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RESUMEN 

La radiación ionizante produce rupturas sencillas y dobles en el DNA, así como daños 

diversos sobre las bases. Para contrarrestar estos daños existen diversas opciones entre las 

que se encuentra la respuesta SOS de Escherichia coli, que consiste en la activación de un 

grupo de genes cuando ocurren lesiones en el material genético para conferir a la bacteria 

mayores oportunidades de sobreponerse. Para la activación de este sistema es necesario que 

se generen regiones de DNA de cadena sencilla, de manera que la mayoría de las lesiones 

deben ser procesadas para poder inducir dicha respuesta. Se conocen algunos genes como 

recO, recB y recJ, que intervienen en dichos eventos, ya que cuando se exponen a 

radiación mutantes defectuosos en éstos, la actividad de SOS es menor que en una cepa 

silvestre. Experimentos preliminares mostraron que lo mismo ocurre en mutantes 

defectuosos en xonA. Dado que los productos de recJ y xonA son exonucleasas de cadena 

sencilla se consideró que podría ser un fenómeno general para ese tipo de nucleasas. Dado 

que la ausencia de RecBCD (Exo V) también disminuye la actividad de SOS se evaluó la 

participación de recD en estos eventos. Los resultados obtenidos indican que las cuatro 

exonucleasas de cadena sencilla de E. coli conocidas participan en el procesamiento de 

lesiones producidas por radiación gamma para activar SOS. Se observó que también es 

necesaria la participación de RecD y de algunas glucosidasas como Nth y Fpg. Con base en 

estos resultados se presenta un modelo que propone una explicación de cómo sucede el 

procesamiento de los daños para inducir la respuesta SOS. 

 

 



ABSTRACT 

 

Ionising radiation causes different types of genetic damage, ranging from base 

modifications to single- and double-stranded DNA breaks, which may be deleterious or 

even lethal to the cell. There are different repair or tolerance mechanisms to counteract the 

damage. Among them is the Escherichia coli SOS system: a set of genes that becomes 

activated upon DNA damage to confer better opportunities for cell survival. However, since 

this response is triggered by single-stranded DNA regions, most lesions have to be 

processed or modified prior to SOS activation. Several genes such as recO, recB and recJ 

that seem to be required to induce the response have already been reported. The results of 

this work indicate that the four known E. coli single-strand exonucleases take part in 

processing gamma radiation damage, though RecJ and ExoI proved to be more important 

than ExoVII or ExoX. In addition, Exo V as well as glycosylases such as Nth and, to a 

lesser extent, Fpg are also required. A model intended to explain the role of all these genes 

in damage processing is presented. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Radiación 

Los átomos que cuentan con un número excesivo de neutrones son inestables y pueden 

liberar partículas subatómicas para disminuir el exceso de energía. A este proceso se le 

conoce como radioactividad. La radiación se puede definir como paquetes de energía en 

movimiento que cuando chocan con las moléculas de otro material les transfieren dicha 

energía. Al hacerlo, dependiendo de la energía que posea o que deposite, puede provocar 

que los electrones orbitales vibren, que se exciten al pasar a niveles de energía superiores o 

bien que salgan de su órbita dando lugar a iones. A la radiación que tiene la capacidad de 

transferir la energía suficiente para que ocurra esto último se le conoce como radiación 

ionizante. Puede considerarse como ionizante toda aquella radiación cuya energía sea 

superior a 10 electrón-voltios (eV) (Casarett, 1968; Arena, 1971). 

 

Por sus características físicas la radiación se clasifica en corpuscular y electromagnética: 

La radiación corpuscular posee energía y masa pero tiene menor penetrabilidad y produce 

gran cantidad de ionizaciones a lo largo del limitado espacio que recorre. Un ejemplo de 

esta radiación son las partículas alfa () que son núcleos de helio formados por dos 

protones y dos neutrones, lo que les da una doble carga positiva. Gracias a esta carga 

presentan una marcada atracción electrostática hacia los electrones exteriores de los átomos 

a los que se acercan, provocando que éstos se exciten y cambien de orbital o bien que sean 

expulsados produciendo iones. Gran parte de los electrones expulsados (denominados rayos 

delta) tiene la suficiente energía como para a su vez producir ionizaciones secundarias que 

se observan como ramificaciones a lo largo de la trayectoria de la partícula alfa, con lo que 

aumenta el alcance de la radiación. Los rayos delta contribuyen aproximadamente con 25% 

del total de ionizaciones producidas por las partículas alfa. Conforme viaja, la partícula  

va perdiendo velocidad, lo que aumenta su poder de ionización ya que va cediendo cada 

vez mayor cantidad de energía hasta que finalmente captura dos electrones formando así un 

átomo de helio (Casarett, 1968). Las radiaciones beta () son en realidad electrones 

provenientes del núcleo y según sea su carga positiva o negativa se denominan positrones o 

negatrones, respectivamente. Dado que las partículas  tienen sólo 1/7400 de la masa de las 



partículas  y viajan a una velocidad igual a la de la luz, es difícil que interactúen con los 

electrones orbitales, por lo que su penetración en la materia es mayor. Para que se dé una 

ionización, deben transferirse por lo menos 32.5 eV por cada impacto de la partícula  con 

electrones orbitales. Una vez perdida toda la energía, el negatrón se incorpora como electrón 

orbital en un átomo positivo, mientras que el positrón interactúa con un electrón orbital, 

eliminándose mutuamente (Casarett, 1968; Arena, 1971). Por carecer de carga, los neutrones 

no ionizan directamente sino que al pasar por el material ceden energía cinética al núcleo de 

los átomos, ocasionando la liberación de una partícula cargada (un protón), capaz de producir 

ionizaciones. A medida que avanzan, los neutrones van perdiendo velocidad hasta que su 

energía cinética iguala a la de las moléculas del material que atraviesan. En este punto se 

conocen como neutrones térmicos y pueden ser atrapados por prácticamente cualquier núcleo 

atómico al que se acerquen, con la consecuente emisión de radiación. 

 

La radiación electromagnética tiene gran poder de penetración, posee energía en forma de 

fotones que abarcan longitudes de onda de 10 Angstroms o menores y produce ionizaciones de 

manera muy dispersa. Según la magnitud de la energía, afecta a los materiales de acuerdo con 

tres distintos mecanismos que se conocen como efecto a) fotoeléctrico, b) Compton y c) 

formación de pares. En el primer caso toda la energía del rayo se transfiere a un electrón de 

valencia, sacándolo de su órbita. En el segundo, parte de la energía se pierde por expulsión de 

un electrón de valencia y el resto continúa, también como radiación electromagnética pero 

desviándose de su trayectoria original y con menor energía. La tercera posibilidad se presenta 

con fotones de más alta energía que al pasar cerca del núcleo de un átomo son totalmente 

absorbidos por aquel, expulsando un positrón y un electrón (Casarett, 1968). 

 

El cobalto-60 (Co60) es un isótopo radiactivo con una vida media de 5.27 años, que decae 

por desintegración beta al isótopo estable níquel-60 (Ni60). En el proceso de desintegración 

se emite un electrón con una energía de 315 keV y luego dos rayos gammas con energías de 

1.17 y 1.33 MeV, respectivamente. 

 

Efecto biológico de la radiación ionizante  



Al incidir sobre las células la radiación ionizante afecta tanto a los componentes 

estructurales como al material genético, pero mientras que el daño en los primeros es 

temporal (ya que existe la posibilidad de sintetizar nuevas moléculas para reemplazarlas), 

en el material genético los efectos pueden ser permanentes y traer graves consecuencias a 

nivel celular, tisular, en los organismos o incluso en la población, por lo que en general 

cuando se refiere a los efectos de la radiación se considera al DNA como la molécula 

blanco.  

 

La radiación afecta al material genético de manera totalmente aleatoria en función de dos 

alternativas conocidas como efectos directo e indirecto. El primero se refiere a la 

interacción de los fotones y/o partículas ionizantes con el DNA, mientras que el segundo se 

debe a reacciones con los productos de la radiólisis del agua en donde ocurre la mayoría de 

las ionizaciones, ya que es el componente más abundante de la materia viva (figura 1).  

 

 

Figura 1. Efecto directo e indirecto de la radiación ionizante sobre el DNA 

 

Los principales productos son iones hidroxilo (OH
+
), superóxido (HO2

+
), hidronio (H

+
) y 

por subsecuentes reacciones, peróxido de hidrógeno (H2O2) y radicales libres como el 



radical hidroxilo (OH

) (Casarett, 1968; Gentner y Paterson, 1984; Retel, 1993; Pouget y 

Mather, 2001). Todas estas especies son muy reactivas y pueden atacar a cualquiera de los 

componentes del DNA.  

 

El radical hidroxilo ataca enlaces dobles, especialmente el 5-6 de las pirimidinas para dar 

lugar a bases oxidadas como 5,6-dihidroxi-5,6-dihidrotimina (timidín glicol) que es el 

aducto más frecuente (Téoule, 1987). En las purinas ocasiona la apertura del anillo de 

imidazol con formación de 4,6-diamino-5-formamidopirimidina o 2,6-diamino-4-hidroxy-

5-formamidopirimidina en la mayoría de los casos (Friedberg, 1985; Téoule, 1987). Los 

radicales OH

 reaccionan además con los carbonos de la desoxirribosa, sustrayendo un 

átomo de hidrogeno con formación de agua o rompiendo el enlace N-glucosídico, lo que 

genera sitios apurínicos o apirimidínicos (sitios AP). Todos estos cambios a su vez pueden 

finalmente dar lugar a rupturas del DNA. Las rupturas de banda sencilla (RBS) son 

interrupciones en la continuidad de una de las hebras de la molécula de DNA, casi siempre 

por la escisión del enlace éster fosfato-carbono 3’. Las de doble banda (RDB) se producen 

por la coincidencia de dos rupturas sencillas en hebras opuestas (Pouget y Mather, 2001).  

 



 

Figura 2. Ejemplos de bases modificadas producidas por radiación ionizante 

Reparación de lesiones en el DNA 

Dado que el funcionamiento de los organismos en buena medida depende de la integridad 

del material genético, gradualmente han desarrollado diferentes estrategias para enfrentar o 

contrarrestar los daños de acuerdo con dos alternativas, la protección contra tales ataques o 

bien la reparación de las lesiones que aquellos causen en el genoma. Dentro de los primeros 

están diversos sistemas enzimáticos que neutralizan el efecto de los agentes tóxicos, 

inhibiendo su actividad o destruyéndolos antes de que puedan ejercer su acción sobre el 

genoma. Un ejemplo de estos serían los sistemas que atrapan o eliminan agentes o radicales 

oxidantes, evitando así que reaccionen con el DNA (Friedberg et al., 1995).  

 

Los segundos son los sistemas de reparación que actúan directamente sobre el material 

genético ya dañado y poseen diferentes grados de especificidad. Algunos eliminan 



directamente a la lesión restituyendo de inmediato a la estructura original del DNA y en 

general reconocen un solo tipo de daño. Un ejemplo clásico de mecanismo de reparación 

específico es la fotorreactivación, proceso en el que la enzima fotoliasa reconoce los 

dímeros de pirimidina que surgen por exposición a luz ultravioleta y simplemente rompe 

los enlaces que se formaron entre las dos pirimidinas adyacentes con lo que se restaura en 

un solo paso la estructura original del DNA. Otro ejemplo de este grupo es el de 

eliminación de grupos alquilo anormales mediante las enzimas alquil-transferasas, que 

sacan a estos grupos del DNA restaurando al mismo tiempo a la estructura original 

(revisado en Sancar et al., 2004) 

 

Reparación por escisión 

Hay otros procesos menos específicos que pueden reconocer distintos tipos de daños y 

genéricamente se conocen como mecanismos de escisión. Este tipo de reparación implica el 

corte y la eliminación de regiones de DNA que contengan daños, ya sea a nivel de una base 

(reparación por escisión de bases ó REB) o bien de tramos que incluyen un número 

determinado de nucleótidos (reparación por escisión de nucleótidos o REN) (Sancar et al., 

2004). 

 

El primero se inicia con la hidrólisis del enlace N-glucosídico de la base dañada, con lo que 

queda un hueco apurínico o apirimidínico (sitio AP), al que reconocen enzimas, por lo 

mismo llamadas endonucleasas AP, que al romper el enlace éster fosfato, ya sea por 

hidrólisis o por eliminación , dejan una ruptura en la hebra de DNA que posteriormente 

reparará una polimerasa (figura 3). Una característica importante de este tipo de reparación 

es su relativa especificidad, ya que las diferentes enzimas que participan en este mecanismo 

reconocen solamente cierto tipo de bases dañadas (Glassner et al., 1998). 
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Figura 3. Esquema de las dos alternativas para la reparación por escisión 

de bases (Glassner et al., 1998) 

 

 

El proceso REN implica la liberación de los tramos de DNA de una sola banda que 

contienen el daño. Es la principal respuesta celular a modificaciones al DNA causadas por 

agentes muy diversos y por lo mismo puede reconocer una amplia gama de lesiones. Los 

pasos del proceso son: 1) reconocimiento de la lesión, 2) corte a ambos lados de ésta y 3) 

separación del tramo que contiene a la lesión (Bhatia et al., 1996). En E. coli todos estos 

pasos están a cargo de la escinucleasa ABC, también conocida como UvrABC, que consta de 



tres subunidades. La subunidad A forma un dímero con gran afinidad por el DNA dañado que 

se adhiere a lugares donde hay alguna alteración. A esto se une la subunidad B que al formar 

un complejo UvrB-DNA provoca el desprendimiento de UvrA. Al complejo UvrB-DNA se 

une UvrC que se encarga de romper los enlaces fosfodiéster a ambos lados de la región 

alterada y por acción de la helicasa UvrD, se libera entonces el oligonucleótido 

correspondiente (figura 4). Los huecos resultantes de cualquiera de las dos alternativas antes 

descritas (REB ó REN) son posteriormente resintetizados por la polimerasa I de DNA (Lin y 

Sancar, 1992). 

 

Reconocimiento de la lesión y 

cortes a ambos lados de este

Eliminación del daño 

en un oligonucleótido
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Restablecimiento de la doble hélice

Dímero

 

Figura 4. Modelo de reparación por escisión de nucleótidos (Friedberg, 1985) 

 

Reparación por recombinación 



Otra opción importante de recuperación al daño es la de recombinación, que implica 

intercambio de material de moléculas de DNA distintas. El fenómeno de recombinación se 

presenta en todos los seres vivientes y su único requisito es que haya al menos dos copias 

de DNA. 

 

En esencia el proceso se refiere al paso de secciones de una molécula de DNA a otra 

diferente, ya sea en forma recíproca, es decir que haya intercambio entre ambas o no 

recíproca, en donde solamente una de ellas recibe material nuevo. Esta transferencia puede  

llevarse a cabo en regiones con secuencias similares (recombinación homóloga) o bien por 

la unión de extremos de DNA (recombinación no homóloga) evento que se da 

principalmente en eucariontes y de manera muy reducida en la mayoría de las bacterias, si 

bien en otras como Deinococcus radiodurans ó Basillus subtilis parece ser un mecanismo 

importante (Kuzminov, 1999). El proceso es muy importante ya que la recombinación es la 

única posibilidad de componer el daño en el caso de rupturas en la doble banda (RDB), 

puesto que al perderse la continuidad de la hebra de DNA no hay un molde a partir del cual 

resintetizarla, lo cual conduce a la muerte de la celular. Puede también intervenir para 

tolerar lesiones durante el proceso de duplicación de DNA: cuando la polimerasa que 

cataliza la síntesis del DNA nuevo encuentra una lesión ilegible (dímero, aducto, etc.), 

interrumpe el proceso y prosigue varios nucleótidos más adelante, dejando un hueco 

enfrente del sitio donde se halla el daño. Para resolver este problema la célula lleva a cabo 

un evento de recombinación no recíproca, en el que una molécula homóloga de DNA cede 

el fragmento homólogo para así rellenar el hueco que quedó en el DNA recién sintetizado 

(Kuzminov, 1999).  

 

En Escherichia coli existen dos vías principales de recombinación homóloga, la vía 

RecBCD y la vía RecFOR, aunque en algunas bacterias existe también la vía RecE que 

depende de la presencia del profago rac. La más importante es la que lleva a cabo RecBCD 

ya que es la principal responsable de la reparación de rupturas de doble cadena. Esta 

enzima reconoce los extremos rotos del DNA y degrada el extremo 3’ hasta encontrar una 

secuencia específica denominada sitio chi (llamado así por sus siglas en inglés crossover 

hotspot instigator, comúnmente se representa con la letra griega ), en donde la subunidad 



RecD cambia de polaridad y degrada en el lado 5’ de modo que se genera un extremo 3’. Al 

mismo tiempo la enzima promueve la polimerización de RecA sobre esta cadena. Esta 

proteína por su parte, se encarga de intercambiar dicha banda con su secuencia homóloga 

en una molécula intacta y posteriormente la polimerasa I del DNA se encarga de sintetizar 

la parte faltante (Kuzminov, 1999).  

 

La vía RecFOR por su parte se encarga de la recombinación en tramos de DNA de cadena 

sencilla (huecos). Cabe mencionar que estos huecos pueden formarse por la actividad de 

nucleasas como RecJ ó Exo I a partir de cortes de cadena sencilla o bien por la interrupción 

de la síntesis de DNA. Al formarse este tipo de estructuras la enzima SSB (por sus siglas en 

inglés single-strand binding protein) se pega a ellos para protegerlo y darle estabilidad. 

Posteriormente el complejo FOR (formado por las subunidades RecF, RecO y RecR) se 

encarga de retirar a SSB y promueve la entrada de RecA, que realiza el intercambio con la 

secuencia homóloga de otra molécula de DNA (Umezu y Kolodner, 1993; Umezu y 

Kolodner, 1994) (figura 5). 

 

 

 



Figura 5. Vías de recombinación homóloga en Escherichia coli (Kuzminov, 1999) 

 

 

 

Reparación de disparidades en las bases 

Además de los mecanismos mencionados, la bacteria cuenta con otros cuyo objetivo es 

eliminar apareamientos incorrectos que quedaron al finalizar los procesos de duplicación o 

de reparación del DNA, y asegurar así que la información genética se conserve fielmente. 

Uno de esos mecanismos es la actividad correctora de las polimerasas y reside en la función 

de nucleasa 3’-5’, que actúa simultáneamente al proceso de polimerización. Aún así es 

posible que a dicha actividad de edición se lleguen a escapar bases o regiones mal 

apareadas, por lo que se cuenta con una alternativa más, la llamada en inglés “methyl-

directed mismatch repair” que puede traducirse como reparación de disparidades 

determinada por metilaciones. El proceso consiste en retirar el tramo de la banda donde se 

encuentra(n) la(s) disparidad(es) para después ser resintetizado en la forma correcta. Se 

requieren dos condiciones: 1) el reconocimiento de los apareamientos erróneos o de las 

estructuras en forma de asa que resulten de pérdidas o inserciones de bases y 2) la selección 

y eliminación del tramo incorrecto, utilizando como guía la presencia de metilaciones 

periódicas a lo largo de la hebra que sirve de molde durante la síntesis (Modrich, 1991) 

 

Las encargadas de llevar a cabo este proceso en E. coli son las proteínas MutS, MutL y 

MutH. (Modrich, 1991; Yang, 2000). Cada vez que finaliza un evento de duplicación, la 

proteína Dam introduce un grupo metilo en el nitrógeno 6 de cada adenina que se localice 

en la secuencia GATC, marcando al material genético como propio para así diferenciarlo 

del de otra(s) especie(s) que llegase a penetrar a la célula. A la siguiente duplicación, el 

DNA ya metilado sirve de molde para la síntesis de cadenas nuevas que permanecen 

temporalmente sin metilar. A éstas se pega MutS que reconoce a las bases erróneas y las 

regiones de DNA con pérdidas o inserciones extra (Parker y Marinus, 1992). A 

continuación se agrega MutL y por último MutH, una endonucleasa que sólo se activa 

cuando se une a MutS. Por su parte, MutL ayuda a establecer la unión entre ambas 

proteínas. Ya formado el complejo de todas estas proteínas con el DNA, se realizan cortes 

en las dos secuencias GATC que queden a ambos lados del error y por acción conjunta de 



una helicasa y alguna exonucleasa (Harris et al., 1998; Burdett et al., 2001), se retira el 

tramo erróneo de DNA. Más adelante, la polimerasa I lo resintetiza, la ligasa restaura los 

enlaces fosfodiéster y finalmente Dam metila el DNA ya reparado (figura 6). Se ha 

comprobado que además de su papel de “retocado” al finalizar la duplicación, este sistema 

también corrige regiones con secuencias diferentes (heteroduplexes), resultado de 

apareamientos entre secuencias no idénticas durante la recombinación genética (Zarht y 

Maloy, 1997). 
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Figura 6. Reparación metil-dirigida de bases mal apareadas (Modrich, 1991) 

 

Respuesta SOS 



Además de los mecanismos de reparación ya mencionados existen sistemas complejos en 

los que participa gran cantidad de genes cuya finalidad es aumentar las posibilidades de las 

células a sobreponerse a un medio adverso. Dentro de esta última modalidad, en E. coli y 

algunas otras especies de bacterias se encuentra la llamada respuesta SOS (Walker, 1996). 

Este sistema está formado por alrededor de 60 genes de defensa cuya expresión se activa al 

ocurrir lesiones en el material genético (Fernández de Henestrosa et al., 2000; Courcelle et 

al., 2001).  

El descubrimiento de esta respuesta surgió de los experimentos realizados por Weigle 

(1953), en los que observaba que al infectar E. coli previamente expuesta a la luz 

ultravioleta con el bacteriófago lambda aumentaba la cantidad total de fagos. Tiempo 

después el grupo dirigido por Radman observó que aunado a la reactivación Weigle, (como 

se llamó a dicho fenómeno) se producían otras manifestaciones como la filamentación 

celular y el aumento en la frecuencia de mutación (Defais et al., 1971; Radman, 1976). Esto 

los llevó a proponer la existencia de un tipo de reparación inducible relacionado con la 

mutagenicidad, que se activaba en situaciones de estrés e inducía la síntesis de diversas 

proteínas normalmente reprimidas. Llamaron a este fenómeno respuesta SOS (por la señal 

internacional de auxilio “Save Our Souls”), ya que consideraron que se trataba de la última 

opción de las células para sobrevivir. Gudas y Pardee (1975), basándose en el hecho de que 

la reactivación de lambda se da por la proteólisis del represor CI y de que en algunos 

mutantes en los genes recA y lexA no ocurre así ni tampoco hay activación de SOS 

(Roberts et al., 1975), proponen un esquema de regulación de dicha respuesta. Little y 

colaboradores (1980, 1982) trabajaron con los productos de esos genes in vitro y 

demostraron que RecA se activa y facilita la auto-degradación de LexA, con lo que 

elaboraron el modelo de regulación que sigue vigente. 

 

Regulación 

El producto de recA actúa como regulador positivo y el de lexA como represor del sistema. 

LexA es un homodímero formado por dos subunidades, cada una de 22.7 kD, unidas a 

través de sus extremos carboxílicos (Brent y Ptashne, 1981; Schnarr et al., 1985; Thliveris 

et al., 1991). Gracias a la atracción de los extremos amino, el dímero reconoce y se pega a 

una secuencia consenso que se conoce como “caja SOS”, presente en todos los operadores 



de los genes pertenecientes a esta vía e impide el reconocimiento por la polimerasa de 

RNA, con lo que bloquea la transcripción. Cuando ocurre alguna lesión o se interrumpe la 

síntesis de DNA se genera una señal que promueve el paso de la proteína RecA al llamado 

estado activo y donde funciona como coproteasa al promover la autodegradación de LexA 

por la ruptura del enlace peptídico Ala 84-Gly 85 que se encuentra a la mitad de la proteína. 

En este estado LexA es incapaz de unirse a la caja SOS con lo que se incrementa la 

expresión de los genes de la vía (figura 8). Un aspecto importante en cuanto a la respuesta 

SOS es que su actividad se puede regular de acuerdo con el grado de daño causado sobre el 

material genético. Así, el momento de la transcripción, la duración y el nivel de expresión 

de cada gen SOS varía dependiendo de la cantidad de daño que se genere y de la afinidad 

de cada operador de SOS por el represor LexA. 
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Figura 8. Regulación de la respuesta SOS 

 

 

El aumento en la concentración de RecA no basta para que se inicien las funciones SOS, es 

necesario que la proteína se active para promover la degradación de LexA y así 

desencadenar la respuesta (Quillardet et al., 1982). Los experimentos in vitro con las 

proteínas reguladoras purificadas han demostrado que para estimular la actividad de 

coproteasa de RecA son necesarios el DNA de una hebra y el ATP (Little et al., 1981; 

Little, 1984). Adicionalmente, en experimentos in vivo en los que se infectaron bacterias 

con mutantes del fago f1, incapaces de llevar a cabo la síntesis complementaria de DNA y 



que permanecen como DNA de una hebra dentro de la célula, la respuesta SOS se induce, 

lo que demuestra que el DNA de una sola hebra activa el regulón (Higashitani et al., 1995). 

Esto sin embargo, explica sólo parcialmente el proceso que lleva a la inducción de SOS, ya 

que si bien hay una gran cantidad de agentes que alteran la estructura química del DNA, 

son pocos los que generan directamente las regiones de una hebra requeridas para que se 

active el sistema y, en general, es necesario que ocurra una serie de eventos previos. 

Durante el proceso de síntesis semiconservatdora de DNA, la horquilla de duplicación 

puede encontrar lesiones o deformaciones en la estructura helicoidal del DNA que detienen 

o bloquean a la polimerasa, dando lugar a huecos o regiones de una hebra a los que se une 

RecA para iniciar el proceso que conduce a la activación de SOS (Sassanfar y Roberts, 

1990). Los anillos de ciclobutano, también conocidos como dímeros de pirimidina, que 

resultan de la exposición a la luz ultravioleta son un ejemplo clásico de este tipo de 

deformaciones en la hélice de DNA. Otro caso es el de las rupturas dobles, en donde es 

necesaria la intervención de diversas enzimas, como helicasas y nucleasas, para que 

finalmente se forme el sustrato que pueda reconocer RecA y se inicie la respuesta SOS 

(Breña y Serment, 1998; Tavera et al., 2003). Dentro de la célula existen diferentes enzimas 

que compiten por estas estructuras, ya sea para degradarlas (exonucleasas de una hebra) o 

bien para estabilizarlas, como es la proteína SSB. En este último caso es necesario que 

RecA se una a DNA de cadena sencilla en lugar de SSB para que se puedan reparar dichas 

estructuras (Umezu y Kolodner, 1994). 

 



JUSTIFICACIÓN 

Como ya se explicó son las regiones de DNA de cadena sencilla las que activan a RecA 

para iniciar la respuesta SOS, sin embargo aun existen muchas incógnitas en el proceso. 

RecA es una proteína que normalmente se encuentra en concentraciones relativamente altas 

dentro de la bacteria y es necesaria para que se lleven a cabo eventos de recombinación 

genética. Para ello es necesario que se una también a DNA de una banda. Si en ambos 

casos RecA tiene que formar este complejo DNA-proteína ¿qué es lo que determina su 

función? ¿Cómo decide qué ruta seguir, recombinación ó SOS? ¿Son acaso eventos que 

compiten entre sí o que se complementan? ¿Son quizás dos alternativas para responder a 

situaciones de estrés? Hay que tomar en cuenta además que la respuesta SOS implica la 

transcripción de muchos genes, lo que le significa a la bacteria un gasto energético enorme. 

¿Por qué entonces, si existen muy diversos mecanismos para enfrentar y reparar lesiones en 

el DNA, se ha conservado la respuesta SOS? ¿Cuál es su significado evolutivo? Existen 

aun muchísimas interrogantes con respecto a la activación, la función y el significado 

biológico de este sistema. 

 

Uno de los aspectos importantes que es necesario explorar es el de los pasos que se siguen 

desde que se origina una lesión en el DNA hasta que finalmente se activa la respuesta SOS 

así como los genes participan en ello. Cuando se descubrió esta respuesta se pensó que 

cualquier tipo de lesión genética podía activarla (tan es así que a los genes de esta vía se les 

nombró din por las palabras en inglés damage inducible), sin embargo se ha observado que 

en la mayoría de los casos es necesario un procesamiento de las lesiones que lleve 

finalmente a la estructura que reconoce RecA como sustrato para activar SOS. Se han 

identificado ya varios genes que en mayor o menor grado parecen intervenir en este 

procesamiento, ya que cuando faltan o están defectuosos la actividad SOS disminuye o bien 

está casi totalmente inhibida. Entre estos están recB, recJ y recO (Hedge et al., 1995; 

Whitby y Lloyd, 1995; Breña y Serment, 1998) y en experimentos preliminares se observó 

que en un mutante defectuoso en xonA también disminuía notablemente la actividad de 

dicho regulón.  

 



El producto de recO actúa como parte de un complejo junto con los de recF y recR para 

desplazar a la proteína SSB y promover la entrada de RecA sobre DNA de una hebra. En su 

defecto la activación de SOS disminuye dramáticamente en bacterias expuestas a diversos 

agentes o a radiación gamma (Breña y Serment, 1998)). Cabe destacar que recB, recJ y 

xonA codifican para exonucleasas; el producto de recB es la subunidad principal del 

complejo RecBCD, una exonucleasa (Exo V) que reconoce extremos de DNA de doble 

cadena y degrada una de ellas para generar regiones de cadena sencilla que pueda reconocer 

RecA para la recombinación homóloga.  Por otro lado, los productos de recJ y xonA son 

exonucleasas de una sola hebra que, a partir de rupturas dobles o bien de pequeños huecos 

generados por diferentes procesos enzimáticos, degradan una de las bandas de DNA y dejan 

regiones de una hebra que como ya se dijo es el tipo de estructura a partir de la cual se 

inicia SOS. Hasta el momento se han reportado en E. coli cuatro exonucleasas de este 

último tipo (RecJ, ExoI, ExoVII y ExoX) (Viswanathan y Lovett, 1999) que participan en 

la eliminación de bases mal apareadas, en la reparación por escisión de bases, en procesos 

de recombinación y posiblemente también en la formación de regiones de DNA de una 

banda reconocibles por RecA.  

 

En el presente trabajo se estudia la participación de las cuatro exonucleasas de cadena 

sencilla con que cuenta E. coli así como el papel de la subunidad exonucleolítica de 

RecBCD (recD) en el procesamiento de lesiones previo a la activación de las funciones 

SOS. Además, dado que una buena porción de las lesiones producidas por la radiación 

gamma es sobre las bases, que muy probablemente se reparan por el proceso de escisión de 

bases descrito anteriormente, se decidió investigar también la participación de algunas 

glucosidasas en dichos eventos. 

 

OBJETIVOS 

 

Los objetivos de este trabajo son: 

 

 Estudiar el papel de diferentes exonucleasas en el procesamiento del daño al DNA. 



 Determinar el papel de recD en el procesamiento de lesiones previo a la inducción 

de la respuesta SOS. 

 Determinar la participación de algunas glucosidasas en procesos que lleven a la 

activación de SOS.  

 



METODOLOGÍA 

 

Construcción de cepas 

Se construyeron mutantes de E. coli utilizando la técnica de transducción general mediante 

el fago P1 (Miller, 1992). Este fago tiene la capacidad de encapsular DNA bacteriano 

perteneciente a su hospedero y al infectar otra cepa, transmitir esta información. De esta 

manera se seleccionaron mutantes defectuosos en recD, xonA, fpg, nth, así como 

combinaciones de algunos de éstos con recB recJ y recO. Por otro lado, se construyeron 

mutantes con deleciones en los genes xseA y exoX usando la metodología descrita por 

Datsenko y Wanner (2002). Brevemente, utilizando la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) y usando un plásmido como molde se construyeron “cassettes de eliminación” que 

en medio tienen el gen que confiere resistencia a kanamicina y en ambos extremos tiene 

regiones de 40 bases con secuencias homólogas a las que flanquean el gen en el cromosoma 

bacteriano (figura 9). Los iniciadores tienen en un extremo las secuencias 5’-

TGTAGGCTGG AGCTGCTTCG (“upstream”) y 5’-CATATGAATA TCCTCCTTAG, 

(“downstream”) que reconocen las regiones que flanquean al gen de resistencia al 

antibiótico en el plásmido, y en el otro extremo (extremo 5’) una secuencia de 40 bases que 

reconocen las regiones que flanquean al gen que se quiere eliminar: para xseA , 5’-

GACTGAATAA CCTGCTGATT TAGAATTTGA TCTCGCTCAC (“upstream”) y 5’-

ATGGCTTGAT ATCGAAAAAA CGCGTTGAAT TCGTGCTGGC (“downstream”); 

para exoX 5’-TCATTCCATT ACGCTAGGC TTTTTCGGCC TGGAGCATGCC 

(upstream) y 5’-CGCTGGCGCA GGGAACATTA CCCGCTACGC CTGCGGACTA 

(downstream). Estos iniciadores fueron diseñados por Feschenko y colaboradores (2003). 

 



 

Figura 9. Construcción de cassettes de eliminación de acuerdo con la 

metodología descrita por Datsenko y Wanner (2002) 

 

Con estos “cassettes” se transforman células competentes por el método descrito por Chung 

et al. (1989) a una cepa receptora que tiene un plásmido que expresa los genes del sistema 

de recombinación red/gam de lambda, de modo que al entrar el DNA lineal de doble hebra 

reconozca su región homóloga y se integre por recombinación al cromosoma, sustituyendo 

al gen blanco (en este caso exoX ó xseA) por el de la resistencia al antibiótico. Una vez 

obtenidas estas cepas se lisan por medio del fago P1 para que por transducción pase el 

defecto a PQ30 que tiene los marcadores necesarios para realizar el cromoensayo. Para la 

construcción de un doble mutante xseA exoX fue necesario eliminar la resistencia a la 

kanamicina de la cepa IN520 (exoX::kan) como lo indica la técnica propuesta por 

Datsenko y Wanner descrita más arriba, que da la opción de eliminar la resistencia al 

antibiótico después de la sustitución. Los “cassetes de eliminación” poseen secuencias de 

reconocimiento para la enzima de restricción FLP que flanquean al gen que confiere 

resistencia al antibiótico (en este caso kan). Usando bacterias competentes por el método de 

polietilenglicol, se introdujo en IN520 el plásmido pCP20 (que produce dicha enzima y 

confiere resistencia a cloranfenicol y a ampicilina) y se sembró en medio con estos 

antibióticos a 30 ºC. Se seleccionó una colonia, se sembró en caldo de cultivo a 30 ºC y 



posteriormente se incubó a 45 ºC por 30 minutos para permitir la expresión de FLP y 

además eliminar el plásmido. Se sembró en medio con ampicilina y se comprobó la 

sensibilidad a kanamicina. Una vez seleccionada la cepa IN520 sensible a kanamicina se 

infectó con un lisado de la cepa IN510 (xseA::kan) se sembró en medio con kanamicina y 

se recuperaron los transductantes.  

 

Exposición a la radiación gamma 

A partir de los cultivos en medio sólido, se sembró una colonia en caldo de Luria-Bertani 

(LB) (NaCl 10 g, extracto de levadura 5 g, peptona biotriptasa 10 g/L H2O) con el 

antibiótico adecuado y se incubó a 37 ºC con agitación constante durante 16-20 horas. El 

cultivo se diluyó 1:50 en LB y se incubó en idénticas condiciones hasta alcanzar una 

concentración de 2X10
8
 cel/ml que en nuestras condiciones equivale a densidad óptica a 

600nm de 0.5. El cultivo se centrifugó a 10,000 rpm durante 10 minutos, se desechó el 

sobrenadante, se resuspendió el b 

otón celular en amortiguador de fosfatos 20 mM pH 7.0 (Na2HPO4 0.02 M, 880 ml; 

NaH2PO4 0.02 M 120 ml) y se distribuyó en tubos de cristal con tapón de rosca y se 

expusieron a diferentes dosis de radiación gamma de Co
60

. Se utilizó un irradiador tipo 

“Gammacell” con una razón de dosis de aproximadamente 4 Gy/minuto.  

 

Supervivencia 

En microbiología se toma como supervivencia al porcentaje de bacterias que logran 

recuperarse y dar lugar a una colonia visible al sembrarla en medio sólido. Una vez 

irradiadas las bacterias se hicieron las diluciones pertinentes en amortiguador de fosfatos, 

se sembró por triplicado en cajas de petri con medio de Luria y se incubaron a 37 ºC 

durante 16-20 horas. Posteriormente se contaron las colonias en cada caja y se calculó el 

porcentaje de supervivencia tomando como 100 % al testigo no irradiado. 

 

Cromoensayo 

Para medir la actividad de las funciones SOS se utilizó la técnica del cromoensayo, descrita 

por Quillardet y Hofnung en 1985. En todas las cepas utilizadas en este trabajo el gen lacZ 

(que codifica para la enzima -galactosidasa y que normalmente forma parte del operón de 



la lactosa) está fusionado a sulA, que pertenece al grupo de genes de la respuesta SOS, de 

manera que su expresión depende de la activación de dicha respuesta. Para determinar la 

cantidad de -galactosidasa se agrega un sustrato que al ser degradado por la enzima libera 

un color amarillo al medio, que puede medirse por espectrofotometría. En estas cepas la 

síntesis de fosfatasa alcalina es constitutiva, lo que sirve como indicador de síntesis de 

proteínas en general e indirectamente como parámetro de supervivencia. 

Una vez irradiados los cultivos se tomó una alícuota, se diluyó 1:10 en LB y se incubó por 

una hora para permitir la expresión de la respuesta SOS. A continuación a cada tubo se 

agregaron tres gotas de cloroformo para romper la pared celular, se tomaron 0.3 ml y se 

pusieron en tubos con 2.7 ml de los amortiguadores específicos (Na2HPO4 0.1 M, 880 ml; 

NaH2PO4 0.1 M 120 ml pH 7 para -galactosidasa ó Tris 1 M pH 8.8 para fosfatasa 

alcalina). Cada amortiguador tiene un detergente (SDS al 1 %) que rompe la membrana 

celular y libera a las enzimas al medio. Posteriormente se añadieron 0.5 ml de cada uno de 

los substratos específicos para cada enzima (o-nitrofenil-galactopiranosa para -

galactosidasa y p-nitrofenil-fosfato para fosfatasa alcalina). Se incubaron a 37 ºC hasta que 

se desarrolló un color amarillo y se midió por espectrofotometría a 420 nm. La 

determinación de SOS se basa en la intensidad de dicha coloración que es, a su vez, función 

del grado de actividad de ambas enzimas y cuya relación (factor R) se obtuvo de acuerdo 

con la formula siguiente: 

 

 

En donde: 

 

 

  FR= Factor R 

A420 = Absorbencia a 420 nm 

  gal = -galactosidasa 

  falc = fosfatasa alcalina 

  t = tiempo de reacción de cada enzima 

 

 

El factor o grado de inducción de SOS (FI), se calculó al comparar los FRt de las muestras 

tratadas con el FR0 del testigo  

 

FR 0 
FI= FR t 

FR= 
A420 - gal x tfalc 

A420 falcx t-gal  



 

En donde: 

 

  FRt = Actividad SOS en irradiados 

FR0 =Actividad SOS en testigo sin irradiar 

 



RESULTADOS 

 

En la tabla I se muestran las diferentes cepas utilizadas en este estudio  

 

Tabla I. Cepas de Escherichia coli utilizadas en el presente estudio 

Cepa Gen defectuoso Origen Actividad enzimática faltante 

PQ30 wt Quillardet y Hofnung, 1985 ninguna 

IN400 recJ Breña y Serment, 1998 RecJ 

IN900 xonA Este trabajo ExoI 

IN602 recB Breña y Serment, 1998 ExoV y helicasa RecBC 

IN650 recD Este trabajo ExoV 

IN510 xseA Este trabajo ExoVII 

IN520 exoX Este trabajo ExoX 

IN530 xseA exoX Este trabajo ExoVII y ExoX 

IN901 recJ xonA Este trabajo RecJ y ExoI 

IN605 recB recO Este trabajo RecBCD y RecF 

IN610 recD recO Este trabajo ExoV y RecF 

IN700 fpg Este trabajo Glucosidasa Fpg 

IN750 nth Este trabajo Glucosidasa Nth 

 

Todas estas cepas tienen fusionado el gen de la enzima -galactosidasa (lacZ) a sulA del 

sistema SOS de modo que la expresión de esa enzima está controlada por dicho sistema. La 

actividad de ésta se evalúa agregando al medio un sustrato específico que al ser degradado 

libera un color cuya intensidad se mide por colorimetría. Tienen además la transcripción 

constitutiva de la enzima fosfatasa alcalina, cuya actividad se mide también por 

colorimetría y que permite monitorear la síntesis de proteínas e indirectamente da una idea 

de la toxicidad del tratamiento. 

 

Se evaluó la participación de los diferentes genes de acuerdo con dos parámetros: la 

supervivencia, que es función de la cantidad de rupturas dobles en el genoma y el nivel de 

actividad SOS inducida por diferentes tipos de lesiones en el DNA mediante el 

cromoensayo.  

 



0 50 100 150 200 250 300

1E-5

1E-4

1E-3

0.01

0.1

1

10

100

a

S
u
p

e
rv

iv
e
n

c
ia

Dosis (Gy)

 PQ30 wt  IN400 recJ

 IN900 xonA  IN901 recJ,xonA

 

 



0 50 100 150 200

0

5

10

15

20

25

30

b

F
a
c
to

r 
d
e
 I
n
d
u
c
c
ió

n
 d

e
 S

O
S

Dosis (Gy)

 PQ30 wt  IN400 recJ

 IN900 xonA  IN901 recJ,xonA

 

Figura 10. a) Supervivencia y b) actividad de SOS en cepas de E. coli con defectos en recJ y xonA 
expuestas a radiación gamma 

 
En la figura 10a se observa el efecto de la radiación gamma en las cepas defectuosas en 

recJ ó xonA. A 300 Gy, los mutantes sencillos presentan una disminución en supervivencia 

de aproximadamente dos órdenes de magnitud con respecto a la cepa silvestre, mientras que 

en el mutante doble recJ,xonA la sensibilidad al efecto letal de la radiación es mucho 

mayor (cinco órdenes de magnitud a la dosis más alta) lo que sugiere que los productos de 

ambos genes son complementarios y que su actividad es importante en la reparación de las 

RDB, que originan la muerte celular. 

 

El nivel de actividad de SOS a dosis crecientes de radiación es considerablemente más bajo 

en los mutantes sencillos xonA ó recJ que en la cepa silvestre (cerca de cinco veces menor 

a la dosis más alta) y para el doble mutante es todavía más bajo lo que sugiere que ambas 

enzimas, RecJ y Exo I son necesarias para que, a partir las lesiones producidas por 

radiación ionizante, se genere DNA de una cadena. Ello también permite proponer la 

hipótesis de que se complementan parcialmente (figura 10b). 
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Figura 11. a) Supervivencia y b) actividad de SOS en cepas de E. coli con defectos en xseA  y exoX 
expuestas a radiación gamma 

 

Las deficiencias en xseA ó exoX ocasionan una disminución en la supervivencia de un 

orden de magnitud a la dosis más alta e incluso en el doble mutante exoX,xseA la 

supervivencia es similar a la de los sencillos (figura 11a) lo que indica que el producto de 

estos genes no contribuye substancialmente en la reparación de RDB. La actividad de SOS 

en estos mutantes es menor que en la cepa silvestre, si bien en la cepa deficiente en exoX 

esto sólo se observa a partir de los 100 Gy, posiblemente porque la cantidad de lesiones 

rebasa la capacidad de procesamiento de RecJ y ExoI, mientras que en el doble mutante 

exoX, xseA dicha disminución se observa desde las primeras dosis (figura 11b). 
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Figura 12. a) Supervivencia y b)actividad de SOS en cepas de E. coli con defectos en recB y recD 
expuestas a radiación gamma 

 

La figura 12 muestra la supervivencia (a) y la actividad SOS (b) de las cepas con defectos 

en recB ó recD a dosis crecientes de radiación gamma. Como era de esperarse IN602 

(recB) es mucho más sensible que la cepa silvestre, mientras que IN650 (recD) presenta 

una disminución de solamente un orden de magnitud a la dosis más alta. Los niveles de 

SOS son de aproximadamente la mitad en relación con los de la cepa silvestre PQ30 y muy 

similares en ambos mutantes lo que indica que la fracción de exonucleasa (ExoV) es, 

aunque en forma parcial, responsable de generar el sustrato necesario para la inducción de 

SOS. 
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Figura 13. a) Supervivencia y b) actividad de SOS inducida por radiación gamma en mutantes de E. coli 

con defectos en las vías RecBCD y RecF 

 

Dado que tanto los mutantes deficientes en recB como en recO tienen una actividad menor 

a la que presenta la cepa silvestre se construyó un mutante doble recB,recO para evaluar 

dicha actividad. La figura 13 muestra los resultados obtenidos en esta cepa defectuosa en 

ambas vías de recombinación. En el caso de SOS no se observó ningún aumento en la 

expresión basal de -galactosidasa lo que apoya la idea de que para que se active la 

respuesta SOS es necesaria la participación de estas enzimas de recombinación para que 

RecA se una a DNA de cadena sencilla. La supervivencia en este mutante doble es mayor 

aun que la que presenta la cepa recB lo que es una sorpresa ya que en esta cepa se 

bloquearon las principales vías de recombinación y por tanto se esperaba una mayor 

letalidad. Cabe la posibilidad de que al no estar presentes estas enzimas se facilite la 

recombinación ilegítima, sin embargo esto está por comprobarse. 
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Figura 14. a) Supervivencia y b) actividad de SOS inducida por radiación gamma en mutantes de E. 
coli con defectos en diferentes glucosidasas 

 

Es probable que además de los genes examinados haya otros más cuyos productos estén 

involucrados en el procesamiento de lesiones. En resultados obtenidos con una cepa 

defectuosa en fpg que codifica para una glucosidasa, se observó que al exponerla a la 

radiación ionizante había una disminución en la actividad de SOS en comparación con la 

cepa silvestre, lo cual sugiere que también podrían intervenir en procesos que generen el 

sustrato que pueda finalmente activar la respuesta SOS. La figura 14 muestra la actividad 

de SOS en los mutantes defectuosos en fpg y nth. Se observa una marcada disminución en 

dicha actividad, principalmente en nth, lo que sugiere que el mecanismo de reparación por 

escisión de bases en la que participan estos genes es, al menos parcialmente, responsable de 

la inducción de la respuesta por lesiones producidas por radiación gamma. Para confirmar 

esto se hicieron experimentos con hidroperóxido de ter- butilo, que provoca oxidaciones 

sobre las bases. Los resultados muestran que la actividad de SOS es menor en los mutantes 

con defectos en fpg y nth, así como en los defectuosos en recJ y xonA (figura 15). 
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Figura 15. Activación de SOS por hidroperóxido de ter-butilo en cepas con defectos en algunas 

glucosidasas o nucleasas 

 

 

DISCUSIÓN 

 

Supervivencia 

En Escherichia coli la reparación de rupturas dobles se lleva a cabo principalmente por el 

mecanismo de recombinación homóloga, de tal modo que los tramos de información que 

faltan al haber rupturas dobles, son restituidos a partir de regiones de DNA equivalentes. En 

términos generales el proceso ocurre así: RecBCD se une a uno de los extremos de la 

ruptura doble y comienza a degradar la cadena de DNA (liberando nucleótidos si es en el 

extremo 3’ ó bien oligonucleótidos si es en el 5’) hasta encontrar una secuencia específica 

conocida como sitio . A partir de aquí se inactiva RecD y RecBC sigue funcionando como 

helicasa que en el extremo 3’ promueve la entrada de RecA formando un filamento 

nucleoprotéico que se puede intercambiar con la secuencia homóloga de un tramo de DNA 

de cadena doble (Anderson y Kowalczykowski, 1997). Así, la cepa recB tiene sensibilidad 

muy alta a la radiación gamma, lo que coincide con reportes previos (Sargentini y Smith, 



1986; Brčić-Kostić et al., 1991) Cuando no está RecD, responsable de la actividad 

exonucleolítica, RecBC lleva a cabo la función de helicasa, de modo que la recombinación 

se realiza en forma eficiente y por tanto las RDBs se eliminan (Churchill et al., 1999), de 

ahí que la letalidad causada por la radiación sea relativamente baja, casi igual que la cepa 

silvestre. Una limitante para el complejo enzimático RecBCD es que sólo reconoce rupturas 

dobles parejas así que para poder reparar las que no tienen este tipo de estructura, es 

necesario que tales extremos colgantes se emparejen y tal es la actividad que al parecer 

llevan a cabo exonucleasas como ExoI (xonA) y RecJ (recJ) (Thoms y Wackernagel, 

1998). Los resultados con el mutante doble recJ, xonA apoyan lo anterior ya que al faltar 

ambas enzimas aumenta notablemente el efecto letal lo que indica que muchas RDBs 

permanecen sin reparar. Las otras dos exonucleasas examinadas Exo VII (xseA) y ExoX 

(exoX), si bien también participan, su importancia es menor ya que cuando faltan ya sea por 

separado o las dos juntas, el efecto letal de la radiación es mucho menor. Esto puede 

deberse a que la presencia de RecJ y Exo I es suficiente para realizar dicho procesamiento. 

Cabe mencionar que tanto Exo VII como ExoX tienen actividad limitada en la célula. 

Chase y Richardson (1974) usando extractos de cepas de E. coli defectuosas en Exo I y Exo 

VII y DNA desnaturalizado demostraron que Exo VII es responsable de sólo del 2 al 4 % 

de la actividad exonucleolítica 3’; por su parte Exo X fue descubierta no por su actividad 

sino por similitudes con secuencias conservadas en las nucleasas de la familia DnaQ 

(Viswanathan y Lovett, 1999).  

 

Actividad de SOS 

Como se mencionó antes para que se induzca la respuesta SOS es necesario que la proteína 

RecA se adhiera y forme un filamento sobre DNA de una hebra, sin embargo dado que 

compite con SSB (que se une al DNA de cadena sencilla para darle estabilidad por este 

sustrato) es poco probable que logre hacerlo por sí misma. Para ello es necesaria la 

participación de RecFOR (Umezu y Kolodner, 1994; Kuzminov, 1999; Shan et al., 1997). 

Este complejo se encarga de desplazar a SSB y promover al mismo tiempo la unión de 

RecA en regiones de cadena sencilla (Hobbs et al., 2007; Kowalczykowski, 2000). Se ha 

reportado que las exonucleasas RecJ y ExoI participan también en esta vía (Viswanathan et 

al., 1999), generando el DNA de cadena sencilla para iniciar el proceso. Los datos 



demuestran que las cepas con menor actividad SOS son las deficientes en estas 

exonucleasas, lo que sugiere que para activar dichas funciones, la unión de RecA sobre 

DNA de una hebra ocurre principalmente a través de la acción de RecFOR. El que los 

niveles de actividad de SOS en las cepas recJ, xonA y recO (Breña y Serment, 1998) sean 

prácticamente iguales sugiere que estas enzimas participan en diferentes etapas de un 

mismo proceso que comienza a partir de bases dañadas o rupturas de cadena sencilla y 

genera al final el sustrato requerido para que se inicie la respuesta.  

 

En cambio, cuando RecA se une a DNA de una hebra por medio de la enzima RecBCD a 

partir de las rupturas de doble banda, se dirige principalmente a la vía de reparación por 

recombinación homóloga y sólo una fracción menor podría iniciar la respuesta SOS. Los 

datos obtenidos con los mutantes dobles recB, recO y recD,recO, en los que no se observa 

ninguna activación del sistema SOS, demuestran que tanto la vía RecBCD como RecFOR 

son necesarias para que se active la respuesta, lo que concuerda con lo reportado 

anteriormente en experimentos realizados con luz ultravioleta (Keller et al., 2001; Ivančić-

Baće et al., 2007).  

 

Como se mencionó anteriormente la radiación ionizante produce rupturas dobles, rupturas 

de cadena sencilla y daños diversos a las bases. De las primeras generalmente se encarga 

RecBCD dado que solamente reconoce como sustrato RDB de modo que la disminución en 

la actividad de SOS en la cepa recB indicaría la proporción de RDB que activan dicha 

respuesta. La respuesta similar de los mutantes recB y recD indica que la actividad de 

exonucleasa de la enzima es la responsable de generar el sustrato necesario para la 

activación de SOS. Se ha reportado que los mutantes recD son hiperrecombinogénicos 

(Churchill et al., 1999) lo que sugiere que la actividad de RecBC al actuar sólo como 

helicasa da lugar únicamente a recombinación independientemente de los sitios  y no a 

SOS, por lo que dicha respuesta disminuye con respecto a la cepa silvestre aun cuando la 

supervivencia sea mucho mayor que en el mutante recB. 

 

Las exonucleasas de cadena sencilla participan en muy diversos procesos dentro de la 

célula, como la reparación por escisión de bases (Cooper et al., 1993), la reparación de 



bases mal apareadas (Burdett et al., 2001), la recombinación homóloga (Thoms y 

Wackernagel, 1998; Viswanathan y Lovett, 1998) ó la transducción mediante el fago P1 

(Dermis, 2006). Las enzimas RecJ y Exo I son las principales encargadas de la degradación 

de DNA de cadena sencilla en E. coli y de acuerdo con los datos obtenidos con los 

mutantes defectuosos en dichas enzimas, son esenciales para que se active la respuesta 

SOS, mientras que la participación de Exo VII y ExoX sólo se observa en el doble mutante, 

lo que sugiere que sus respectivos productos participan en el procesamiento de lesiones 

requerido para la inducción de SOS (si bien no son indispensables) y que se complementan 

ya que sólo cuando faltan ambas exonucleasas la capacidad de procesamiento disminuye. 

Es interesante el hecho de que RecJ y Exo I, las dos exonucleasas más importantes para la 

activación de SOS y que presentan los mismos niveles de actividad de dicha respuesta, 

tienen varios puntos de coincidencia: poseen una misma estructura tridimensional que les 

permite tener una alta capacidad de procesamiento (Breyer y Matthews, 2000; Yamagata et 

al., 2002; Han et al., 2006), actúan en los mismos mecanismos (Viswanathan y Lovett, 

1998) y además tienen interacción directa con la helicasa RecQ y SSB, cuya actividad es 

también necesaria para que se active SOS (Han et al., 2006; Sandigursky et al., 1996; 

Shereda et al., 2007).  

 

Con base en los resultados obtenidos se propone un modelo en el que se sugiere cómo se 

procesan los distintos tipos de lesiones en el DNA producidos por la radiación gamma para 

activar la respuesta SOS, así como el papel de las enzimas involucradas en estos procesos 

(figura 16). 

 



 

Figura 16. Alternativas de procesamiento de lesiones en el DNA producidas por radiación gamma 
previos a la inducción de SOS. En el lado izquierdo: las rupturas dobles parejas son reconocidas por 
RecBCD para dar lugar principalmente a reparación por recombinación, y sólo una pequeña parte 
daría lugar a SOS como lo indica la línea punteada. Al centro: los cortes de cadena sencilla son 
procesados por exonucleasas (principalmente ExoI y RecJ) y con la intervención de SSB y RecFOR 
generan el sustrato que activa SOS. Del lado derecho: las bases dañadas son reconocidas y 
procesadas por diferentes glucosidasas y endonucleasas AP dando lugar a cortes de cadena sencilla 
que seguirían la misma ruta descrita en la parte central del modelo 

 

Para permitir que SOS se exprese al máximo los cultivos se llevan a la fase exponencial de 

crecimiento, lo que significa que hay varias horquillas de duplicación en proceso que al 

encontrar un corte de cadena sencilla lo transformará en ruptura doble. Estas RDB junto 

con las producidas directamente por la radiación son reconocidas por RecBCD para 

repararlas por recombinación homóloga y sólo una pequeña parte activaría SOS. En cuanto 

a los cortes de cadena que no llegan a la horquilla de duplicación pueden ser reconocidos y 

ampliados por exonucleasas de cadena sencilla, probablemente con la ayuda de helicasas 

comoRecQ (Hishida et al., 2004; Shereda et al., 2007), para dar lugar a regiones de DNA 

de una sola hebra sobre las que se une primero la proteína SSB y posteriormente RecA (con 



la ayuda de RecFOR) para iniciar la respuesta, como lo sugieren los resultados con los 

mutantes defectuosos en RecJ, Exo I y RecO, que presentan una inducción similar de SOS. 

 

Aproximadamente el 74 % de los daños producidos por la radiación gamma ocurre sobre 

las bases (Gulston et al., 2002). De éstos, una buena parte, como son el timidín glicol, la 

dihidrotimina o la formamido pirimidina, son reconocidas por las glucosidasas Nth ó Fpg 

(Frelon et al., 2000; Shikazono et al., 2006) y por la acción de endonucleasas AP se 

producen cortes sencillos que pueden dar lugar a rupturas dobles como se explicó 

anteriormente o bien con la participación de exonucleasas pueden activar la respuesta SOS 

(Dianov et al., 1994). Anteriormente se demostró que la interrupción de la duplicación de 

DNA activaba la respuesta SOS (Salles y Defais, 1984; Sassanfar y Roberts, 1990). Sin 

embargo, contrario a lo que ocurre con las producidas por la luz ultravioleta, sólo una 

pequeña parte de las lesiones que produce la radiación gamma pueden bloquear las 

horquillas de duplicación. La diferencia que existe en los niveles de SOS entre una cepa 

silvestre y una defectuosa en uvrA expuestas a radiación gamma (Breña y Serment, 1998) 

es relativamente pequeña, lo que sugiere que las lesiones ilegibles para la polimerasa 

contribuyen muy poco en la activación de dicha respuesta (Roldán-Arjona, y Sedgwick, 

1996). Los datos presentados en este trabajo así como el modelo propuesto fueron 

publicados recientemente (Serment-Guerrero et al., 2008). 

 



CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que todas las exonucleasas de cadena 

sencilla estudiadas, así como algunas glucosidasas, participan en el procesamiento de 

lesiones producidas por la radiación gamma para generar regiones de DNA de cadena 

sencilla que activan ala respuesta SOS. Se demostró también que la actividad de nucleasa 

de RecD es responsable del pequeño porcentaje de SOS que se induce a partir de rupturas 

dobles. Además los resultados sugieren que la respuesta SOS se activa cuando RecA se une 

a DNA de cadena sencilla, principalmente por medio de RecFOR y en menor medida de 

RecBCD. 

 

 

PERSPECTIVAS 

Los datos obtenidos demuestran que las exonucleasas de cadena sencilla participan en los 

procesos que llevan a la activación de la respuesta SOS a partir de lesiones producidas por 

radiación ionizante. En el modelo se propone que esto es principalmente a partir de rupturas 

de cadena sencilla o bien de cortes producidos por la acción de endonucleasas AP como 

parte del mecanismo de reparación por escisión de bases. En ese aspecto y para confirmar 

dicha propuesta se realizarán experimentos con una cepa con defectos en la enzima Endo 

III (codificada por el gen xth) que lleva a cabo alrededor del 90 % de los cortes en sitios 

abásicos.  

 

Por otra parte las dos exonucleasas más importantes en el procesamiento de lesiones (RecJ 

y Exo I) previo a la activación de la respuesta SOS degradan DNA de cadena sencilla, así 

que en el caso de rupturas o cortes de cadena sencilla es necesario que actúe también una 

helicasa. Se ha demostrado que RecJ y Exo I interactúan con la helicasa RecQ por lo que es 

necesario probar la participación de dicha proteína en los procesos previos a la activación 

de SOS. 

 

Como se dijo antes para activar la respuesta es necesario que RecA se una a DNA de 

cadena sencilla. Esta unión se lleva a cabo ya sea por la vía RecBCD o por RecFOR. Los 



resultados indican que SOS se activa principalmente por la vía FOR mientras que cuando 

RecA se une a DNA de cadena sencilla con la ayuda de RecBCD se va a recombinación 

principalmente. Una de las diferencias entre ambos mecanismos es la presencia de la 

proteína Ssb ya que RecBCD carga a RecA sobre este tipo de estructuras directamente sin 

la intervención de Ssb, mientras que en la vía RecFOR, RecA sustituye a dicha proteína. Es 

posible que la proteína Ssb sea la responsable de decidir si el filamento de RecA-DNA vaya 

a recombinación o a la activación de SOS. 

 

El modelo trata de explicar el procesamiento de las lesiones producidas por radiación 

ionizante, sin embargo es necesario además investigar si las exonucleasas estudiadas juegan 

el mismo papel en lesiones producidas por otro tipo de agente genotóxico. En experimentos 

preliminares se observó que la cepa defectuosa en RecJ  se comporta de un modo distinto 

cuando se les expone a luz ultravioleta (que produce principalmente los enlaces intrabanda 

conocidos como dímeros de pirimidina, que bloquean a la polimerasa III durante la 

duplicación del DNA), por lo que es necesario estudiar lo que ocurre en todos los mutantes 

utilizados en este trabajo.  

 

El que en las bacterias se tengan cuatro distintas exonucleasas de cadena sencilla sugiere 

que este tipo de enzimas tiene gran importancia para la reparación, la duplicación y la 

recombinación del DNA. Sin embargo como ya se observó existen diferentes categorías ya 

que al parecer RecJ y Exo I son las principales encargadas de dichos procesos, mientras que 

Exo VII y Exo X parecen ser sólo un respaldo. A nivel evolutivo resultaría entonces 

interesante investigar si realmente estas últimas son capaces (y hasta qué punto) de sustituir 

a RecJ y Exo I en las funciones antes mencionadas. 
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ANEXO I 

 

Nucleasas 

Las nucleasas son enzimas que hidrolizan enlaces fosfodiéster en ácidos nucleicos y que 

juegan un papel muy importante en muchos y muy diversos procesos celulares como la 

duplicación, la recombinación, la restricción y la reparación.  

 

Nucleasas 

Inespecíficas con respecto al 

azúcar 

Específicas con 

respecto al 

azúcar 

DNAsas 

RNAsas 

 

 

De acuerdo con el tipo de azúcar que reconocen las nucleasas se dividen en dos grandes 

grupos, azúcar inespecíficas y azúcar especificas. El primer grupo degrada ácidos nucleicos 

sin importar el tipo de azúcar que contengan, mientras que las del segundo grupo sí 

distinguen entre la ribosa y la desoxirribosa, esto es RNAsas y DNAsas (Brnakova y 

Godany, 2002). Del primer grupo, en Escherichia coli sólo se ha reportado una que se 

localiza en la zona periplásmica, la endonucleasa I (Jekel y Wackernagel, 1995). 



 

Las nucleasas de RNA como su nombre lo indica reconocen y cortan RNA. Intervienen en 

diferentes procesos dentro de la célula como la iniciación de la duplicación (RNasa H) ó la 

regulación en la expresión de mRNA (RNasa E). Sin embargo, considero que es poco 

conveniente abundar en este tema ya que se aleja del contexto general de este trabajo por lo 

que me limito a mencionarlas con fines de clasificación  

 

Endonucleasas de DNA 

Las endonucleasas son enzimas que reconocen un sustrato específico y cortan el DNA en 

un solo sitio. Dentro de esta categoría se encuentran las glucosidasas (como Fpg, EndoIII, 

EndoIV, etc.), enzimas que reconocen bases dañadas o erróneas, como es el caso del 

producto del gen ung que corta los uracilos que pudieran haberse incluido en el DNA y 

rompen el enlace N-glucosídico para crear un sitio AP. Las endonucleasas AP (como es el 

producto de xthA), reconocen este tipo de sitios abásicos lo que permite romper los enlaces 

fosfoestéricos y generar un corte (nick) en una de las cadenas del DNA. Dentro de las 

endonucleasas se encuentra también MutH que junto con MutS y MutL forma un complejo 

que durante la reparación metil-dirigida de bases mal apareadas corta los sitios de la cadena 

recién sintetizada que contengan disparidades debidas a errores ocurridos durante la 

duplicación (Friedberg, 2003). 

 

Entre las endonucleasas se encuentran también las que participan en los procesos de 

restricción-modificación, sistemas que evitan el ingreso de DNA ajeno a la célula. Por sus 

características se clasifican en cuatro tipos distintos.  

 

 Tipo I. estas enzimas son complejos proteicos codificados por los genes hsd que 

poseen dos subunidades R, esenciales para la restricción, dos subunidades M que 



catalizan la metilación y una subunidad S que se encarga del reconocimiento 

específico de la secuencia (Dryden et al., 2001). 

 Tipo II. Reconocen y cortan secuencias específicas de DNA Casi siempre  requieren 

Mg
2+

 como cofactor. Dentro de este tipo se encuentran las enzimas de restricción 

utilizadas en técnicas de biología molecular. Generalmente reconocen secuencias 

palindrómicas y cortan en ambas cadenas de manera asimétrica (Pingoud y Jeltsch, 

2001; Roberts y Macelis, 2003). 

 Tipo III. Se componen de dos genes, mod y res, que codifican para dos subunidades 

que funcionan en el reconocimiento o restricción. Mientras que la metilación (sólo 

una de las cadenas de DNA se metila) se puede realizar sin la presencia de Res, la 

restricción necesita de las dos subunidades y requiere de la hidrólisis de ATP. La 

enzima interactúa con dos copias de la secuencia de reconocimiento (que es no 

palindrómica) orientadas de manera inversa y corta a una distancia específica de una 

de ellas (Roberts et al., 2003).  

 Tipo IV. Constan de una o dos proteínas y su característica principal es que cortan 

solamente secuencias metiladas. En este grupo se encuentran los sistemas McrA, 

McrBC y Mrr de E. coli (Roberts et al., 2003). 

 

Exonucleasas de DNA 

Las exonucleasas de DNA son enzimas de degradan progresivamente ya sea una de las 

cadenas o ambas cadenas de la molécula. Entre las que reconocen DNA de doble cadena se 

encuentra RecBCD (exoV) que es la principal responsable de la recombinación homóloga y 

de la reparación de rupturas dobles y además degrada cualquier DNA lineal que entre a la 

célula, en lo que podría definirse como un mecanismo de defensa (Kuzminov, 1999). Se 

encuentra también ExoIII que cumple una doble función ya que no solo reconoce DNA de 

doble cadena sino que además actúa como endonucleasa (EndoVI) de sitios abásicos. Está 

también ExoVIII, el producto de los genes recE y recT (pertenecientes al fago rac) que 

participa en la vía de recombinación alterna RecE (Lin y Deutscher, 1993).  

 



Exonucleasas de Escherichia coli (tomado de Lin y Deutscher, 1993) 

Exonucleasa Gen  Sustrato  

ExoI  xonA (sbcB) Cadena sencilla 

ExoII (polimerasa I) polA Actividad correctora 3’-5’  

ExoIII, (Endo VI) xthA Doble cadena 

ExoIV, tipos A y B ¿? Oligonucleótidos  

ExoV recB, recC, recD Doble cadena 

ExoVI polA Actividad 5´-3’ 

ExoVII xseA, xseB Cadena sencilla 

ExoVIII recE Doble cadena 

ExoIX Xni Doble cadena 

ExoX exoX Cadena sencilla 

RecJ recJ Cadena sencilla 

Polimerasa II polB (dinA)  

Polimerasa III dnaQ (mutD)  

 

En E. coli se han identificado a la fecha cuatro diferentes exonucleasas de cadena sencilla 

que intervienen en diversos procesos dentro de la célula: ExoI, ExoVII, ExoX y RecJ. 

Todas ellas participan en la reparación metil-dirigida de bases mal apareadas y al menos 

RecJ y ExoI participan también en la reparación por escisión de bases. Se ha propuesto 

además la intervención de estas dos últimas en el proceso de reparación de rupturas dobles 

mediante la enzima RecBCD, modificando extremos disparejos para crear el sustrato que 

reconoce dicha enzima. Se ha demostrado además que RecJ, con ayuda de una helicasa 



como RecQ es capaz de generar DNA de una hebra con extremos 3’ para iniciar la 

reparación de rupturas dobles (Viswanathan y Lovett, 1998, 1999; Thoms y Wackernagel, 

1998).  
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