmente diploides, lex+/lex— el cerag
ter lex es dominante (Mount et a&l, 1972), ya que se conser -
ve el fenotipo de las células haploides lex en cuanto a sen-
sibilidad a la radiacidn. Puesto gque ls dominancia en un gene
mutante a menudo denota que dicho gene estd implicado en la
regulacidén genéticea, era posible gue lexh& codificara pera una
proteina represora, la cual regularia slgunas enzimas de la
reparacién del ADN (Howard-Flanders. 1981).

Posteriormente Mount (1977) aisld el mutante STS de E.
coli, el cual expresa constitutivamente la induccidn del pro
fago ¥y la ruta de le reparacidén del ADN propensa a error. Es
te mutante denominado DM 1187 (lexA spr tif gfi) prodd que
los dos fendmenos mencionados se llevan s cabo por un mecanis
mo similar, con lo cual se evidencid gue la respueste S0S no
s6lo dependia de recA sino también de lexA, sugiriéndose nue
vamente que lexA ersa una proteina represora, '

Con le identificacidn de la protefina lexA (Little y Har
per, 1979), se determind que su peso melecular es de 2k kilo
daltons ¥ que es autorregulable. Posteriormente se demostrd
su posible funcién represora.

Los modelos recientes de la desrepresidén de rech después
del daefio al ADN, sugerfan que un pasc inicial en este procesc
era el rompimiento proteolitico de la proteina lexA, condu-
ciendo esto a una mayor sintesis de recA. En un trabajo con
varias evidencias (Little et al, 1980) se demostrd que la pro
teina de lexA es funcional y también fisicamente destruids
por la actividaed proteassa de recA. Se insinué ademfs que 1n
preteina lexA es un mejor sustrato para la proteina rechA que

el represor de leambda.
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) Se ha supuesto (Little et al, 1980; Sedgwick y Yarranton,
1982) que los fagos 2 han evolucionado de tal forma gue pue.=
den tomar ventaja de la respuestsa SOS,Iabnndonando una céluls
hospedere cuya viabilidad es incierta. Este fendmeno ademis
ha dado indicios de como ocurre una regulacidn mas finag de la
respuesta 508, ya gque la proteina rechA rompe s la de lexA, al
menos 10 veces més eficientemente de lo gue lo hace el repre -
sor de A. Esto puede favorecer ademés la sobrevivencia de A,
asegurando que la induccidn lisogénica no ocurriré, hasta que
los niveles de dafio al ADN excedan la capacidad de los siste .
mas de reparacidn inducibles.

Prosiguiendo en la misma linea de investigacidn se demos
tréd (Little et al, 19681; Brent y Ptashne, 1981) gue le& protei
na lexA es un represor de los genes recA y de lexA mismo. La
proteina lexA purificada se enlazd especificamente a las re -
giones reguladoras de ambos genes, inhibiendo su transcrip -~
cidn. Los sitios de unidn para la proteina lexA fueron de al-
rededor de 20 pares de bases {pb) en el operador del gene rech
¥y de 40 pb en lexA. Este Ultimo segmento se compone de dos se
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, denominsadas "cajas S0S", poseen secuencias
de nucledtidos repetidas inversamente o palindrémicas. La pro
teina lexA se enlaza a la "caja S0S" de recA alirededor de
diez veces més fuertemente de lo que lo hace en las "cajas"
que preceden al gene lexA (Brent y Ptashne, 1981). Esta obser
vacidn también nos indica una regulacién fina de la respuesta
S508S. Los diversos operones S0S con variaciones en la secuencia
de cajas S0S , se pueden desreprimir conforme se vayan inacti -
vando diferentes cantidades de la proteina lexA {(Sedgwick y Ya
rranton, 1982).

La determinacidén de algunos de los genes en E. coli cuya
expresibén es inducible por dafioc al ADN, se logrd (Kenyon ¥
Walker, 1980) usando un fago transductor especiaelizado. Cier

tos genes encontrados por Kenyon denominados din (damage indu
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cible) mapearon en posiciones interesantes, tales como dinkE
que maped en la posicidén de los mutantes uvrA, enzima impli
cada en la reparacidén por excisién y consideradsa como de ex
presidn constitutiva. Otro gene, el dinF maped cerca de leu
por 1o que probablemente es el gene codificador de la rolimg
rasa 1II. Los otros genes encontrados fueron denominados dinB
y dinD. Con tratamiento inductor de la respuesta SOS también
cse estimula la expresidn de otros genes tales como umuC, el
cual es necesario para la mutagénesis gquimica y por UV (Bagzg
é& al, 1981), as{ como de los genes uvrB (Fogliano y Schendel,
1981), himA (Miller et al, 1981) y sfiA (Huisman y D'ari, 19-
81).

Con los datos anteriormente mencionados se han desarro-
l1lado modelos para 1la regulacidn de 1la respuesta 508 (Howard
-Flanders, 1981; Xenyon et al, 1982), la cual de manera geng
ral es como sigue : en una célula no inducida, l1o0s genes que
intervienen en el mecanismo de la SOS estén casi totalmente re
primidos por el represor lexA, no obstante se pueden sinteti
zar pequeiias cantidades de proteinas como recA, uvr, y ain
el mismo represor lexA. Cuendo se dafia el ADN de una célula
-estado inducido- los dimeros de pirimidina no reparados an-
tes de la duplicacidn, originan huecos postduplicativos.
Actualmente parece muy probable (Bridges y Lehman, 1982) que
son dichos espacios postduplicsastivos la sefial que activa a
la proteina rech, la cual ya se sabe gue es la proteassa espe-—
cifica que rompe, tanto al represor de X como a la proteina
‘lexA. Una vez degradado lexA, se dispara la respuesta S0S por
la desrepresidn de recA y los demése genes involucrados en es
te sistema de regulacidn. Después del desencadenamiento de 1ls
respuesta S80S, se estimule una reparacidn més eficiente del
ADN, debido & la mayor cantidad de enzimas que intervienen en
la reparacidn por excisidn y a la actuacidn de la reparacidn
postduplicativa (S0S y recombinacidn). También se observa un
aumento en la frecuencia de mutaciédn, hecho en el que es abso

lutamente necesario el gene umuC,.
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El mecanismo para la mutagénesis por UV en E, coli es bdsice-
mente desconocido hasta el momento (Bridges y Lehman, 1982),
pero hay observaciones que indican gue en células inducidas
se puede aislar una variante de la ADN polimerasa 1, de alte
peso molecular y con baja fidelidad en la replicacidn, 1lo
cual seris una posible gufa en la aclaracidn de este complica
do proceso.

Alln falten por determinar algunos detalles acerca del
ajuste finc dentro de este sistema regulador, por ejemplo,
elgunos tratamientos inductores de 50S (Kenyon et al, 1982).
Una posible explicacidén a esto son las diferentes afinidades
de atraccibn de los sitios operadores, implicadocs en S0S ,
por la proteina lexA., La posicidn relative del promotor SO0S
¥ las secuencias del operador varian, por lo que las constan
tes relativas de unidén de los promotores en los diferentes ge
nes se deben determinar, para poder hacer un anédlisis cinéti
co completo de la expresidn de los genes regulados por rech
Yy lexA.

E El gene recA de Escherichia coli.

Como se menciond anteriormente, el primer papel fisiold-
gico asignado a la proteina recA (PrecA), fué el de proteasa
y sus efectos pleiotrdpicos se explicaron tomando en cuentsa
la funeidn reguladora de esta proteina. Utilizando mutantes
rechA sensibles a la temperatura se demostrd que la PrecA, ade
mds de su papel regulador como proteasa, también participa di
rectamente en la recombinacién penética (Kobayashi e Ikeda,
1978},

No obstante, hasta el momento no se comprende porque una
proteina debe catalizar reacciones aparentemente tan diferen-
tes, como son la proteolisis y el arreglo de bandas del ADN.
Tampoco se entiende el significade fisiolégico o evolutivo
que esto implica.

En la comprensidn de estos procesos uno de los problemas
a resolver fué& el del inicio de la recombinacién genética, pa

re 1o cual se did un paso importante a2l poder clonar el gene
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recA (Sancar et al, 1979), as{ como la purificacién de su pro
ducto proteico (Shibeta et al, 19T9b). Esto permitid un estu
dio mis directo acerca del funcionamiento de esta protefina.

En los primeros estudios sobre el inicio de la recombina
cidn (Holloman et al, 1975), se concluyd que en presencia de
PrecA {(Holloman y Radding, 1976) el ADN de una banda se adhie
re a ADN superenrollado formando la estructurae llamada asa
en D (D-loop).

En trabajos posteriores (Shibata et al, 1979b) se descu
brid que la PrecA purificada cataliza el apareamiento homélo
go entre fragmentos de ADN de una banda y ADN doble superen-
rollado, mediante une reaccidn que reguiere de ATP. Finalmen

te se reportd (McEntee et al, 1979) que la PrecA produce a =
" sas en D con igual eficiencia si el ADN es lineal o superen
rollado.

Con estos experimentos guedd demostrado gue efectivamen
te la PrecA interviene en la formacidén de las asas en D. En
dichas estructuras existe un £rea de triple bande en donde
le cadena lineal sencilla ha invadido parcialmente al ADN do
ble recipiente, enlazéndose por medio de puentes de hidrége-
no a su banda complementaria y dejando en un estado desapa-
reado, a la banda no complementaria del ADN doble.

La recombinacién consiste generalmente en la interaccidn
de dos moléculas de ADN dobles, sin embarge el modelo de for-
macidn de la asa en D es Gtil para la exploracidn bioguimica
de la asimilacidn de la bandae en un sistema simplificado
Dressler y Potter, 1982). Este mecanismo, aunque parece sim-
ple, es una reaccidn compleja gue consiste en : la unidn de
le PrecA al ADN, desenrollamiento de 1la molécula de ADN re-
cipiente por PrecA y 1la biisqueda de homologfia entre las mo-
léculas de ADN participantes.

1l Unidn de la proteina recA al ADN.

En el epareamiento homdlogo promovido por 1la PrecA en-

tre ADN de unea banda y el ADN doble pare former la asse en D,

la cantided de Precl requerids fué directamente proporcional



2k,

2l monto de ADN de uuwe banda (Shibata et al, 1979b; Shibata,
et al 198la; McEntee et 81, 1980). La reaccidn es estequeomé
trica, se necesita slrededor de un mondmero de PrechA por cada
cinco pares de bases de ADN de una banda (Shibata et al,
1979b; Cassuto et al, 1980).

La unidn de la PrecA con el ADN doble es dependiente del
pH y requiere de ATP y un catidn divalente. Por otro lado, el
enlace de esta proteina con ADN de una bands se lleva a cabo
en ausencia de AWP y es al menos 100 veces més rapida que la
unidn con el ADN doble (McEntee et al, 1980).

Fisioldgicamente 1a mayor afinidad de PrecA por ADN de
una bhanda puede refTlejar 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 interaccidn recA-ADN, utilizando
ATP~-y~S un andlogo de ATP no hidrolizable, se ha determinado
que la unidén de la PrechA al sustrato se efectfia sin gasto de
energia, pero después la proteina debe hidrolizar ATP para
recuperar su conformacidén inicial (McEntee et =1, 1979; Shi-
bate et 8l, 197%a).

2 Desenrollamiento de la molécula de ADN recipiente me-
diante la protefina recAh.

En vista de que el ADN doble recipiente debe desnatura
lizarse parcialmente para aceptar la banda sencilla que lo
invade, es importante saber si lsa protefina rechA puede efec-
tuar esta reaccidn de desnaturalizacidn parcial. Lo anterior
se ha estudiado experimentalmente (Shibata et al, 1979b; Shi
bata et al, 1981a; Shibata et al1,1981b; Stesiak et a3}, 1981)
Yy se observd gque aungue la PrecA se une al ADN doble intacto,
no hay indicios de que este ADN ses desenrollsdo. Sin embar-
go, cuando se adiciona ADN sencillo ya sea homdlogo o no a
la reeccidn, se observa el desenrollamiento. Una interpreta-
cién de este resultado y de los ya mencionados respecto a la
unidén de 1la PrecA con ADN de una banda, es la de que la

PrecA tiene dos funeiones : unirse al ADN de una banda y posg
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teriormente desnaturselizar parcialmente la molécula de ADN
doble {Dressler y Potter, 1982}, » :
3 Bfisqueda de homologfia.

Pars gque ocurra la asimilacidn de la bandauséhcilla, es-
ta debe encontrar su comolemento en el ADN dcble. Se podria
considerar que el primer complelo estable que se forma entre
PrecA, ADN de una banda y ADN doble, serfa una estructursa
unida por puentes de hidrdgeno tal como la asa en D. No obs-
tante, en experimentos efectuados en presencia de ATP-y-S5 en
lugar de ATP, se observa gue los complejos formados se diso-
cian en presencia de detergente Gesnaturalizador de protei -
nas, 10 gue demuestra gue los ADN de una y doble banda no es
tén apareados por sus bases entre si (Shibate et al, 1979bj.
El complejo que contiene el ADN de una banda y ADN doble par
cialmente desenrollado, sblo se mantiene por la unidn de es-
tos con la PrecA y representa una estructura intermediaria
anterior al apareamiento homdlogo. Cuando el ATP esté presen
te en la reaccidén, la proteina recA forma asas en D estables
y la asociacidn recA-ADN es debilitade fuertemente cuando el
ATP es hidrolizado.

Todos los experimentos anteriores sugileren que la intex
accidn inicial entre la banda sencilla y el ADN doble ocurre
al azar en una regidn no homdloga, formando un complejo de
tres bandas no especifico. La bfisqueda de homologia se lleva
a cabo tan pronto como la PrecA forma y disocia tales comple
Jos repetidamente e hidroliza ATP o tal vez conforme la
PrecA translads las dos moléculas de ADN, una con respecto
a la otra, hasta que ocurre el aparcamiento homdlogo (Shibva-
ta et a8l, 1979a; Dressler y Potter, 1982).

La reaccidn de asimilacién de una banda en la forma de
asa en D es sélo el primer y mis simple tipo de recombina -
cidn que puede ser catalizado por la recA. Como se vera més
adelante, con el uso de sustratos mas complejos se obtuvo

un mejor conocimiento de las reacciones de fusibén de genomas
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que la protefna recA puede llevar a cabo. Uno de dichos sus -
tratos experimentales son un circulo de una banda Y un ADN do
ble lineal, 1os cuales son un circulo 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 mi
gracidn de la banda produjeron un circulo de ADN doble y una
bandae de ADN lineal (Cox y Lehman, 198la). La PrecA también
promueve el apareamiento homélogo y el intercambio de bandas
entre ADN doble circular intacto, sin huecos y ADN circular
de una banda hidrolizado con un fragmento corto (West ¢t al,
1981b; West et al, 1981c).

Utilizando los sustratos anteriores se ha demostrado que
la transferencia de bandas cetalizada por lg Precl posee di-
reccionalidad (West et al, 198lc; Cox y Lehman, 1981b; Kahn
et al, 1981). La reaccidén sdlo ocurre cuando un extremo 3'
en el ADN doble es complementario y estd disponible para in-
tercambiarse con el ADN circular sencillo, por lo tanto la
migracidn de la banda promovida por la PrecA se d& unicamen-
te en la direccidn 3'-5', en relacidén a la banda negativa
del ADN doble 1lineal.

Hasta el momento se han descrito apareamientos, promovi-
dos por PrecA, entre moléculas de ADN perfectamente complemen
tarias. 8in embargo, en la naturaleza, el papel genético de
la recombinacidn implica la interaccidén de dos genomas ligersa
mente diferentes. Se ha demostrado que unos cuantos aparea-—
mientos érréneos ent.re pares de bases no son suficientes pa-
re inhibir la formacidén de ADN heteroduplex, mediante la
accidédn de la PrecA. Sin embargo, concentraciones altas por
ejemplo del 10 %, de apareamientos errdneos en una distancia
corta, si inhiben la reaccidn {(DasGupta ¥y Raddiﬂgﬁ 1982}.

Una vez efectuado el paso inicial de transferencia de la ban
da, la asimilacidn de la cadena continfia siendo dirigide
activamente por PrecA y requiere de la hidrdélisis continua
del ATP (Cox y Lehman, 1981la).

Por Gltimo, en el estudio de las reacciones que pueden
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ser catalizadas por la PrecA, se hen utilizado ADN dobles co-
mo sustratos. Esto es tambien con el objleto de satisfacer el
hecho de gue la recombinacidén ocurre genersalmente entre dos
moléculas de ADN doble. Se ha encontrado (West et al, 1980)
que los huecos de 60 a 700 nuclebétidos de longitud en el ADN
doble,funcionan como punto focal para la reaccidn de fusidn
de los ADN dobles en presencia de rech, con la blisqueda poste
rior de homologia mediante la hidrélisis de ATP. Ademés, la
PrechA es capaz de efectuar un intercambio reciproco entre ban
das de ADN pertenecientes a ADN dobles (West et al, 1981b).
Es decir, conforme una de las bandas de ADN doble donador in-
vade a un ADN doble recipiente, la banda desplaza en la mo -
1lécula receptora &l primer ADN doble, o donador, de la misma

maners propuesta en el modelo de Holliday (Dressler y Potter,
1982). .

No obstante gue la proteina recA sola puede ceatalizar
una variedad de reacciones en el intercambio de bandas de ADN,
alin queda por dilucidar el papel gue puedan tener otras protei
nas celulares en el proceso completo de la recombinaciédn gené
tica. en E. colil parecen estar involucradas tres proteinas en
la recombinacidn genética, aparte de la recA, estas son : la
proteina que se adhiere a una banda de ADN (McEntee et al,
1979; McEntee et al, 1980; Shibata et al, 1979a). La ADN topo
isomerasa y la enzima recBC (Dressler y Potter, 1982).

Tomando en cuenta los datos mencionados es posible suge
rir una manera por medio de la cual la PrecA actfia en la recom
binacibén y en la reparacidn postduplicativa. La ADN polimerassa
que se mueve en direccidn 3'-5' a lo largo de la banda molde,
es bloqueada en un dimero de pirimidina, reiniciando su sin-
tesis en un punto posterior de la cadena. Por lo tanto 1la ban
da hija termina con un extremc 3' - OH en la posicidén del dime
ro.El ADN sencillo resultante o hueco postduplicative activa
la funcidn proteasa de la PrecA, disparando la respuesta S0S,
incrementéndose asi la sintesis de PrechA, la cual esti ahora

en disposicidn para aparearse con el ADN. El apareamiento en-
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tre la PrecA y el ADN ocurre, en primer luggdr, en el hueco del
ADN doble y después entre este complejo y el ADN doble intacto.

Unea vez establecidos los contactos homdélogos, 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 dimero. Por lo tanto, la reaccidn de intercambio
de 1a banda se inicia con una estructura de tres cadenas con-
forme la PrecA dirige la migrecidn de la banda y la formacidn
del heteroduplex méas alld del dimero. El extremo 3' - OH de 1la
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 polimerase 1 y por la ligasa, la consumacidn de la
reparacidn permite la liberacidn de la PrecA y la terminacién
de la respuesta S08. La estructura final conserva el dimero de
pirimidina, pero ahora tiene una banda complementaris exacta
Yy este puede ser eliminado por las enzimas de la reparacidn
por excisidn. .
F El gene red del bacteridéfago lambda.

Los bacteridfagos forman un grupo diverso de virus que
se multiplican dentro de las cé&lulas bacterianas. El bacterid
fago lambda es una variedad de estos virus que también puéde
destruir o lisar a su célg}a hospedera. Como se menciond ante -
riormente el fago posee ademds la facultad de propegarse de
una manera que permite la multiplicacién conjunta del huésped
y de &1 mismo, por lo que se le llama fago moderado., Esta y
otras caracteristicas (Hershey y Dove, 1971} hacen de lambda
un organismo experimental muy Atil.

En cusnto a estudios sobre recombinacidn genética, se hi
zo evidente que la recombinacién en fagos puede analizarse de
acuerdo & los principios generales de pruebas de cruzas desa -

rrolladas para organismos superiores. La recombinacién en fa -
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gos, por lo tanto, puede ser un modelo Gtil para la recombina-
cibén en general. Debido a la facilided de su manivulacidn, ac-
tualmente los sistemas de fagos parecen ser el mejor material

para el estudic de la recombinaciédn a mivel molecular (Signer,
1971).

Inicialmente se encontrdé que la recombinacidn en el bacte
riéfago estd acompafiada por intercambio de ADN, lo cual se
efectfia por rompimiento y reunién de los cromosomas participan
tes. Posteriormente se descubrid gque son varios los sistemas
de recombinacibn que operan en lambda: el sistema int, el cual
estd relacionado con le interaccién del profago. Se ha demos-
trado (Echels y Gingery, 1968) que esta recombinacidn es inte-
grativa, especifica en un sitioc y promovida por un gene de A
(Campbell, 1971; Campbell, 1976; Kellenberger-Gujer y Weisberg,
1971). El sistema red, el cual también estd 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 especificos en un sitio y son responsables de
la recombinacién generalizada es decir intercambios en cual -
quier punto a lo largec de los cromosomas homdlogos, efectuada
en el ADN del fago A.

La recombinacidén generalizada efectiia intercambios en
cualquier punto a lo largo de cromosomas hombélogos, pero estos
pueden ccurrir mds 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 recombinaciédn se dd a niveles ele -
vados {(Sthal, 1979).

En el bacteridéfago A los sitios X (ji) son un ejemplo de
regiones que incrementan la recombinacién & su alrededor y su
estudio ha dedo informacidn interesante sobre el mecanismo de
la recombinacidén genética a nivel molecular (Rosamond, 1980).
Estos lugares estimulan la recombinacién catalizada por la ru
ta recBC de E. coli y requieren de la presencia de rech

(Sthael, 1979). Se ha reportado que 23 pares de bases son comu
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nes & dos sitios Ji, los loci X'B y xtc dqel fago A (schultz
gt al, 1981), lo cual confirmarfa a los sitios Ji como un
lugar de reconocimiento para uns proteina de la,rutarrecBC.
Por el momento falta alin bastante por aprender acerca de los
sitios Ji en 1la recombinacién genética.

El mecanismo por el cual el sistema red del bacteridfago
lambda promueve la recombinacidén es aiin desconocido, asunque
recientemente se estén teniendo algunos avances. Un paso esen
cial en la recombinacién genética es la unién de dos ADN. En
E. coli la recombinacidén homdloga es dependiente del producto
del gene recA, el cual también promueve la recombinacidn gene
ralizada del bacteridfago lambda, aungque de una manersa menos
eficiente (Kellenberger-Gujer y Weisberg, 197L). En ausencia
de PrecA funcional, la recombinacién generalizada A puede
ocurrir via un sistema de recombinacidén propio.

Las observeciones de que el fago A se recombina normsl-
mente en un huésped bacteriano deficiente en la recombinacidn
(Van de Putte et al, 1966), condujeron a la idea de que el fa
go puede dirigir la sintesis de, al menos, un componente gue
interviene en dicho mecanismo. El concepto anterior se confir
mé con el aislamiento y caracterizacidén de mutantes de lambda
deficientes en el proceso de la recombinacidn (Signer y Weil,
1968; Echols y Gingery, 1968), a los que se denomind red” (de
recombinaci®dn deficiente).

A partir del sislamiento y caracterizacidén de los mutan’
tes red , se establecid gque el fago A produce al menos un
componente del sistema responsable de la recombinacibn genéti
ca del mismo, sin embargo el mecanismo de recombinacién bacte
riano es capaz de reempiazar esta funcidn del fago. Los mutan
tes red” mositraron una mayor sensibilidad a la radiacidn 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 recombinaciédn
se redujo més de 100 veces respecto al tipo silvestre, Por lo

tanto estos sistemas son los finicos que promueven la recombi
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nacidn vegetativa en el bacteridéfago. A pesar de gue el siste
ma red no es esencial para el crecimiento del fago, los mutan
tes red “originan poblaciones mé&s pequefias que las de los vi=
rus silvestres. La recombinacidén en red” disminuye hasta 10
veces, comparado con la obtenida en un fago red+, lo que indi
caria gque la mayorfie de 1la recombinacidn en lambda es mediada
por el gene red.

Todos log mutantes red mapean dentro de un pequefio inter-
vaelo entre los loeci int y c¢lll. Esta regidn contiene a los ge=
nes de la exonucleasa de A y 1a proteina £ (Signer y Weil, 19~
68). De experimentos de mapeo, bioquimicos y de complementa_
cién, se corrobord gque el sistema red consta del gene estructu
ral para la exonucleasz de A y para la proteina B (Shulman et
al, 1970; Radding, 1970).

La estructura y funcién de la exonucleasa de X no se ha
aclarado suficientemente, a pesar de que se ha estudiadoc en de
talle por varios investigadores (Little, 1967; Carter y Rad-
ding, 1971; Radding y Carter, 19T71).

Se propone que la exonucleass de lambda principia su saeti
vidad en un sitio.especifico, el cual puede ser un hueco post-—
duplicativo o cualquier otro espacio que se encuentre en el
ADN. Posteriormente va degradando los nucledtidos de una sola
de las bandas de la molécula de ADN doble y en ese sitio asimi
le una benda de ADN redundante o donador, el cual se va incor-
porande por detréds de la enzima en cuestidn. Después de la asi
milacidn completa de la bande redundante, se necesita de un me
canismo que evite la accidn posterior de la exonucleasa de A
en el hueco gue queda después de efectuarse, tanto la degrada-
cidén como la asimilacidn de la banda redundante.

En cuanto & la proteina B, esta se aisldé y se caracterizd
en 1971 (Carter y Radding, 1971), determinéndose posteriormen-
te que dicha proteina es codificada por el gene red R del bac~
teribdfago (Kmiec y Holloman, 1681) y promueve el apareamiento
de bandas complementarias y senclllas de ADN, provenientes de

cromosomas homdlogos. Esta propiedad es muy importante ya que
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dicho apareamiento es un proceso capital en la recombinacidn
genética. .

Sin embargo, sigue sin explicarse porque el fago A pro -
porciona a la proteina B para el proceso de recombinacidn, si
la reaccidn de apareamiento in vitro puede efectuarse por las
proteinas del huésped, en particular la proteina recA. Es ne -
cesario realizar un anélisis del mecanismo por el cual la pro
teina promueve el aparcamiento del ADN, asi como conocer su
funcidn cuando forma un complejo con la exonucleasa del fago,
con el objeto de comprender mejor como Sse realiza la recombi -~
nacidn generalizada del mismo.

Con base en lo anterior podemos establecer que la recom -
binacidn es un proceso mediante el cual hay una reordenacién
de los genes, o parte de ellos y que agrupa en un mismo indi -
viduo la informacidn genética de dos o méAs organismos. Su am -
plia distribucidn en la naturaleza demuestra el gran valor
adaptativo que representa para los seres vivos. Sin enmbargo
dicha recombinacidn posee otra funcidn muy importante también,
gque es la reparacidn de los dafios que continuamente sufre el
ADN., Ademds de la recombinacidn, existen otros sistemas de re
paracién del material genético.

El propdsito de esta tesis es estudiar le¢ interaccidn en
tre los genes de E. coli (recA) y del fago A (red) gue inter -
vienen en el proceso de recombinacidn del fago, cuando su ADN

ha sido dafiade por radiacidn UV o no tiene ningin dafio.



1T
A

E.

1)

a)

b)

2)

a)
b)

c)

a)

Materiales

Material bioldgico.

Se utilizaron diferentes

coli y del fago A.
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cepas silvestres»y mutantes de

“Caracteristicas sobresalien

tes en la reparacidn del
ADXN.

Tipo silvestre. Presencia
de todos los sistemas de re
paracidn.

Deficiente en la reparacidn
postreplicativa, parte de
ella se realiza por recombi
nacidén. Carece también de
reparacidn inducible SO0S.

Radiosensible.

El conteo de placas se hace en las siguientes cepas in -

Cepas bacterianas

AB 1157

AB 2463 (recA 13)
dicadoras de E. coli.
600

QR48 (reca™, sut)

S601 (recA™, su”)

N2568”(iié§t§; 3u+)

Bacterlofagos.

AsusNTSusNS3L red

Tipo silvestre.

Mutante permisivo gque tiene
capacidad para suprimir las
mutaciones ambar del fago X
Mutante no permisivo, defi-
ciente en la capacidad de su
presidn 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-pla

. +y -
cas turbias (¢ ). L




+ +
b)Y A susPg,c red

Egl i L I
e} A susN7$g§#53§:ge§

a) AsusN75g§N§3crrg¢:

3k,

Cepa con una mutacidn ambar

en el gene P. Forma placas

‘turbias (c+).

Mutante construido en nues-
tro laboratorio mediante cru
zas a partir del fago ndmero
uno. Caracteristicas semejan
tes al fago uno y deficien-
tes en recombinacién. Radio-
sensible.

Sg obtuvo en nuestro labora-
torio por medic de cruzas a
partir del fago nidmero 2. Ca
racteristicas parecidas al
fago 2 pero deficiente en re

combinacidn. Radiosensible.

En la tabla No. 1 se dan més caracteristicas acerca

de las cepas bacterianas.

B Medios de cultivo.

A continuacidn se describe la manera de elaborar cada

uno de los medios de cultivo empleasdos, asi como su compo-

sicidn.
1) ~Medios sdlidos
a)

Agua b1aest113da

Esterzllzar 2120 C‘durante 20 mlnutos *

b)  TAg

Bacto - triptona (Difco)

NaCl

Bacto-agar (Difco)

10.0 g.
2.5 g.
12.0 g.
1,000 mi.

-~ 10.0 g.
2.5 g-
6.0 g.
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TABLA 1 Caracteristicas de las cepas bacterianas de E. coli
K-12 usadas en los experi.sentos de recombinacién y

. reparacidén del bacteriéfago .
Clave de la cepa : - AB 1157 AB 2463
origen Tipo silvestre Mutacidn NG
de AB 1157
Recombinacidn + -
treonina - -
leucina - -
prolina - =
Caracteres histidina - -
Auxotrdficos metionina + +
tiamina - _
arginina - -
isoleucina + T
timina + +
lactosa ’ - -
Utilizacidn galactosa - R
de la fuente ST
de energisa arabinosa - B
Xilosa - e
manitol - : :'-i’[.—
T1 S S’
TY s 8
Crecimiento TG R ®
del fago '
A S S
Resistencia estreptomicina R R
a drogas mitomicina C R S
Sexo = =
Supresor Pm* PmT

+ - : A -
Pm denote huésped permisivo para fagos con mutaciones ambar.
Las letras R y S significan resistente y sensible, respectiva
mente (Howard-Flanders y Theriot, 1966).



c)

d)

2)
a)

b)

c)

Agua bidestiladsa

Esterilizar a 120° durante 20 minutos*

1,000 ml1.

El'TA6 se utilize suplementado con MgSOh 10-2M, Mal-

tosa 0.03% y TLB 10”2y,

869 (1uria)

Bacto -~ triptoma {Difco)

Extracto de levadura

NaCl

Agar bacteriolédgico

Agua bidestilada

Esterilizar a 120°C durante 20.minutos¥
Gelosa profunda ' o
Caldo nutritivo

Agar

Agua bidestiladsa

Esterilizar a 1209 durante 20 minutos¥®
Medios liquidos y soluciones

TB1

Bacto - triptona (Difco)
NaCl

Vit B, (1 mg/ml)

Agua bidestilada

~-10.0 g..

‘JS.Cvg.

10,0 g.
S0 12,0 g
~ 1,000 ml.

4.0 g.
3.8 g.
500 ml.

10.0 g.
5,0.g.
1.0 ml.
1,000 ml.

Esterilizar a 120°C duranté'207hinutés*‘*:rﬁa

869 (Lurie)

Bacto - triptona (Difco)

Extracto de levadurs

NaCl

Agua bidestilada : ) :
Esterilizar & 1209C durante 20 minutos¥
TBD L R

TBl

MgS0) 1M

Maltosa 30 %
TLB

fl0.0 £.
5.0 g.
10.0 g.

1,000 ml.

100 ml.
1.0 ml.

1.0 ml.
1.0 ml.
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d) EM
NacCcl 5.85 g.
Gelatina . 0.5 g.
Agua bidestilada B ‘ _V‘Hf_ SR 480 :m1.
Esterilizar a 120°C durante Eo;minutosf_h
TRIS 1M pH 7.k S oo 5.0 ml.
MgsSO, 1M ;‘;:‘ o 2.5 ml.
e) TLB .
L - treonina EREE o 1.0 g.
L - leucinsa i ' , 1.0 g.
Tiamina (vitamina Bl) Sl 0.1 .g.
Agua bidestilada o L 100 ml.

Esterilizar a 120°C durante:EO:ﬁinuquf'
f) Maltoss 30 % S

Maltosa - 7 R - '30.0 g.
Agua bidestilada s  ;k§ i ;;;;A‘p ©.100 mi.
Esterilizar a 120°C duranté”QO,ﬁi@utaé*}

g) Mgso, 1M R
MgS0), , TH 0 o T 246.L8 g.
Ague bidestilads 1,000 ml.
Esterilizar a 1209 durante 20 minutos®

Bacto triptona (Difco) = Peptona de caseina purificada

{Bioxon).

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

* AjJustar a pH 7.0 con NaOH el 2 %, agregarlo inmediatamen

te después de esterilizar.

ITI Métodos

La metodologia utilizada se encamina principalmente
tanto a la obtencién de reservas de bacteribfagos y de cé-
lulas bacterianas de Escherichia coli, como a su cuantifi-
cacidn, identificacibén de caracteristicas genéticas, irra-
diacidn y medicidn de las frecuencias de recombinacién en

el fago 2,
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A Obtencidén de reservas de virus
1 Induccién del profago ) en bacteriams lisbgenas de Esche
richia coli-K-12. ' 7
a Induccibn del profago Dor tratamiento con mitomicina C.

Se incuba una colonia de la cepa lisbgena en medio TB1 a
37(%, con agitacidén y aereacidén durante 24 horas. Posterior -
mente se siembra un segundo cultivo haciendo una dilucidn
1 : 50, & partir del cultivo de 24 hs. Se incuba a 37°% con
aereacidén y amgitacidn hasta alcanzar unsa densidad Sptice de
O.% & 590 nm (D.O0. = 0.4 = 1/2 x 108 células/ml). En este mo
mento se agrega mitomicina C & una concentracidén final de U
mg/ml, como agente inductor del profago, nuevamente se incuba
a 37°% hasta observar la lisis celular. Para obtener destruc-
cidén celular total, se agregan 4 gotas de cloroformo, incuban
do 10 minutos mids. 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 L%,

b Induccidn del profago de una cepa lisdgena termoindﬁbi-
ble.

Un cultivo del dia anterior de la cepa a tratar, se dilu
ye 50 veces en medio TB,, se incuba a 32° econ agitacidn has-
ta llegar a una D.0.590= 0.8, después de 1o cual se dd el tra
tamiento inductor al fago termosensible, el cual consiste en
incubar & 40° durante 10 minutos. Se continiia incubando a la
temperatura inicial de 30 ° con agitacidn hasta observar la
lisis celular, se agregan U4 gotas de cloroformo y después de
10 minutos se suspende la incubacién. Se centrifuga el culti-
vo a 10,000 rpm por 10 minutos, se recupera el sobrenadante,
se titule y se conserva a 49°C.

¢ Induccién del profago de bacterias lisfgenas por medio
de la irradiacidn conm luz UV. -

Se diluye 1/50 en TB, wn cultivo de 24 hs. y se incuba
a 379 haste gue alcance unsa D'O'590nm= O.h: Se centrifugs a
10,000 rpm durante 10 minutos para recuperar las células. El

2

botdn se resuspende agregando MgSOh 10°“M. Las células ya re
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suspendidas se vacian en una caja de Petri procurando que el
volumen de estas no exceda los 2 mm de espesor. La dosis de
irradiacifn es de 70O Joules/m2 para cepas silvestres y de
aproximadamente 7T J/m2 para les cepas radiosensibkbles deficilen
tes en reparacién. Nuevamente se centrifuga por 10 minutos sa
10,000 rpm resuspendiendo shors el botdn en TBl. Se incuban
las células en la obscuridad a 379 con agitacidn hasta que
se observe lisis celular, después de lo cual se agregan 5 go
tas de cloroformo para destruir completamente las c&lulas. Se
agita el cultivo durante 10 minutos més, centrifugindolo a
10,000 rpm durante 10 minutos, se recupera el sobrenadante y
se titula.

2 Infeccidn de células bacterianas con fiagos lambda.

& En medio 1liguido.

Esta téenica es muy efectiva pars obtener un gran rendi-
miento de fagos. Se toman 0.6 ml. de un cultivo de 24 hs de
c600 incubado en medio Luria, en este volumen de bacteria se
destruyen de 3 & 5 placas de lisis del fago deseado previamen
te purificadeo. Posteriormente se permite la adsorcidn de los
fagos 15 minutos a 379 sin agitacidn. Los centros infeceio-
sos asi formados constituidos por fagos adheridos a las bactg
rias, se vacian en un matraz con 10 ml. de medio Luria agre-
gando sdemis cloruro de calcio a una concentracidén final de
10—2M. Se incuba a 37°C con agitacién hasta observar lisis ce
lular, en ese nomento se agregan 5 gotas de cloraformo y se
agita durante 10 minutos. La mezcla se centrifuga a 10,000
rpm por 10 hinutos, después de lo cual se titula el sobrena-
dante recuperado.

b En medio s8lido (capa confluente).

Se destruyen de 3 a 5 placas del fagc en cuestidén, pre-
viamente purificado, en 0.6 ml de un cultive de 2L hs de bac
teria CGOO’ se permite la adsorcién de los fagos durante 15
minutos a 3?°C, sin agitacidn. Una vez formaedos los centros
infecciosos se divide el volumen iniciel en 6 partes iguales

es decir 0.1 ml por tubo de ensaye, agregando a cadas una de
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ellas 2 ml de medio Luria liquido y 2.5 ml de TA6 fundido. El
contenido de cada uno de los tubos se vacia en una caja de
Petri muy himeda que contiene medio Lurie sélido, y se incuba
e 37 °% hasta observar una confluencia casi total entre las
places de lisis. Lo anterior ocurre eproximadamente a las 5
hs después de iniciada la incubacidn. Se agregan ahora 3 go -
tas de cloroformo & cada caja y se colecta en un tubo de cen-
tr{fuga la parte blanda superior de cada caja, que es donde
se encuentran los fagos y los restos celulares. Después de
egitar vigorosamente la mezcla anterior se centrifuge por 10
minutos a 10,000 rpm, se recupera y titula el sobrenadante.

B Cuantificacidn de los bacteridéfagos y de las células bac-

terianas.
1 Titulseibn de fagos.
Todos los fagos se titulan rutinariamente en la bacteris

E. coli 0600’ con el objeto de conocer su nimero aproximado
por mililitro para lo culdl se sigue la siguiente técnica : se
hacen diluciones en la solucidn 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
lucién apropiada como 10_6 o lO_T, ya que con los métodos usa
dos de induccidén del profago o de infeccidn se obtienen de
109 a 1010 particulas virales por mililitro. Se recomienda a-
gregar 0.5 ml de soluto en 4.5 ml de solvente, con lo gque se
obtiene una dilucidn 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 0.1 ml de la dilucidn elegida
en 0.15 ml de bacterisa 0600’ permitiéndose la adsorcidn de
los fagos incubando a 37 ©C por 15 minutos sin agitacién. Pos
teriormente se agregan 2.5 ml de TA6, se agita ligeramente 1la
mezcla y se vacia ésta en una caja de Petri con medio TA12 es
parciendeo rédpidamente. La incubacidn se lleva a cabo & 37 ©C
toda la noche. Después de esto se cuentan cuidadosamente las

placas de lisis y se hacen los cédlculos necesarics, tomando
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en cuenta el nimero de placas obtenido y la dilucidn utilizs
de.
3 Titulacidn de bacﬁefias. v
Se llevan a cabo una serie de diluciones del cultivo de
células gue se desea titular, de igual manéra gue para el ca
so de los fagos, pero utilizando MgSOh 10_2M como amortigua-
dor solvente. De la dilucidn adecuada se toma 0.1 ml y se es
parce por medio de movimientos circulares con un trié&ngulo
de vidrio esté&ril, sobre una caja de Petri con medioc Luria
s6lido. Se incuba a 37° todas la noche,, posteriormente se
cuentan las colonias aisladas y con los datos obtenidos se
efectuan los cédlculos apropiados.
C Identificacidn de algunas caracteristicas genéticas de
bacteridéfagos y bacterias.
1 Técnicas para bacteri&fagos.
& Purificacidn de fagos.
Se introduce un palillc de dientes en la reserva de fa -
gos que se desea purificar y con la punta ya humedecida se

estria sobre ls superficie de una caja de Petri con TA Por

otro lado, en un tubo de ensaye se colocan 0.15 ml de %icte
ria C600 y 2.5 ml de TAG’ vaciando inmediatamente el conteni
do del tubo sobre las estrias hechas con el palillo. Se incu-
ba por 24 hs a 37°. Al d4fa siguiente se tendrén las placas
de lisis aisladas, formadas cada una de ellas por la activid
dad de un sdlo fago. Con este técnica se puede asegurar la
viabilidad y posibilidad de clonar los virus, por otro lado,
la distribucidn espaciada de las placas facilita su manejo.

b Deteccidn de la presencia de mutacidn ambar en los genes
N o P del bacteridéfago X.

Para esta t&cnica se usa la cepa 5601 (su” ), incapaz de
suprimir las mutaciones ambar del fago, la cepa CGOO se usa
como control positivo. Los tapices de bacterias se hacen de
la sigulente manera : de un cultivo de bacterias de 24 hs se
colocan 0.15 ml en un tubo de ensaye a los gue se agrega 2.5

ml de TAG’ se agita la mezcla y se vacia rapidamente el conte
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nido del tubo en una cajs de Petri con medio TA12'

Se hace un tapiz con E. coli 8601 (su”) ¥y otro con E.
coli C6OO (su+). El tapiz con 8601 se divide con lineas bsajo
la cala de Petri en tantos casos como sea necesario. De cads
una de las cepas de fagos por probar se colocan peguefias go-
tas de 0.01 ml 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 lO5 a
108 fagos por mililitro. Una vez secas las gotas se poOne una
més 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 C6OO' La incubacidn se lleve a cabo por 24 hs =a
37°C.

Posteriormente se comprueba si hubo o no formacidn de
placas de lisis. Debido a que Gnicamente aquellos fagos que
tengan la mutacidn ambar en diferentes loci podrén complemen
tarse entre si y crecer, la presencia o ausencia de dicho cre
cimiento nos indiceré el tipo de mutacidérn ambar de las resex
vas problena.

¢ Medicidén de la frecuencia de reversidn esponténea de
los genes N y P.

En esta prueba se mide la frecuencia con que las mutacio
nes ambar de los fagos regresan al estado original, para 1lo
cual es necesario efectuar los siguientes pasos. El grupo de
fagos por probar se preadsorbe a 37°C por 15 minutos en 0.15
ml de medio TBD con células 5601' Ya formados los centros in
fecciosos se mgregan 2.5 ml de medio TA6 fundido, se agita
ligeramente la mezcla y se esparce répidemente en une caja
de Petri con medio TAlz' La incubaciéﬂlse lleva & cabo &
37°C por 24 hs. En 1ls cepa indicadora usada sdlo creceran 1los
revertantes al tipo silvestre. Se recomienda sembrar 0.1 ml

de fago de las diluciones 10”1 y 1072,
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2 Técnicas para bacterias

a Purificacidén de bvacterias.

Se siembra un cultivo de células bacterianas en medio Lu
ria liquido y se incuba por 24 hs a 379% con agitacidn. Pase-
do ese lapso se introduce una asa de siembra estéril en el
cultivo para transportar la: bacterias a una pequefia poreciédn
de una caja de Petri con medio Luria sdélido, Se esteriliza
nuevamente el asa de siembra y cruzando la porcidén inicial se
forman varies estrias sobre una mitad de la caja de Petri, lo
anterior se repite pars la mitad restante. Después de incubar
a 37° por 24 hs se tendrdn colonias aisladas de las bacte-
ri;s deseadas, ademds se podrédn identificar fdcilmente las co
lonias contaminantes que posiblemente estaban en el cultivo
original.

b Método cualitativo para probar facilmente la sensibili
dad de las bacterias a la radiacidén UV.

Se hacen cultivos de 24 hs de las cepas por probar, se
intreduce el asa de siembra estéril en uno de estos y se colo
ca una linea de bacterias sobre la superficie de una caja de
Petri con Luria sdlido.

Se distribuyen sobre la misma caja de Petri, bandas para
lelas de cada una de las cepas restantes. La caja se divide
en secciones perpendiculares a las lineas de bacterias gue co
rresponderdn a diferentes dosis de radiacién UV, las cuales
se logran de la siguiente manera : se guita 1la tapa de la cea-
ja de Petri y se cubre gshora con un cartdn, ya colocada la ca
ja bajo la fuente de radiacidn UV, se descubre la primera sec
cidn de la misma, irradidndola a cierta dosis preseleccionada.
Posteriormente se descubre la segunda seccidn, se irradia y
se contin{la de la misma manera con las otras divisiones. Lo
anterior nos permite establecer un gradiente de dosis de ra-
diacidn ultravioleta. La (iltimas parte, que no se irradie, re-
presenta nuestro control. La incubacidn se hace a 37°C dPran—
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 respuesta es un indicio de la sensibilidad
a la radiacidn UV, _f' o » S ‘

¢ Construccibn y purificdéiénfdéfb&cterias lisbgenas. Se
siembra en TBD una coloniawde'ia‘ﬁééiefia que se desea hacer
lisogenica, se incuba a 3T°C por 24 hé con agitacidn y éerea—
cidn. Después de este lapsoO se mezclan en un tubo de ensaye
0.15 ml del cultivo de 2L hs y aproximadamente 500 fagos liso
genizadores, permitiendo su adsorcidn por 15 minutos a 37°C.
Se agregan 2.5 ml de TA6 fundido y se vacia la mezcla en una
caja. de Petri con TA12. Se incuban las cajas por 2h‘hs a 37°¢
Se observa la turbidez de las placas de lisis, en donde la
parte central de las mismas estd formada por bacterias lisdge
nas, es decir, son bacterieas que crecieron posteriormente a
la infeccidn 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
gota de MgSOh lO_QM, lo mismo se hace pars varias placas de
lisis con el objeto de purificar a los candidatos. Con unsa
asa de siembra estéril se toma un poco de volumen de las go-
tas y se estrie la superficie de una caja de Petri con medio
Luria sdlido, de manera semejante s la t&cnica usada en la
purificacidén de bacterias. Se incuban las cajas a 3T° por 24
hs.

Ahora se tiene gue probar cufiles de las colonias aisla-
das gque crecieron en las cajes con medio Luria son lisdgenas.
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 TBl’ estos
cultivos se incuban a 37° por 24 hs con agitacidn. Al si -
guiente dia, se ponen dos lineas de fagos con una pipeta de

0.01 ml en una caja con medio TA una de ellas es de fagos

12°
del mismo tipo de los que se encuentran como profagos en las
liségenas formadas y la otra estd constituida por fagos con
inmunidad diferente a la primers linea. Se recomienda usar rg

servas de fagos con una concentracidn de 105 a 107 fagos/ml.
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Une vez colocadas las lineas de fagos se dejan secar y se cru
zan perpendicularmente cada une de ellas con los candidatos
de células liségenas, utilizando parea ello el asa de siembra.
Es necesario esterilizar el asa cada vez gque se termine de
cruzar la linea de fagos, so’.re todo antes de introducir di -
cha asa en un cultivo de células. Las lineas de virus se cru-
zan ademis con bacterias nc lisdgenas y lisdgenas con profa -
gos de la misma o diferente inmunidad gque la de los fagos usg
dos para la prueba, estos filtimos seré&n los controles. Final-
mente se incuban =a 37°C duraznte 2h hs.

Los resultados se analizan de la ciguiente forma : a)
las bacterias que no son lisZgenas son lisadas por los fagos,
esto se observaré como dos lineas de bacterias interrumpidas;
b) las lisbgenas son destruidas por el fago de diferente inmu
nidad a la del profago peroc =no por el de la misma inmunidad,
por lo tanto, sdlo se observard una linea de c&lulas interrum
pida y c) las bacterias que no son lisadas por ninguno de los
dos tipos de fagos, son resictentes a la infeccidn por el fa=
go A.

Finalmente se hacen cultivos de las lisdgenas probables
en TBl y se induce el profago por cualquiera de los métodos de
inducecidn ya nombrados como radiacidén UV, mitomicina C o tempe
ratura, en el caso de que el profago see tLermosensible. Los
cultivos de bacterias que tengan fagos después del tratamiento
inductor son las lisdgenas, se purifican y se almacenan en la
forms indicads en el siguiente inciso.

d Almacenamiento de reservas de fagos y bacterias.

Las reservas de bacterizs se almaceran de la siguiente
ners : una vez comprobadas las caracterf{sticas genéticas de la
cepa en cuestidn, se toma con el asa de siembra estéril una co
lonia sislada que no se vea contaminada = simple vista y se
introduce el asa en tubos peqguefios con gelosa profunda. Se in-
cuba a 379% durente 24 hs. Si el cultiveo erecid bien se sellan
los tubos con parafilm y se guardan en la obscuridad e 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 despufs de cierto tiempo se observa conteminacidn en
la reserva, este se puede centrifugar a 10,000 rpm por 10 mi-

nutos, se recupera €l sobrenadante y se afiade cloroformo an

tes de almacenarlos a 4 °C,
D Irradiacidn de bacterias y de bacteridfagos.
1 Irradiacidén de células con luz UV.

Se diluye 50 veces un cultiveo de 24 hs en TBD dejando
que gl mismo alcance una D.O.590= 0.4 aproximedamente de 1
2x10° bacterias/ml.

Las bacterias se colectan por centrifugacidn a 10,000
rpm durante 10 minutos y el botdn formado se resuspende en
MgSOu lO‘EM. Se coloca la suspensidn de bacterias en una caja
de Petri, procurando que el volumen no sea mMayor & una capsa
de 2 mm de espesor. Se irradia & la dosis deseeda con una 1lam
para gerumicida gue emita una radiaciédn de 2,537 nm, agitando
lentamente a 0 %C. De aqui en adelante todos los pasos deben
realizarse en la obscuridad o con luz roja, para evitar la fo
torreactivacidn.

2 Irradiacién de bacteridfagos.

Las reservas de fagos deseados se diluye en SM a la con-~
centracidn requerida, dicha dilucidn se vacia en cajas de Pe-~
tri pequefias procurando que el espesor de la capa formada no
exceda los 2 mm de espesor. Las condiciones de irradiacidn
con luz UV son 0 9C y agitacidn lenta, la lémpara de irradia-

cidn es igual & la utilizada en el caso de las bacterias.
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IV Cruzas genéticas.

Las cepas de fagos que se utilizaron en los experimentos
de recombinacidn tienen una mutacidn ambar en el gene N (N )
o en el gene P (P7), de tel manera gue loe recombinantes obte

nibles pueden ser silvestres para los dos loci (N+P+) o mutan
tes para ambos (NP7 ).
A Experimentos de recombinacidn.

1 Se diluye 50 veces un cultivo de noche de las células
hospederas (AB 1157 o AB 2463) y se incuba en TBD hasta alcan
zar una concentracidn celular de 1 x 108 células por ml (D.O.
590=0.h).

2 Se centrifugse a 10,000 rpm por 10 minutos, el botbn se rg
suspende en MgSOh 10_2 M y se conserva la suspensidm en hielo
picado.

3 Las cepas de fagos mutantes por recombinar se mezclan a
concentraciones iguales para obtener una multiplicidad de in-
feccidn de 10. La concentracidn final deber ser de 1 x 107 fa
gos; si el titulo de las reservas de fagos es muy alto, estas
se pueden diluir en SM. Tanto la suspensidn de bacterias como
la mezcla de fagos se titulan para conocer la multiplicidad de
infeccidn real con la cual se trabajd.

b Se toman alficuotas tento de la suspensidn de bacterias co
mo de la mezcle de fagos y se irradian con UV a las diferentes
dosis establecidas., La formacidén de centros infecciosos se ha-
ce segiin los cuatro casos siguientes

a Control. Bacteris no irradiade (0), fago no irradiado

(0). Ceso OB/OX.

b Bacteria irrsdiadas (UV), fago no irresdiado {(0}. Caso

UVB/OA. ;

¢ Bacteria no irradiada (0), fago irradiado (UV). Caso
OB/UVA. R -

d Bacteria irradiade (UV), fago irrsdimdo (UV). Caso UVB/
Uva.

5 Para 1la formacién de los centros infecciosos se permi-

te la adsorcién per 15 minutos a 379 en las cepas AB 1157 o
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AB 2463.

6 Se adicionan 5 ml de MgS0, 107> M a cada tubo y se cen-
trifugen a2 10,000 rpm durante 10 minutos;, con el fin de eli-~
minar los fagos no adsorbidos. 5 ,‘   ._A : l

7 El botén se resuspende en TBD y .se inecuba a 3T°C con agi
tacidén durante 90 minutos. , ‘ ,

8 ©Se agregan tres gotas de cloroformo en cade tubo al fina
lizar el tiempo de incubaéién, se permiten 10 minutos més de
agitacidn y se centrifugas 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 incubacidn.

B Método pars determinar la frecuencia de recombinacidn de
los fagos irradiados o no.

1 E1 sobrenadante recuperado se-titula, usando para esto
tapices de E. coli QR 48 y 5601,‘en cajas de Petri con medio
TA12 .

2 Se incuba & 37°C durante 2l horas, se cuentan las placas
de lisis que creciefon en cada uno de los tapices. ’

Debido & que en QR 48 (recA” su+) crece la poblacidn to-
tal de fagos y en Sg. {recA”™ su”) unicamente lo hacen los fa
gos recombinantes, la frecuencia de recombinacidn se calcula
dividiendo el tftulo de fagos obtenido en 5601 entre el titu~
1o 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 .
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V Resultados.

Mediante las cruzas genétices entre los fagos utilizados,
se pudieron observar varios fendmenos que se presentan duran-
te la recombinacién'del fago A, cuando este ha sido irradiado
© no con luz UV,

Tanto en 1la cepa silvestre (AB 1157) como en la recA
(AB 2463), la frecuencia de recombinacidn del fago A aumenta
conforme se incrementa la dosis de radiacidn al ADN de 2
{gréficas 1, 3 y 5). Sin embargo este proceso tiene un 1fmi -
te, ya que a pesar de que se produzce un mayor nimero de da -
fios en el ARPXN del fago, la cantidaed de intercambios genéticos
permanece mis o menos constante (gréficas 1, 3 y 5).

Ho obstante gue la recombinacidn del fago no aumenta deg
pués de que este ha recibido ciertas dosis de radiacidn, este
proceso de recombinacidn es mayor cuando se irradis a las cé-
lulas hospederas, Tendmenoc gue se presenta tanto en las bacte
rias tipo silvestre como en las recA” (gréficas 1, 3, 5y 7).
El incremento de la recombinacién del fago A no es directamen
te proporcional a la cantidad de radiacidn a la bacteria, si-
no gue existe una dosis de radiacidén UV con la cual el nlza
de la recomdinacidn es 6ptima (gréficas 1, 3, 53y 7).

Muy interesante es el hecho de que la frecuencia de re-
combinacién del fago A aumente simplemente por irradiar al
hospedero, sin irradiacidn del fago, y por 1o tanto sin que
se induzcan dafios aparentes en el mismo. Esto es vdlido tan-
to para la cepa silvestre como pare la recA. Sin embargo
nientras gue para la primera cepa este fendmeno es dependien
te de la dosis; en la segunda unicamente importa el hecho de
que se irredie o no a la bacteria, siempre y cuando esté
presente el gere red (grédficas 2, 4 y 6; caso UVB/OA).

La recombinacidén espontédnea del fago (OB/OA) también es
ta influenciada por la presencia o ausencia de los genes rec
vy red. Si el fago es red+, no imports si la bacteria carece
0 no del gene rech, de todas formas la frecuencia de recomdbi

nacién esrontdnea es la misme, es decir, 9.2 x 10_3 pare la
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TABLA 1 Efecto de la radiaecidn UV en 1a recombinscidn de
+ + + + ..
los fagos AsusNTsu553n red ¥y ksungoc red . utili
zando como cé&lula hospedera a la cevpa AB 1157

(tipo silvestre).
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Grédficae 1. Efecto de 1la radiacidén UV en la recombinacidn
de las cepas AsusNTSusN53c+red+ ¥y AsusP80c+red+, utilizando co
mo célula hospedera a la cepa irradiada AB 1157 (tipo silves -
tre). En algunos casos la bacteria no ha sido irradiada (@ —
@ o se irradié a 50 J/m° (@------- B), 70 J/m° - Q)
o 100 J/m2 (VL—————QW. Cada punto de &sta y de las siguientes

graficas representa el promedio de vor lo menos cuatro experi-

mentos. Mediante el método de la desviacidn estandar { gn-1)
se eliminaron aguellos valores gue estaban alejados de la me -
dia (X).
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Gréfica 2. Efecto de la radiacidén UV en la recombinacidn
4
de las cepas %susl\!?susNSBC red” Y AsusP80c+red+, utilizando co
mo huésped a la cepa AB 1157 (tipo silvestre). E1l fago no se

irradidé (@—— & o se irradid a 25 J/m2 (B em e - A,
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TABLA 2 Efecto de 18 radimcidn UV en la recombinacidn de
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. 1 53 :
utilizando comc c&lula hospederm s 1la cepa AB 2463
(reca™).
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Grafica 3. Efecto de 1a radiacién UV en la recombinacidn

+ + s
53¢ red Y XsusPBoc red , utilizando co

huésped =z la cepa AB 2463 (recA” ). Las dosis de rediacién a

‘bacteria fueron : O J/m° (@———@ , 10 J,/m2 (B - A) ,

------- B. 70 3/n° (@ -r---®) 0 100 T/n° (Y P)
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Grafica 4, Efecto de la radiasciédén UV en la recombinacién
de las cepas )\susl\!.rsus!\!53c+red+ ¥ ksusP80c+red+, utilizando co
mo huésped a la cepe AB 2463 (recA” ). Las dosis de radiacidn
21 fsgo fueron 0 J/n° (@ &, 25 1/n° (Armeeommn A). 50
I/m® (M cm). 75 I/mE (@e-ioeon ©). 100 I/m? (Yo )
o 150 J/w2 (@-------- ®).
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Gradfica 5. Efecto de la radiacién UV en la recombinacidén
de las cepas ksusN7susN53c+red- ¥y lsusP80c+red—, utilizando
como huésped a la cepa AB 1157 (tipo silvestre). Las dosis de
rediscidén a la bacteris fueron : 0 J/m° & —@, 50 J/m?
(R -+----8), 70 J/m? (& -+ --=%) o 100 J/m® V——-x7.



-l

~<
-]
=
o
-
@
£
"g v
= ._.._..__....‘___._o____._o__,.___..___.ﬂf-
r=i -
= e O NN -
=1 3 R ""Q v - 8
o
2o~
- LT - B - R 1 -
s .
s -
S 1T
______ —— a
R S <
=
a2 -
o - -
s
[ V8
‘0—! L 1 i 2 1 A

o 10 25 50 78 100 180

Dosls de radlacidn UV a la bacterla (J/m2)

Grafice 6. Efecto de 1a radiacidén UV en la recombinacidn

de las cepas ' AsusN susN53c red” ¥y AsusPaoc red , utilizando

como huésped a la cepa AB 1157 (tipo silvestre). Las dosis de

rediscidén al fago fueron : 0 J/m° (@ —————@), 25 J/m°
(- A), 50 3/m® @ ... .. B, 75 J/n° (O-vmrmem- ),

( e ), 100 J/m® () o 150 J/m°
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Frecuencia de recombinacién delfago A
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Gr&fica 8. Efecto de 1la radiacidn UV en la recombinacién
de les cepas‘ksusNTsusNSBC’*red_ g AsusP80c+red-, utilizando
como huésped & la bacteria AB 2463 (recA”).Las dosis de radis
cidn al fago fueron : O J/m2 (@——@, 50 J’/m2 (g .--...8)
o 150 J/n® (@ ——@.
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cepa AB 1157 y 9.1 x 10"3 para la linea AB 2463 (tablsas 1 y
2). La situmcién es muy diferente cuando no estd presente el
sistema red del fago {(grdficas 5 y 6, tabla 3), ya que en su
eusencia la frecuencia de recombinacidn esponténea se reduce
a 1.5 x 1073 pero cuando faltan los dos sistemas, red y rec
(gréaficas 7T y 8, table 4), la recombinecidn disminuye a 2.0
x 107°.

Comparando los casos OB/UVA y UVB/UVX en la ceps recd”,
es decir, aquellos en donde s8lo se irradia al fago X o a la
bacteria y al fago respectivamente, encontramos que hay dife
rencias en 1a frecuencia de recombinacién, las cuales son de
pendientes de la dosis de radiacidn. A dosis bajas de radia-
¢idn, menores de 75 J/m2, la recombinacidn es inferior en el
caso OB/UVA que en el UVB/UVA,; pero & dosis altas las fre -
cuencias de recombinacidn, en ambos casos, son parecidas
(grafica 3).

Algo semejante a lo anterior sucede cuando comparamos
la frecuencia de recombinacién para el caso OB/UVA, 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 (gréaficas 1 y 3).

En la AB 1157 y cuando los fagos carecen del sistema red
(red”™ ), las frecuencias de recombinacidén, tanto la esponténea
como la inducida, son siempre menores que cuando esté presen-
te dicho gene (red+). A pesar de ello, la pendiente de la cur
ve es mayor en red que en rea’ (comparar gréaficas 1 y 5). En
este caso (red ) también se observa que la frecuencia de re -
combinacidén del fago A a dosis altas, mayores de T5 J/mz, es
tan elevads gque logra alcanzar a las frecuencias que se pre =
sentan cuando estf& activo el gene red (red+ a dosis bajas,
grificas 1 y 5).

El eJemplo més dréastico en cuanto a la reduccidn de 1la
recombinacidn es el que se presenta cuaundo faltan, tanto el
sistema rec {(recA”) como el red (red” ), agui la frecuencia de

recombinacidn no auments al dafiar més al ADN de A (grafica T),
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empero, si se observan ligeros sumentos cuando se irradia uni
camente & la bacteria (casos UVB/OX, gréfica 8).0 a esta y al
fago (caso UVB/UVX, gréfica 7). U ‘
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VI Discusién

La radiacidn UV dafia el ADN, del fago A. peroc algunos de
estos dafios pueden ser repsrados mediante sistemas enzim@ticos
que se encuentran en las células de E.coli a las que_parasitan
(Witkin, 1976).

Como en las cepas tipo silvestre (AB 1157), se encuentran
todos los sistemas de reparacidn conocidos, dichas bacterias
son capaces de reparar con gran eficiencia el ADN irradiado
del fago A. El incremento de la frecuencia de recombinacién al
irradiar unicamente al fago (ver graficas 2, L4, 6 vy 8, casos
OB/UVLA), se debe posiblemente a que, por la actuacidn de los
sistemas constitutivos de reparacidn, se producen mayor canti-
dad de intercambiocs en el ADN del fago, con el objeto de repa-
rar las alteraciones, o huecos postreplicativos, producidos
por las dosis crecientes de radiacidén ultravioleta (Howard-
Flanders et al, 1968).

El hecho de que la frecuencia de recombinacidn no aumente
después de ciertas dosis de radiacidn ultravioleta, sugiere
que los fendbmenos de reparacidn recombinogénicos no pueden co-
rregir més alld de un nmeroc de dafios determinado, es decir,
una vez queé sé rebasa cierto limite, los dafios producidos po-
drén ser enmendados por otros sistemas de reparacidn, més no
por recombinaciédn (grédficas 1, 3 y 5).

Aparentemente en la cepa AB 1157, el sisteme de repara -
cidén por recombinacidén no es saturable, por el hecho de gue
actuan otros sistemas de reparacidn. En este caso los procesos
no recombinogénicos le quitan sustrato a los recombinogénicos
¥ por lo tanto las frecuencias de recombinacién observadas son
el productdb 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 deficientes en el mecanismo
de excisidn de los dafios, el cual es un tipo de reparacidn no
recombinogénica, la mayoria de su reparacidn se lleva a cabo

por procesos de recombinaciédn, por lo gque en esta cepa la fre-
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cuencia de este fenbmeno es mayor que en el tipo silvestre
(datos no presentados).

Es interesante la induccidn de la recombinecidn del fago
A, observada cuando se irradia unicamente sl hospedero como se
observa al comparar casos OB/OX contra UVB/OX, ya que sin daflo
aparente en el ADN del fago, se produce un nimero mayor de
eventos de recombinacidén. Dicha induccidén al irradiar a la bac
teria se presenta cuando también se ha irradiado el ADN del fa
go como se ve al comparar el caso OB/UVX contra UVB/UVA. Aun -
que actualmente se estédn realizando varios experimentos en
nuestro laboratorio para tratar de dilucidar la hipdtesis co -
rrecta, pensamos que el aumento de la recombinacidén se debe a
un incremento en la produccidn de Prech.

Tomando en cuenta el modelo de regulacidén propuesto por
Howard-Flanders (1981) (ver incisio D de la introduccidn),
cuando hay dafios en el ADN se induce una sintesis mayor de
PrecA, ademés de otras proteinas, productos de los genes uvr(C,
uvrA, STiA, etc. (Kenyon et al, 1982). Al haber mayor cantidad
de PrecA disponible, es posible encontrar mayor recombinacidn
entre las moléculas de ADN. Esto resulta 16gico si considera -
mos los resultados obtenidos en la cepa silvestre, sin embargo
en la cepa recA también observamos un ligero aumento en la re
combinacidn del fago, al irradiar unicamente a la bacteria. To
mando en cuenta gue el mutante recA” no es un mutante por su -
presidén, es probable que a pesar de que esta cepa tiene una al
teracidn en gl gene que codifica para la PrecA, dicho mutante
conserva cierta actividad residual de la PrecA y por lo tanto
puede estar sintetizando una proteina similar a la Precd sil -
vestre, pero con elgin defecto estructural que provoca ung me-
nor sctividad gue la PrecA normal.

Otra explicacidn para este incremento de la recombinacidn
en la cepa recA es la de que el gene recF se induce como res
puesta a la radiacidn ultravioleta, independientemente del sis
tema S0S y del gene recA. Esta autonomia del gene recF estd

sustentada en el hecho de que el doble mutante recA” recF es



66.

més sensible gque los mutantes sencillos por separado, por lo
gque si es probable que el gene recF est€& involucrado en unsa
via metabdlica distinta de la del gene recA.

Aungque actuaslmente no podamos descartar ninguna de las
dos alternativas propuestas, la primera de éllas 'nos parece
la més adecuada, ya que tiene mayor apoyoc experimental en
nuestro laboratorio y se adapta mejor al modelo de regulacién
rec=lex.

El gene red del fago no estd involucrado de manera nota-
ble en esta indueccidn de la recombinacidn, ya que el fendmeno
se observa aungue falte dicho gene. Si acaso la ausencia del
gene red disminuye le recombinacidn generazlizada del fago A,
pefo no interfiere con la respuesta celular inducida por 1la
radiacidn,

La recombinacién esponténea del fago depende principalmen
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 configuracidn
tamafio o estructura, es menos accesible a las enzimas bacteria
nas. De hecho es de esperarse mayor eficiencia del gene del
bacteridfago, que del gene bacteriano, en la recombinacidn de
AL

Se observa ademds que en el caso de la recombinacidn es -
pontéinea hay una interaccidn de los sistemas rec y red ya que,
si falta red, la recombinacidén disminuye 6 veces pero si fal -
tan los dos sistemas la recombinacidn se reduce L5355 veces.

Cuando falta solamente el sistema rec la frecuencia de re
combinacidn es muy semejente a cuando estédn presentes los dos
sistemas, de los que se deduce, como ya se expresd anteriormen
te, que la recombinecidén esponténea &1 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 ge
ne del fago que interviene en la recombinacién, la presencia
de este gene no afecta nuestros resultados, ye que finicamente

participa en la recombinecidén integrative (Campbell, 1971).
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la recombinacién del fago es el resultado de la competen-
cia entre los sistemas red y rec, los cuales estdn intimamente
relacionados, es decir, desde el punto de vista general ambos
estdn involucrados en la recombinacidn inducida, aunque parti -
cularmente su especificidad es diferente. Cuando falta uno ge
los dos el otro puede suplirlo, pero en este caso el gistema
presente manifiesta m&s actividad, por falta de rivalidad, que
cuando estd acompafiado. Lo anterior se hace aparente porque se
nota un incremento mayor en la recombinacidn del fago, cuando
est& presente un solo sistema de recombinacidén, independiente
de gue sea el del fago o el de la bacteria.

Cuando faltan los dos sistemas se observa la hipotética
actividad residual de PrecA, no obstente las frecuennias de re
combinacidén espontfinea e inducida son sumamente bajas, y que

ademés, esta Ultima no aumenta con la dosis.
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Conclusiones

Como resultado de la actuacidn de la reparacidn recombi-
nogénica, la frecuencia de recombinacidén del fago X au -
menta mientras méAs se dafia su ADN con un agente inacti =~
vante como la radiacidn UV.

La recombinacidn del fago X es consecuencia de la inter-
accidn entre los sistemas red del bacteridéfago y rec de
la bacteria.

Cuando estin presentes estos dos sistemas, red lleva a
cabo la mayor parte de la recombinacidn, tanto espontd -
rnea como inducida por radiacién UV.

Aungque el sistema rec es menos eficiente que el red, am-
bos mecanismos pueden substituirse entre si.

Se propone gque el 1incremento en la recombinacidn, obser
vado al irradiar unicamente a la bacteria tipo silvestre
(caso UVB/OA), se debe a una sintesis mayor de proteina
recA involuecrada en la reparacidn del ADN.

Se postula una cierta actividad residual para la proteina
rechA en las cepas recA . Diche activided explicaria la re
combinacidn inducida al irradiar a la bacteria, cuando el

ADN del fago ha sido irradiado o no.
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