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~ 1 RESUMEN
‘La p'ro"gen\é recombinante’ entre diferentes- mutantes dmbar del bacteridfagn
" tambda (N), aumenta mas de 5 veces cuando se multiplica activamente en células de
Escherichia coli previamente irradiadas con luz ultravioleta (UV). Este efecto, al que
se ha denominado recombinogénesis indirecta del bacteriéfago lambda, se caracteriza
por un incremento tanto en el nimero de recombinantes par célula como en el ndmero
de células en las que ocurren eventos de recombinacion.

Debido a que este fendmeno depende principalmente de lo que ocurre en la célula
huésped después de ta irradiaciéon con UV, se ha tratado de relacionarlo con las
respuestas celulares a los dafios en el ADN y con ios genes bacterianos que intervienen
en ellas. En esta trabajo en particular se analizaron las progenies virales resuitantes
de cruzas entre mutantes dmbar de A, efectuadas en huéspedes recB217 de E. coli, los
cuales carecen de todas las actividades de |a enzima RecBCD. Los datos obtenidos
indican que esta enzima juega un papel importante en la recombinogénesis indirecta
de X ya que en esos mutantes recB27 la respuesta no se presenta o estd reducida
drésticamente.

La proteina RecBCD de £. coli es una de las enzimas mas importantes, tanto en
1a recombinacion genética como en la reparacién def ADN dafiado. Entre sus multiples
actividades se encuentra |2 de exonucieasa dependiente de ATP, por medio de la cual
digiere motéculas lineales de ADN de doble cadena, tales como las que se generan en
1a fase tardia del ciclo litico de lambda. Para contrarrestar ese efecto el fago codifica
la proteina Gam, que inhibe no solo esa actividad sino todas las conocidas de RecBCD,
de modo que el ADN viral pueda ser encapsulado sin mayor problema. Sin embargo,
el hecho de que RecBCD puede intervinir en la recombinogénesis indirecta de lambda,
indica que la enzima enrealidad no es completamente inhibida o que poseeuna actividad
adn no conocida, que es resistente a Gam y necesaria para el fenémeno. Por otro
lado, puesto que Ia sfntesis de RecBCD es constitutiva, la inducibilidad de la respuesta
viral debe ser ocasionada por algin otro mecanismo tal como un aumento de los
substratos moleculares de ADN, sobre los que ella actia.



2 INTRODUGCION -

-"..'2.1 BACTERIOFAGO LAMBDA

112,11 Estructura i

o Las particulas del bacteriéfago tambda estan compuestas aproximadamente
por un 50% de protefna y un 50% de ADN. La parte protefca conforma dos
estructuras: la “cabeza", en cuyo interior se encuentra el cromosoma, vy la "cola”
por medio de la cual e! bacteriéfago se adsorbe a la pared de la célula huésped
einyecta su ADN. La cabeza es una estructura icosaédrica, haxagonal en seccion
transversal, con un didmetro de 0.05 m, constituida por un ensamble de
subunidades protelcas idénticas. La cola es una proyecclén tubular delgada y

- flexible de 0.15m de longitud que termina en una pequeda parte cénica y una
fibra simple (Fig 1a) (Kellenberger y Edgar, 1971; Hershey y Dove, 1983). El
cromosomaes una maléculalineal de ADN de doble banda, que codifica alrededor
de 50 proteinas (Szybalski y Szybalski, 1979) en cuyos extremos se encuentra
una region de 12 nucleStidos complementarios antiparaleleos conocida como
cos cuya secuencia es 5'GGGCGGCGACCT3' (Fig 1b) {Nichols y Donelson,
1978; Daniels y col, 1983). Una vez que el cromosoma lineal de 2. se encuentra
dentro de una célula huésped, estos extremos se asacian por apareamiento

complementario de bases para formar una molécula circular cerrada (Wu y
Taylor, 1971; Sambrook y col., 1989).

2.1.2 Ciclo de Vida
El ciclo vital de A comienza cuando una partfcula se adsorbe por la punta
de su cola a la membrana de la célula huésped e inyecta su molécula tinear de
~ADN (Hershey y Dove, 1983}, proceso en el cual {as proteinas del huésped
juegan un papel importante. El fago se adsorbe externamente a moléculas
protelcas receptoras de la membrana, codificadas por el gen /am8 de 1a bacteria
{Randall-Hazelbauer y Schwartz, 1973} e internamente a protefnas codificada
por el gen ptsM (Elliot y Arber, 1978), todas ellas relacionadas en el transporte
de la maltosa al interior de fa célula (Katsura, 1983) y cuya actividad es inducida
por la presencia de este azdcar en el medio de cultivo {Sambrook y col., 1989).
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. ,fUna vez dentro de la bacteria las moléculas de! ADN de A pueden segulr
dos;cam‘inos diferentes. Uno de ellos es el ilamado ciclo Iltico el cual se inicla
ndo los - cromosomas lineales se' convierten en moléculas circulares
covalentemente cerradas, sobre las cuales se produce un superenrollamiento
negativo a fin de servir como substratos para la iniciacién de su replicacién
{Tomizawa y Ogawa, 1969). Este proceso es llevado a cabo principalmente por
la bacteria huésped, ya que solo dos proteinas virales, codificadas por los genes
oy @, intervienen en él, la primera en la iniciacién y la segunda en el avance de
la sintesis de ADN viral (Furth y Wickner, 1983).

La replicacién del genoma del fago puede dividirse en dos fases: temprana
y tardia (Furth y Wickner, 1983} (Fig 2). En la primera, la sintesis del ADN dentro
de las moléculas circulares cerradas, se inicia en un solo punto llamado or/ y
avanza en ambas direcciones, dando lugar a estructuras que recuerdan la letra
griega theta (0} con dos ramas de igual longitud, correspandientes a las porciones
duplicadas de la molécula y un tercer segmento que ain no ha sido replicado
{Schnos e Inman, 1970).

En la fase tardia, tras varias vueltas de replicacion theta, algunos de los
cromosomas adoptan un modo més eficaz de replicacién denominado sigma o
replicacién en circulo rodante, durante el cual se generan estructuras parecidas
a la letra griega sigma, es decir, circulos con una ramificacién y una cola ().
Este modo de duplicacién comienza después de fa introduccidn de una incisién
en la forma replicativa theta, dando lugar al crecimiento de una cola, en cuya
base acttian un grupo de enzimas duplicandolas dos cadenas del ADN progenitor
y formando una larga hilera de cromosomas viricos 0 concatémeros, que sirven
como substrato para la encapsulacién (Fig 2) (Furth y Wickner, 1883; Stah!,
1987).

Cuando comienza la replicacién sigma, se han sintetizado ya las proteinas
que forman las cdpsulas viricas asl como las enzimas encargadas del
empaquetamiento del ADN en ellas. La enzima que cataliza el recorte y
empaquetamiento de los cromosomas es la Terminasa, la cual reconoce las
secuencias cos y se une al ADN a la derecha de ellas, como se representa
convencionalmente el cromosoma de A {Fig 1b).



“ Fig 2.-CICLO DE REPLICACIO KNER, 1983)




- ’;AségUidaménté,' corta el ADN en la secuencia cos que queda a su izquierda
v sin separarse del extremo cortado se une a una cépsula vacla, avanza por el
7 ApN haqia su derecha introduciéndolo en la capsula hasta que encuentra otra
‘ é§§uehcia cos enlaque realizaotro corte, conel cual finaliza el empaquetamiento
= (Stahl, 1887). La adicién de las colas es fa fase final de la maduracién de las
particulas del fago, las cuales son capaces de iniciar un nuevo ciclo de infeccién.
ElbacteriéfagoA puede seguir otro camino en el cual se integra al crornosoma
bacteriano y se multiplica como parte de &I en un proceso conocido como
lisogenizacién. En este caso, el ADN inyectado en la célula huésped dirige
primeramente la sintesis de enzimas que promueven su insercién dentro del
ADN del huésped y en seguida la de otras que acttan répidamente para reprimir
la replicacién auténoma del ADN y demds funciones virates, £l ADN del fago
se inserta dentro del cromosoma bacteriano en un sitio caracter(stico conocido
como sitio art, entre los genes gal y bio en la posicién correspondiente a los 17
minutos del mapa genético de £ cofi {(Bachmann, 1987) y su replicacién
contribuye de una manera indirecta al crecimiento viral, ya que cada célula que
lteva un fago es un centro potencial para la produccién de nuevas particulas
virales. La célula bacteriana que lleva un cromosoma viral integrado en su
genoma se llama lisogénica y el fago, en ese estado latente, se conoce como
préfago (Hershey y Dove, 1983).
" Cuandouna poblacidn de bacterias es infectada porA, algunas células siguen

i-laivia lisogénica y otras la via litica (Fig 3), lo cual implica que en cada célula

se debe tomar una "decisién" para seguir una u otra opcién (Wulff y Rosenberg,
1983; Alberts y col., 1989}. La eleccién entre estas dos formas de existencia
virica, esta gobernada directamente por los niveles relativos de dos proteinas
caodificadas por el genoma de A: el represor {producto dei gene ¢/} y la proteina
Cro {producto del gene cro), cada una de la cuales bloquea la sintesis de la otra.
Mientras que el represor es esencial para la lisogenizacién, al bloquear la
expresion de los genes liticos del fago y a! regular positivamente su propla
sintesis, la proteina Cro promueve la multiplicacion litica, al inhibir la sintesis
de represor {Gussin y col., 1983; Alberts y col., 1989).
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CEl producm del gene cro es ademas necesario para la sintesis 6ptima de!

' ADN del fago especialmemo en la fase tardla después de la infeccién {(Folkmanis

Y col., 1977). La multiplicidad de infeccién, es decir, el nimero de fagos que
infectan simultdneamente a cada bacteria, es un factor que tiene una gran

“.influencia sobre la frecuencia de las dos respuestas: una alta multiplicidad de
infeccion favorece la respuesta lisogénica y una baja multiplicldad favorece la
respuasta litica {Yen y Gussin, 1980).

La integracién del genoma de A en el cromosoma de £. colf puede revertirse

bajo ciertas condiciones especiales, dando lugar a la iniciacién de! ciclo de
crecimiento Iitico. La separacién del préfago del cromosoma bacteriano requiere,
ademds de ciertos factores bacterianos, los productos de dos genes virales: in?
{que interviene también en la integracién} y xis. Puesto que amhos genes estén
reprimidos en el estado lisogénico, la separacién tiene lugar solo después de
que e! represor ha sido inactivado, fenémeno conocido como induccién
lisogénica, la cual generalmente ocurre cuando existe alguna interferencia con
|a replicaciéndel ADN bacteriano. Dos formas cominmente usadas para inducir
el crecimiento litico de lambda en un cuitivo lisogénico son la irradiacién con
iuz UV y el tratamiento con mitomicina C {Arber, 1983), dos conocidos agentes
que interfieren con la replicacién normal del ADN.,

E!l modelo generalmente aceptado para la induccién del préfago en £, coli
propone que ésta ocurre por un mecanismo similar a la induccién de los genes
SOS que se encuentran normalmente reprimidos por el producto del gene /exA
{Roberts y Devoret, 1983}, como veremos mas adelante.

2.2 REPARACION DEL ADN

2.2.1 Estructura de la Molécula

Lainformacién que determina las caracterfsticas estructurales y metabélicas
de los seres vivos esta contenida en las moléculas del écido desoxirribonucléico
{ADN} (Fig 4). Estas moléculas constan de dos largas cadenas complementarias
y antiparalelas, cada una de las cuales es un polimero constituido por cuatro
subunidades diferentes: los nucle6tidos, unidos entre s mediante enlaces
fosfodiéster y formados a su vez por un azdcar (pentosa del tipo
B-D-2-desoxirribosa), un grupo fosfato y una base nitrogeneda (compuesto
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cfclical; Existen cuatro tipos diferentes de bases: las purinas Adenina (A} y
Guanina (G) y las pirimidinas Timina (T) y Citosina {C) (Fig 5). Las bases de una
né'se tnen por puentes de hidrégeno a las bases de la otra cadena en una
espec(ﬁca {complementariedad): A se aparea solo con T, y G solo con
“C, lo cual es fundamental para la replicacion, transcripcién y recombinacion del

", ADN (Fig 6) (Howard-Flanders, 1981; Alberts y col., 1989; Watsony col, 1987).

. L.a informacién contenida en el ADN esta codificada por la secuencia de las
.- bases a lo fargo de las cadenas formando palabras de tres letras (codén) que
corresponden a cada uno de los veinte diferentes arninoécidos que constituyen
las protelnas, producto de la traduccién del mensaje genético (Hélene, 1984},

2.2.2 Daiio al ADN

Desde que se reconocid al ADN como la base quimica de el material genético,
se asumié que esta macromolécula debia ser muy estable y mantener un alto
grado de fidelidad durante su duplicacién. Sin embargo, su estructura esta
propensa a sufrir cambios que modifican la informacién genética {mutaciones),
los cuales se originan a causa de factores intrinsecos o por alteraciones de {a
estructura molecular del ADN inducidas por una gran variedad de agentes
quimicos, fisicos y/o biol6gicos, muchos de los cuales estdn presentes en
nuestro ambiente. Cada una de estas alteraciones es considerada como un dafio
(Friedberg, 1985} y cualquier dafio en el ADN es una fuente potencial de
perturbacién en la fidelidad de la repticacién y transcripcién que afecta las
funciones celulares y en determinado momento puede poner en peligro la
supervivencia celular {Hannan y Nasim, 1984},

ta exposicién de las células de £. coli a radiacién UV es el modelo mejor
estudiado y utilizado para la investigacién de las consecuenclas bioiégicas de
la induccién de dafios en el ADN. La radiacidn ultravioleta de longitud de onda
cercanaalos 260 nm, provocaprincipalmentela unién de dos bases pirimidinicas
(timinas} adyacentes en la misma cadena, a través de la saturacién de los dobles
enlaces entre los carbonos 5 y 6 dando como resultado la formacién de una
estructura en anillo de cuatro carbonos, conocida como dimero de pirimidina
(Fig 7} (Friedberg, 1985; Kushner, 1987).

10
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2.2.3 Reparacion del ADN

Los fotoproductosinducidos por ia luz UV, tales como los dimeros de timina,
pueden ser reconacidos y reparados por varios mecanismos que se encuentran
en la mayorfa de los diferentes grupos bacterianos (Kushner, 1987). Entre elios

. podemos mencionar los siguientes:

Reparacién Fotoenzimética o Fotorreactivacion (Prerreplicativa)

Este proceso, que es el mas sencillo, es llevado a cabo por una enzima
llamada fotoliasa la cual elimina los dimeros de pirimidina en dos etapas: primero
se une al sitio donde se encuentra un dimero y después rompe el anilio de cuatro
carbonos regenerando las dos pirimidinas originales {Fig 8}. La ruptura del anillo
de! dimero requiere a absorcion, por parte de 1a enzima, de un fotén de luz con
una longitud de onda entre 300 y 600 nm correspondiente a 1a regién azul del
espectro visible (Paterson y Gentner, 1984}.

13
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Heparaclén por Excisién (Prerrepllcanva) : Pt
Se conocen dos tipos de reparacién por exctslén, que actuan dependlendo
- del tipo de dafio producido en el ADN. Una es ia excisién da bases Y la otraes’ ;
la excisién de nucledtidos.

La reparacién por excisioén de bases se {leva a cabo cuando las bases de la
molécula de ADN son danadas o modificadas por algun factor externo como la
radiacién o algun compuesto quimico que interactua con ellas. El primer paso
de este tipo de reparacién consiste en la remocién de la base dafiada a través
dela accion de la ADN glicosidasa, enzima que corta la union N-glicosldica entre
el azucar y la base lo que origina un sitio apurinico o apirimidinico {sitio AP)
dependiendo de la base de la que se trate. Los sitios AP, que pueden también
formarse por la hidrélisis espontdnea de Ia ligadura N-glicosidica, son
reconocidos por las endonucleasas AP especificas que cortan las uniones
fosfodiéster a ambos lados del sitio AP dejando un hueco que puede ser
extendido por accidn de aiguna exonucleasa celular. La reparacion subsiguiente
de estos huecos se lleva a cabo de la misma manera que en la reparacién por
excisién de nucle6tidos, como veremos enseguida (Friedberg, 1985; Sancary
Sancar, 1988).

Al igual que en el proceso anterior, la excisién de nucledtidos consta de
varios pasos, cada uno de los cuales es catalizado por una enzima diferente.
En la primera reaccién un dimero de la proteina UvrA se une inespecificamente
al ADN danado formando un complejo inestable. En seguida la proteina UvrB
se une incrementando por un lado la estabilidad del complejo ADN-UvrA y por
otro la especificidad por el sitio daiado. Una vez localizado el dafio se requiere
la interaccién con otra proteina llamada UvrC y no es sino hasta que esta ultima
se ha unido, que se rompe la octava ligadura fosfodiéster en el lado 5' del! sitio
dafado y ia cuarta o quinta del lado 3'. El complejo de las tres protefnas UvrA,
UvrB v UvrC permanece unido al ADN hasta que, como consecuencia de la
accidn de la ADN-helicasa Il, producto del gen uvrD, es liberado junto con el
oligonucledtido que incluye el daiio, creando un hueco o regién de una sola
banda susceptible de ser rellenado por la ADN-polimerasa |, que reemplaza los
nucledtidos eliminados tomando como modelo la cadena complementaria.

15




_Finalmente, la ADN-ligasa cataliza la formaci6n de los enlaces fosfodiéster tanta
del lado 3' como del 5' de la regién substituida quedando la molécula tal como
estaba antes de ser dafiada {Fig 9) (Kushner, 1987).

Reparacién por Recombinacién (Postreplicativa)

Este tipo de reparacién actia después de que la replicacién del ADN dafiado
‘hatenido lugar. Enunacéluia que ha sido expuestaaradiaciénUV, los segmentos
del ADN que no han sufrido ninguna alteracién se replican con normatidad, pero
no asl los sitios en los que se han producido dimeros de pirimidina, Cuando ia
sintesis del ADN alcanza alguno de ellos, se interrumpe temporalmente y se
reanuda un poco més adelante dando lugar a lo que se conoce coma hueco
postreplicativo o regién de una banda, e! cual no puede ser reparado por el
mecanismo de excisién en virtud de que este Gltimo requiere de una cadena
complementaria intacta. Sin embargo, estos huecos son susceptibles de ser
reparados por un proceso de recombinacién genética homéloga en el que se
intercambian fragmentos de ADN con el fin de reconstruir una molécula
funcional, la cual puede ser entonces sujeta a reparacién por excisién o
fotorreactivacion para eliminar completamente los dafios {Fig 10)
{Howard-Flander, 1881; Kushner, 1987}.

Respuesta SOS {Postreplicativa)

Basandose en una gran cantidad de resultados obtenidos por diversos
investigadores, Radman en 1975, propuso la existencia en £, co/i de un conjunto
de funciones celulares que son inducidas de alguna manera por la presencia de
lesiones en el ADN o por fa inhibicién de la sintesis det mismo. Este conjunto
de funciones fueron denominadas funciones SOS para enfatizar que se trata de
una respuesta a una condicién de emergencia cuya finalidad es ta de incrementar
la probabilidad de supervivencia de la célula.

Las funciones SOS comprenden un plejo s de r
controladas por los productos de los genes recA y /exA de los cuales dependo
la transcripcién de aproximadamente 20 genes involucrados en diferentes
procesos celulares. Bajo condiciones normales de crecimiento, la protefna LexA
reprime todos esos genes, incluyendo a los mismos recA y lexA, al unirse a una

16
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ragién especifica, contigua a cada uno de elios, conacida como operador. Sin
embargo, a pesar de esta represién, algunos de ellos se expresan de una manera
importante para la célula {Walker, 1987},

Como ya se mencioné anteriormente, cuando el ADN dafiado se duplica,
se producen los llamados huecos postreplicativos o regiones de una sola banda
(sedalinductora), enfrente de las regiones daiadas. Los huecos postreplicativos
provocan de alguna manera Ia activacion de la proteina RecA como coproteasa,
la cual es entonces capaz de actuar como un cofactor en la digestién del represor
LexA {Roberts y Devoret, 1983), permitiendo que los genes reprimidos se
expresen en niveles mas altos y las funciones SOS se comiencen a manifestar.
Cuando el ADN es reparado y su sintesis normal restaurada, el nivel de los
huecos postreplicativos desciende, la actividad de coproteasa de RecA
desaparece y la protelna LexA reprime nuevamente los genes SOS (Fig 11)
{Little y Mount, 1982).

L.adegradacionde LexA permite lainduccién de genes tales como los propios
lexA y recA (reguladores del sistema); los genes uvrA, uvrB y uvrD que son
responsables de la reparacién por excisién; los genes umuDC responsables de
ciertos mecanismos capaces de sintetizar ADN, aun en presencia de lesiones;
los genes su/A y sulB que estan involucrados en la inhibicién de la division
celular; y una variedad de genes d/n {damage /nducible} cuyas funciones son
desconocidas (Tabla |}. La respuesta SOS aumenta por lo tanto |a supervivencia
celularal incrementarla capacidad de excisién {uvrA, uvr8, uvrD), recombinacién
{recA, recN, recQ, uvrD, ruv) y sintesis translesion (umuD, recA); asf como al
extender el tiempo disponible para la reparacion del ADN por inhibicién de la
division celular {su/A y sul/B) (Sancar y Sancar, 1988).
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reparacion-del::
ADN.y otras
funciones SOS

genes’ reprimidos]

DDR 0s’ (u'm_E M Moum' 1952)

f‘celulasv "‘transicion al estado inducidos; C) estado in
ducido' y D) translcnon al’ estado ‘normal de crecimiento
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Tabla |. Respuestas SOS y genes en £. col*

Genel(s} inducidols}

Funcidn del gene o respuesta fisioldgica inducida

dinA

“dinB
dinD
dinf

dnaA
himA

lexA”

uDC, uvrA,-B y -C
‘umuDC, recA

‘Reparaciﬁn de las rupturas dobles

Induccion del locus dinA (polimerasa I, roles en reparacién yfo
mutagénesis)

tnduccidn del locus din8 {funcidn desconocida)
Induccion del locus dinD {tuncién desconocida)
Induccidn del locus dinF {dentro del mismo operon -
como LexA)

Interviene en [a replicacién del ADN
Induccién de ta protefna HimA {factor de integracién del huespad,
funcién en la bi de sitio
Induccién de la proteina LexA (represor; SOS)

Induccién de la protefna RecA (funci enr

h log imuta la d dacién del repi LexA durante la

induccién SOS; inhibicién de la dacién del-ADN “por. Ia
| V; radiorresi ia inducida) : E

Recombinacién dependiente ds Recf

Induccion del locus ruv i lucion de los inter
Holliday} .
Filamentacion {inhibicién de la division celutar)
Induccion de la proteina SSB

Reactivacién Weigle del bacteriéfago
Mutagénesis Weigle del bacteriéfago

umuDC, recA- UV del
vrA, 8y -C Reparacion dependiente de UVrA+B+C*
v viD -

Induccion de la p uviD i

reparacion por excision)
Alivio de la restriccién

induccion de Ia replicacién estable del ADN
Cese de la respiracién

. -*|Moditicacion de Walker, 1987)
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: 2 3 MECANISMOS DE RECOMBINACION Y su ELACIO

REPARAClON DEL ADN
2.3.1 Recombinaci6n
' La recombinacidn genética homéloga es un proceso por. medio del cual se
:intercambian fragmentos de ADN homélogos, es decir, moléculas de ADN con
—‘grandes regiones cuyas secuencias de nucleétidos son similares. Aunque el
“ mecanismo por el cual este fenémeno se lleva a cabo no esta bien definido, el
hecho de que al final se praduce ADN con fragmentos provenientes de diferentes
moléculas progenitorasindica que el proceso ocurre a través de rupturay reunién
de los cromosomas en dichas regiones de homologfa {Weinstock, 1987).

En general se asume que en £. coli la recombinacién se inicia cuando un
extremo libre 3'OH de una banda de ADN es transferida a una segunda molécula
doble para formar una estructura entrecruzada, la cual es posteriormente
convertida en un recombinante verdadero {Smith, 1988). Las discontinuidades
o rupturas en alguna de las dos cadenas del ADN, facilitan la generaci6n del
extrema libre 3'OH que invade entonces la otra molécula de ADN para dar lugar
a una regién heteroduplex, en la que las dos cadenas del ADN provienen de
diferentes maolécutas (Fig 13} (Smith y col., 1881; Weinstock, 1987}.

En £. coli es bien conacido el hecho de que la recombinacién puede ocurrir
entre diferentes tipos de moléculas de ADN (de banda simple o doble, lineal o
circular, intacto o con cortes) fo cual sugiere la gxistencia en ella de diferentes
alternativas o vfas para llevar a cabo este proceso (Weinstock, 1987). Las
diferentes vfas de recombinacién descritas hasta ahora en E. col/i son |la RecB
que es la via principal en unacélula tipo silvestre y las RecF y RecE, que funcionan
solo bajo ciertas condiciones (Clark, 1973; Thaler y col., 1989). Aunque estos
diferentes sistemas pueden diferir en su modo de iniciacién y resolucién, todos
dependen de la formacién de un heteroduplex inicial, catalizado por la proteina
RecA (Weinstock, 1987).

El producto del gene recA, la proteina RecA, es una enzima multifuncional
{Radding, 1982) que promueve una variedad de interacciones, dependientes de
ATP, entre las moléculas homologas de ADN. Entre ellas se encuentran el
alineamiento de dos cadenas complementarias; la formacién de asas en D entre
un ADN simple lineat y un ADN daoble circular; la conversién de un ADN doble
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lineal yide un ADN simple circulér en un ADN simple Iineal‘y un-ADN dqble'

‘intermediario de Holliday, en la que dos moléculas dobles de’ ADN se hallan
entrecruzadas formando un complejo estable (Fig' 12) (Smith, 1988}. Todas

estas reacciones indican que la proteina RecA es esencial en la recombinacién i
genética y su importancia radica en su habilidad para promover la transferencia’

= de bandas entre moléculas de ADN (Weinstock, 1987).

Fig 12, REACCIONES DEL ADN PROMOVIDAS POR ReccA (SMITH, 1988)
A) alineamiento, 8) formacién de las asas en D,
C) conversién, y D) formacidn de la estructura
cruciforme

in vitro, la protefna RecA se une al ADN de una banda para formar un
filamento nucleoprotéico, el cual interactia con la otra molécula de ADN doble
intacta provocando la separacién de sus cadenas complementarias. El filamento
recorre la molécula hasta encontrar una secuencia homdéloga de nucle6tidos y
forma entonces un segmento heteroduplex constituido por bandas provenientes
de diferentes motéculas progenitoras {Staht, 1987).

La cantidad de ADN simple disponible en una célula puede ser un factor
clave en el contro! de la proteina RecA (Dri y Moreau, 1991) aunque hay
evidencias de que también puede ser controlada por otras proteinas tales como

23

‘circular; 'y la formacién de una estructuracruciforme, conocida como -




ia SSB‘(Moreau', 1987). La prmelna'SSB' (single-strand DNA-binding] tiene una
‘gr'éh afinidad por ADN de una banda y'se une fuertemente a ¢l en una forma
: “cooperativa, con e! fin de facilitar la funcién de la proteina RecA en la
ransferencia de bandas. Aunque el papel de esta proteina en el mecanismo
‘molecular de la recombinacién no esta aun claro, el hecho de que las mutaciones
en el gene ssb provocan una reduccion en la capacidad de recombinacién de
una bacteria silvestre, indica que dicha proteina es necesaria para que ef proceso
se lleve a cabo eficientemente. Una posibilidad es que {a SSB facilite la
interaccién de RecA con el ADN de una sola banda estabilizdndolo e impidiendo
que adquiera estructura secundaria (Flory y col., 1984; Muniyappay col., 1984),

Ademdas de las proteinas RecA y SSB, la recombinacién genética y la
reparacion por recombinacion del ADN dafado requieren de un gran ntimero de
otras proteinas entre las que se incluyen a los productos de los genes recB,
recC, recD, recE, recF, recG, recd, rechN, recO, recQ, recR, ruvA, ruvB y ruvC
asf como otras enzimas asociadas indirectamente con el proceso en general,
tales como: la ADN-polimerasal que se requiere para llenar los huecos restantes
después que el intercambio de bandas ha tenido lugar; la ADN-ligasa que selia
los cortes en el ADN en los que los extremos 5'-PO4 y 3'OH estan adyacentes;
ia ADN-girasa, que introduce superenrollamiento negativo en el ADN doble
indispensable para que ocurra la transferencia de bandas; la ADN-topoisomerasa
| que convierte el ADN superenrrollado negativamente a un estado relajado; y
la ADN-helicasa Il que desenrolla el ADN doble émpezando por un extremo o
hueco {Smith, 1988; West, 1992).

2.3.2 Via RecB

Los genes recB, recC y recD codifican las tres subunidades de la enzima
RecBCD o Exonucleasa V {Telander-Muskavitchy Linn, 1981; Amundseny col.,
1986), la cual tiene una gran importancia no solo en la recombinacién homéloga,
sino también en la reparacién del ADN daiiado, el mantenimiento de la viabilidad
ceiular y la destruccién de ADN extraiio (Taylor, 1988), La enzima RecBCD
posee varias actividades, que en una época o0 en otra se han tratado de
correlacionar infructuosamente con algan paso particular de la recombinacién
genética; entre ellas destacan: a) exonucleasa de ADN simple y doble
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) endonucleasa ‘de ADN slmple estimulada | por ATP; y c)' .

endonucleasa especmca, que corta el ‘ADN en Ia secuencia 5 GCTGGTGG3'

onoclda como chi. El corte ocurre aproximadamente a 4-6 nucleﬁtldos sobre

.".el lado 3' de chiy tiene lugar cuando RecBCD recarre el ADN en la direccion

.35’ desenrollando la doble hélice (West, 1992). .
y Por medio de su actividad exonucleolitica, RecBCD degrada moléculas

7 lineales de ADN doble a partir de cualquiera de sus extremos y genera largas

colas de hebra simple, las cuales pueden invadir una segunda molécula de ADN

atravésdelaaccidonde RecA. El ADN doble circular es completamente resistente

ala accién de la enzima RecBCD, a menos que tenga regiones de una banda

de mds de 7 nucleétidos (Karu y col., 1973; Mackay y Linn, 1974)

En su actividad desenroiladora, la enzima entra por un extremo libre del
ADN vy se desplaza entre las cadenas complementarias separdndolas a medida
que avanza y uniéndolas nuevamente detrés de eila. Sin embargo, la vetocidad
con la que las cadenas se reunen es menor que la velocidad con la que se
separan, de manera que a ambos lados de la enzima se forman asas de cadena
simple. Cuando en su recorrido encuentra las llamadas secuencias chi corta el
ADN formando largas colas con extremos libres 3', que podrian ser utilizadas
para la iniciacién del intercambio de bandas por la proteina RecA (Fig 13) {Stahl,
1987). De acuerdo con esto, la enzima RecBCD puede funcionar en una etapa
temprana de fa recombinacién (Weinstock, 1987) al producir las estructuras
iniciadoras del proceso. Otros rmodelos, sin embargo, proponen que RecBCD
actia en una etapa tardia en la recombinacién, resolviendo los intermediarios
o estructuras de Holliday para dar lugar a los productos recombinantes. Estos
modelos se basan en el hecho de que la enzima puede resolver estructuras
cruciformes sintéticas que recuerdan a los intermediarios de Holliday (Taylor y
Smith, 1990) y a que una mutacioén en el gen ruvC, que codifica una protelna
con actividad de "resolvasa”, solo afecta la recombinacién en una bacteria que
ya posee una enzima RecBCD deficiente {lwasakiy col., 1991; Sharplesy Lloyd,
1991).
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Fig13. SISTEMA DE RECOMBINACION POR RecBCD (SHiTH'Y cOL., 1981)

= La recombinacién de! bacteriétago tambda a través de la via RecBCD de £.
 coli se inicia de una manera similar a como ocurre en el cromosoma bacteriano,
cuando [a enzima RecBCD entra por el extremo derecha del cromosoma lineal
de A (Stahl.y col., 1986}, originado a partir de un cromosoma circular por
actividad de la Terminasa, enzima que.permanece unida al extremo izquierdo
del cromosoma (Kobayashi y col., 1984). Al igual que en la recombinacién en
' E.coli,la enzima RecBCD viaja entonces hacfa la izquierda a través de la molécula
-.de ADN doble de tambda y cataliza la recombinacién con una probabitidad baja
hasta ‘que encuentra una secuencia chi apropiadamente orientada
(5'GCTGGTGG3) (Staht y col., 1990), ya que la enzima solo reconoce chi si lo
encuentradellado 3' {Fig 14). Ahora bien, si por medio de manipufacién genética
_seinvierte la secuencia cos en el cromosoma de A, RecBCD viaja entonces hacfa
la derecha y reconoce solamente un chi invertido (3'GGTGGTCGS') (Stahl,
1987).

26







+Unavez que RecBCD recanoce el sitio chi, introduce un corte en el lado 3’
& la'secuencia {Ponticelli y col., 1985) y si la enzima continta desenrollando
“la molécula doble de ADN, se produce entonces una cola de ADN simple que
e extiende hacialaizquierdade chi'y es capaz de invadir un ADN doble homélogo
't_en una reaccion de apareamicnto promovida por las proteinas RecA y SSB,
P dando fugar a la formacién de una asa en D por desplazamiento de una de las
e .7 . cadenas de la molécula receptora {Cox y Lehman, 1987}. La introduccién de
una incisién en el asa, seguida por 1a sinapsis de l2 banda desplazada con el

hueco en el primer ADN, produce una estructura simétrica, la unién de Holliday,

cuya resolucion es efectuada por medio de rupturas endonucleoliticas llevadas

“'a’cabo tal vez por la misma enzima RecBCD. La resolucién del intermediario de

Holliday puede ocurrir en dos sentidos. Enel sentido “vertical”, el proceso resulta

en fa formacién de verdaderos recombinantes, es decir en moléculas con

intercambios de doble banda; y en el sentido "horizontal", da lugar a moléculas

de tipo progenitor con solo pequefios parches heteroduplex (Fig 15) (Waest,

. 1992).
S estructura |1 estructura |
' v S t a
a //\ b b a v’ )
"resolucién \L \L resolucidn
A 8 b A
e e
e wmm—————) ————————]
I —— O ——
T O ST fo—— ]
a b B a
en parches verdaderos recombinantes

Fig 15. RESOLUCION DE LOS INTERMEDIARIOS OE HOLLIDAY DE ACUERDO CON EL MODELO
PROPUESTO POR HOLLIDAY (WEST, 1992} -
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'_ La estimulacién de la recombinacién provocada por las secuencias chf es
mds alta en la vecindad inmediata del sitio chiy disminuye con la distancia hacfa
ambos lados, pero mientras que del lado izquierdo ia recombinacién se reduce

~a la mitad cada 3.2 kilobases, de! lado derecho no se detecta mas aild de 431
‘pares de bases (pb) (Cheng y Smith, 1989). En el cromosoma de £ coli los
sitios chiestan presentes con una frecuencia de aproximadamente uno por cada
§000 pb, debido a lo cual |a tasa de recombinacién es casi uniforme a lo largo
del cromosoma entero (Weinstock, 1987); en cambio el fago A no contiene
normalmente sitios chi verdaderos aunque si posee sitios pseudoch/ que difieren
figeramente de la secuencia normal pero que muestran una actividad
recombinante significativa. Por ejemplo la secuencia 5'GCTAGTGGS' que tiene
una adenina en lugar de guanina en el cuarto lugar, posee alrededor.del 38%
de la actividad chi total {Cheng y Smith, 1984).

El modelo anterior sobre la recombinacién homéloga en lambda mediada
por la via RecB presenta ciertas dificultades que han llevado a proponer otros
modelos en los que ia enzima RecBCD tiene un papel diferente al de la iniciacién
descrito aqul, Uno de tales modelos, propuesto por Rosenberg {1988), sugiere
que la enzima RecBCD participa en la etapa final del proceso de recombinacién,
es decir en g resolucién de los intermediarios de Holliday y que las estructuras
necesarias para la iniciacion se originan en otros procesos tales como la )
replicacién y/o la transcripcion del ADN. :

2.3.3 Via RecF

Los mutantes recB o recC de E. coli son-deficientes en.recombinacién
general, pero esta deficiencia puede ser parcialmente restaurada por mutaciones
en los genes sbcA y sbcB (Clark, 1973). Una mutacién en sbc8 inactiva la
exonucleasa 1, provocando la activacién de un sistema  diferente de
recomblinacién, la via RecF {Clark y col., 1984}, que requiere los productos de
los genes recF, recd, recN, recO, recQ y ruv. Dos de estos genes {recN y recQ)
son regulados por LexA, lo cual implica que la via RecF como un todo es inducida
junto con la respuesta SOS a los daiios en-el ADN (Madiraju y col., 1988},
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El'papel del producto del gen recF en la recombinacién, del cual se deriva
el vnb‘rrnbre de la yta completa, no ‘'se conoce aln {Smith, 1988}, Sin embargo,
‘s@ ha observado que la proteina RecF se une a ADN de una sola banda con
_ektr_emos fibres, de modo que podrfa facilitar la transferencia de bandas o
.- protegerlas contra degradacién exonucleolitica. Diferentes estudios sugieren
‘. que la proteina RecF padrfa modular la interaccién de las proteinas SSB y/o
=-RecA con el ADN (Griffin y Kolodner, 1990). Resultados obtenidos en una
proteina RecA mutante llamada srf803, la cual suprime los defectos en
recombinacién provocados por mutaciones recF , permiten sugerir que 1a
proteina RecF podria coadyuvar a ia reaccién de transferencia de bandas
efectuada por RecA, desplazando la proteina SSB del ADN de una banda o
impidiendo que este dltimo adquiera estructura secundaria que pudiera
obstaculizar su interaccién con RecA (Madiraju y col., 1988).

La recombinacién a través de la via RecF podrfa iniciarse con el
desenroliamiento del ADN, llevado a cabo por la proteina RecQ y con la creacién
de un extremo fibre 3'OH por medio de la actividad exonucleolitica 5'- 3' de la
enzima Recd {Umezu y col., 1990). Sin embargo, el papel de los genes recG,
rechN, recO vy recR es todavia obscuro, aunque podrfa conocerse pronto una vez
que los productos de esos genes sean purificados y analizados bioquimicamente.

Los genes restantes de la via RecF son ruvA4, 8y C {Sharples y col., 1990)
de los cuales, los dos primeros son también regu‘lados por LexA (Shinagawa y
col., 1988). El primero codifica la protelna RuvA que se une al ADN doble y
simple, especialmente en moléculas que contenen uniones Holliday (Shinagawa
y col., 1991) y el segundo codifica la proteina RuvB que es una ATPasa que
interactua con RuvA (lwasaki y col., 1989). Ei gen ruvC codifica una nucleasa
que actia especificamente en la resolucidn de los intermediarios de Holliday
{Connolly y cal.,, 1991) pero como ya dijimos antes, solo tiene importancia
cuando la enzima RecBCD es deficiente.

2.3.4 Via RecE

Mientras que, como ya vimos, las mutaciones en el gene sbc8 activan la
via RecF de recombinacién, las mutaciones en sbcA activan la via RecE {Clark
y col., 1984) al permitir que la exonucleasa VIil, producto del gene recf se
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prese (Weinstock, 1987). Esta enzima digiere una' de las cadenas de una
moiécula de ADN doble, a partir del extremo §', liberando mononucleétidos §*
y generando largas cadenas simples con extremos 3'0OH libres o unidas a ADN
" doble (Joseph y Kolodner, 1983}, De esta manera, anélogamente a la enzima
RecBCD, la Exo VIl produce extremos libres 3'OH, pero mientras gque esta lo
_hace solo por degradacion exonucleolitica, aquella lo puede hacer también por
deasenrollamiento del ADN (Smith, 1988). '

Las cepas de £. coli en las que es posible activar la via RecE son aquellas
que contienen un préfago criptico llamado rac el cuai tiene cierta homolagfa con
lambda y comparte con éi algunas similitudes en su organizacién genética. Las
mutaciones sbcA inactivan el represor del préfago rac y permiten la expresion
de algunos de sus genes tales como recE, pero a diferencia de lambda la
inactivacion del represor no da lugar al desarrollo litico dei fago. ‘

2.3.5 Sistema Red
Elbacteriéfago lambda puede lievar a cabo la recombinacitnno solo a través
de las tres vias descritas arriba, sino que también puede llevarla a cabo a través
* de su propio sistema de recombinacién {Smith, 1987; Clark y Low, 1988). Este
sistema, lamado Red, esta constituido por tres genes: alfa, beta y gamma
{Weinstock, 1987), cuyos productos son la exonucleasa A, 1a protelna B y la
proteina Gam respectivamente (Smith, 1983). La exonucieasa de A es
funcionalmente anéloga a la exonucleasa Vill ya que digiere ADN doble a partir
del extremo &' y genera largas colas de ADN de una banda con extremos 3'OH
{Weinstock, 1987). La protefna {3, promueve por un lado la reaccién de
transferencia de bandas de ADN, analogamente a como lo hace RecA, y por
" otra incrementa ia afinidad de la exonucieasa a por el ADN (Fig 16) (Raddingy
col., 1971; Kmiec y Holloman, 1981}, El tercer gene, asociado de alguna manera
con la recombinacién de A, es el gene vy (Zissler y col., 1971) cuyo producto,
la protefna Gam, se une a la enzima RecBCD e inhibe su actividad exonucleolftica
por medio de la cual digiere los cromosomas lineares de lambda, producto de
1a replicacién sigma (Enquist y Skalka, 1973). Estudios en cepas de E. coli

31



de’inhibif.no solo fa actividad, exonucleolitica de RecBCD, sino que’tamblén
todas las demds actividades de la enzima (Murphy, 1991}

“Terminasa’ -

Flg !6 'HODELD DE. RECOMBINACION DE LAMBDA “(STAHL Y COL., 1985)
-La Terminasa genera un cromosoma lineal después de cor-
; L tar en cos, la exonucleasa . digiere la cadena 5' del
IR Yeromosoma- cireular homélogo, Apropiadas muescas, liga-

duras y sintesis de ADN conducen a la formacién de un
cromosoma recombinante iisto para ser empaquetado

2.3.6 Recombinacién como Sistema de Reparacién
En gen'eral se acepta que 1a funcién mds importante de la recombinacion
“‘genética homéloga es su contribucién a la diversificacion genética de los
~organismos. Sin embargo, algunos investigadores opinan que existe otra funcién
tanto o mas importante que esa, a la cual puede deberse que este proceso se
haya conservado durante miles de millones de afios a lo largo de la historia
evolutiva. Esa funcion es la que tiene que ver con la reparacién de lesiones en
el ADN que afectan la supervivencia celular y que tienen su arigen en la
exposicién natural o artificial a agentes fisicos y quimicos del ambiente, que
dafian el ADN {Cox, 1991).
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Una de las primeras evidencias genéticas acerca de la importancia de la
“recombinacién como sistema de reparacién, fue derivada de estudios de
supervivenciaaradiacion UV de cepas deficientes en recombinacién {recA, rec8,
recC, etc.) (Howard-Flanders y Boyce, 1966). La sensibilidad de tales cepas a
este tipo de radiacién es mayor que la de cepas tipo silvestre, lo cual implica
que el proceso de la recombinacidn tiene una gran importancia, comparable a
la de los sistemas de reparacion, en la supervivenciade células de £. co/idahadas
por UV (Paterson y Gentner, 1984). En realidad, la recombinacién puede ser
incluso mas importante que la reparacién por excisiéon, por ejemplo ya que los
mutantes recA deficientes enrecombinaciéon son més sensibles que los mutantes
uvrA deficientes en excisién.

En €. coli, varias evidencias sugieren que uno de los pasos que limita la
tasa de recombinacién genética, es la produccién de substratos adecuados para
las enzimas que participan en ella, tales como ADN con extremos dobles que
sirven de entrada para RecBCD o bandas de ADN simple sobre las cuales actia
RecA. La presencia de lesiones en el ADN ocasionadas de una manera natural
o experimental {luz UV solar, daifo oxidativo, desaminacidn de la citosina,
pérdida de bases, etc.) pueden aumentar la formacidn de estos substratos y
dar por resultado una estimulacién de la recombinacién. En este sentido, la
funcién principal de la migracién de brazos, es decir, el desplazamiento del punto
de entrecruzamiento {mecanismo principal de formacién de grandes regiones
heteroduplex) y la hidrélisis de ATP, que representa un gran costo energético
para la célula, seria la de atravesar regiones dafiadas o no homélogas en el ADN,
con el fin de reconstituir moléculas funcionales.

De esta manera el papel principat de la recombinacién seria el de aumentar
la supervivencia celular al recuperar la informacién genética en regiones del
ADN que contienen lesiones en ambas bandas, dando lugar a molécuias que
pueden ser entonces sujetas a reparacién por otros mecanismos tales como
excisién o fotorreactivacién (Sancar y Sancar, 1988).

2.4 RECOMBINOGENES!IS INDIRECTA DEL BACTERIOFAGO LAMBDA
En estudios previos (Alcantara, 1986ab), se ha observado que la tasa de

recombinacién del bacteriéfago A en células de £. coli tipo silvestre {AB1157), es
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* sstimulada cuando'las bacterias son expuestas a (a luz UV antes de la infeccién

v'ujalf Estarerstimulacién, a la que se ha denominado recombinogénaesis indirecta del
5 'bacxeriéfago lambda, se caracteriza por un incremento tanto en el nimero de
" ‘recombinantes por célula como en el nimero de células en las que ocurren eventos
"’ de recombinacién.

,AI coincidir este efecto con la induccién de las funciones SOS bacterianas,
inicialmente se sugirié que podria deberse a la activacién de alguna de ellas
relacionada con la recombinacién genética inducible, dependiente de la via RecF.
Para verificario se hicieron experimentos en bacterias huéspedes mutantes /exA3,
deficientes en la induccién de SOS y el fenémeno no se presento. Sin embargo,
cuando se agrega la mutacién recA306, que provoca la también la dasaparicién
de la respuesta SOS, a cepas tipo silvestre o a los mismos mutantes /exA3, el
efecto ocurre normalmente (Alcéntara, 1986b}.

Otras evidencias que de alguna manera también contradicen una relacién entre
el sistema SOS y la recombinogénesis indirecta de A, provienen de experimentos
en los que se midid ia influencia del plasmido pMMB175. Este pldsmido posee un
gene llamado psiB (Plasmid SOS /nhibitor} cuyo producto, la protefna PsiB, suprime
la respuesta SOS al inhibir la activacién como coproteasa de la protelna RecA. Los
resultados mostraron que la presencia de este pldsmido en células tipo silvestre
{AB1157) no tiene ningun efecto sobre la racombinogénesis indirecta de A
(Alcéntara, datos no publicados). ,

Con el fin de obtener algunos indicios sobre el mecanismo molecular y

enzimdtico del proceso de la recombinogénesis indirecta de lambda, se ha probado

la participacion de varios genes bacterianos, por medio de la utilizacién de
huéspedes mutantes, Entre los genes probados se encuentran recF, recN y ruvA
y se ha observado que ninguno de ellos se requiere para que el fenémeno tenga
lugar {(Alcdntara, 1987). La regulacién de recN y ruvA por lexA confiere a la via
RecF de recombinacién, a la cual pertenecen, cierto caracter inducible, que permite
a la célula llevar a cabo la reparacién por recombinacién méas eficientemente. El
hecho de que la recombinogénesis indirecta de lambda no requiere los productos
de esos genes, hace aln menos probable una relacién directa entre ella y el sistema
SOS.
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Con el fin de determinar si el sistema de recombinacién de laﬁ\bda (Red)
interviene en la estimulacién de la recombinacién viral, se efectuaron iambién
T experimentos con bacteriéfagos mutantes red deficientes en su propio sistema de
recombinacién. Los datos de esos experimentos indican que el sistema Red tiene
una participacién importante en el evento, ya que en lambda red- esta ausente. Es
probable por o tanto, que el fendmeno de 1a recombinogénesis indirecta de lambda
sea el resultado de algun tipo de interaccién entre el sistema Red viral y alguna o
algunas enzimas bacterianas (Alcantara, 1986a).

Puesto que fa recombinogénesis indirecta del bacteriéfago lambda ocurre en
bacterias huéspedes previamante expuestas a UV, el fenémeno debe depender en
granparte de lo que ocurre en ellas después de lairradiacién. Las evidencias reunidas
hasta ahora muestran que no corresponde a una funcién SOS tipica, porque, si
bien es dependiente de un represor LexA normal no lo es de RecA funcional; es
mas, la presencia de la protefna RecA en mutantes /exA (ind') es claramente adversa
para la induccién del fendmeno. Datos obtenidos en mutantes /exA3 (ind}
portadores del gene psiB {Alcantara, datos no publicados), permiten sugerir que
es la actividad de recombinasa de RecA la que impide la respuesta recombinogénica
de A, ya que en ellos 1a actividad proteolitica de RecA es la tinica que esta afectada.

Como vemos, la relacion entre el sistema SOS de £, coli y la recombinogénesis
indirecta de A ha sido dificil de establecer, debido a que esta ultima no se comporta
coma las funciones SOS tipicas cuya induccién es suprimida tanto por mutaciones
lexA (ind’) como por mutaciones recA; es posible incluso, que tal relacién no exista
en realidad y que la ausencia de efecto en huéspedes /exA3 sea solo un artificio
creado por una menor capacidad de los fagos para multiplicarse o recombinarse
en ellos. No obstante lo anterior, la forma en que la induccién de lesiones en e!
ADN de £. coli incrementa la tasa de recombinacion en otro ADN no dafiado y no
homélogo como el genoma de A, es un asunto de gran interés por investigar.

Resultados previos, obtenidos en £, coli SP216 recB21 recN, habian sugerido
ya la participacion en este fendmeno de la enzima RecBCD, pero debido a que dicha
enzima es supuestamente inhibida por ia proteina Gam de A, esos resultados fueron
equivocadamente atribuidos a la mutacién recN. Cuando se construy6 por
transduccion con el fago P1 la cepa AB1157 rech, fue que se empezd a pensar
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que Ia en ma RecBCD tenfa una paruclpacldn lmportante enla recomblnogénasls i

3 OBJETIVO

: El ob;etivo del presente traba|o es establecer si la enzim
S recombinogénesls indirecta de lambda, -utilizando para-ello dlversos huésp es de:

coli deficientes en dicha enzima.

4 MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIALES

4.1.1 Bacterias y virus
“Las cepas bacterianas y virales utilizadas en este trabajo aparecen’ en la’

tabla I,

Tabla I): Cepas Bacterianas y Bacteridfagos

Cepas Bacterianas

Genotipo

Fenotipo

AB1157
AB2463 .

< AB2470

TTAGsS31

AQ5937

F ., thr-1, leuBS8, thi-1, galk2,
ProA2, argE3, rpst31, tsx-33,
supE44, his-4, lscY1, mil-1, xyl-5,
ara-14

como AB1167 pero recA13

come AB1157 pero recB821 .

'F,/er:EZVI, 2ga::Tn10, argH, ilv,

met8, his28, trpA9605, deoB ¢ C,
proB, rpo8

F, recA441, /exA?l::TnS recB821,
z2ga::Tn10, thri, leu86,
19nt,proAJ62, hisd, arg€3, thit,
rpsL31, aralq, sulA221, galk2,
xyi5, mtl1, (stJ, supEdd, iviTs)

Tipo silvestre. Presencla
de todos los sistemas de
rgparacién.

Deficienta en
recombinacién, carece
de todas las actividades
de la protefna RecA.

Deficignte en
recombinacién, carece
de todas las actividades
de la enzima RecBCD.

Deficiente en
recombinacién, carece
de todas las actividades
de la enzima RecBCD.

Deficiente en
recombinacién, carece
de todas las actividades
de la enzima RecBCD
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Tabla 1z Cepas Bacterianas y Bactenéfagos.

“{Continuacién},
Cepas Bacterianas Genotipo Fenotipo

:AB11571 .como AB1157 pero recB821, Daficiente en

A 'zaaan 107 rocombinacién, carece
REE de todas las ac\widades
N e " de la enzima RecBCD

ABII572 - como ABI1S7 pero recB21, Deficiente en

8 2ga::Tn10 recombinacién, carece

. i . de todas las actividades
= ) R de 1a enzima RecBCD.

como AB24: pero rec821, Deficiente en

2y no ' recombinaci6n, carece
de todas las actividades
de la proteina RecA y de
la enzima RecBCD

AB2463 aro recB2l, Deficiente en

. recombinacion, carece
de todas las actividades
de {a proteina RecA y de
Ia enzima ReBCD.

, lacY1l, Supresora de las

2 mutaciones Ambar del
bacteriéfago lambda,
indicadora de !a progenie
total de lambda.

F, 13c-3350, galk2, galT22, Mo supresora de las
psL179, sup® mutaciones émbar det
R bacteriétago lambda,
. indicadora de la progenie
recombinante de A+

Caracteristica

::Bacteriéfagos

7 ANam53Nam7°. - ' ‘portador de mutaciones ambar en el gene N, no se multiplica
e .7 en bacterias no supresoras.

. APam80 " - _ portador de una mutacién dmbar en el gene P, no se multipfica
- en bacterias no supresoras.
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R-top-agar*®

Medios Liquidos

Luria (LB} *

'Lurla agar (LA)'

Agar. ‘bacteriolégico BIOXON'.

Agua bidestilada

Paptona biotriptasa BIOXON

_.NaCl BAKER E
Agar bacteriolégico BIOXON
- Agua bidestilada

Peptona biotriptasa BIOXON
Extracto de levadura DIFCO
NaCl BAKER

Agar bacteriol6gico BIOXON
Agua bidestilada

Peptona biotriptasa BIOXON
NaCl BAKER

Extracto de levadura DIFCO
Agar bacteriolégico BIOXON
Ag'ua bidestilada

Componentes

Peptona biotriptasa BIOXON
Extracto de levadura DIFCO
NaCl BAKER

Agua bidestilada

; 1000 m! :
Después de esterilizar es suplementado con 2ml de CaCl, 1M y 5ml de glucosa al 20%

Cantidad

100g
5.09
10.0g
1000 mi
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e

““Cacly1M*
Maitosa 30%*
Mgso, 1M*

TRIS 1M

*Se esterilizan en autoclave 20 min. a 120«C‘éd_n 20 libras'de presién.

- Tiamina
“; . ‘Agua bidestilada :
e

T

“L-treotina - ¢

" Tiamina

7 CaCl; BAKER 75

NaCl BAKER

MgSO; 1M’
-Maltosa 30% )

L-leucina

"Agua bidestilada

Agua bidestilada

Maltosa BIOXON
Agua bidestilada

MgS0,.7H,0 BAKER
Agua bidestilada

Trishidroximetilamino metano
pH 7.4 SIGMA h
Agua bidestilada



4.2 METODOLOGIA
3 Lcs métodos expenmemales se desarrullaron en dnferenles etapa
c de; acuerdo a Ias (écnncas usuales’ descritas por Arber y col. (1983)

4 2 1 Preparaclén de Stocks de Fagosh :

lnducclén del préfago ANam7Nam53 y APam80 en bacterias de E. colf CGOO .
- por tratamiento con luz UV,

“préfagos en’las bacterias lisogénicas para obtener suspensiones de particulas
'.‘vlrales que pasteriormente se utilizaron para hacer las cruzas. !

= Las bacterias lisbgenas de A se tomaron de un cultivo estacionario en TB1,
. se diluyeron 50 veces en 10 ml del mismo medio y se dejaron en incubacién a
./ 37°C con agitacién hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.4 a 5380 nm, la cua!
equivale a una concentracién de aproximadamente 1 x 108 bacterias/ml. Se
centrifugarona 10,000 rpmdurante 10 minutosy se resuspendieronenla misma
cantidad de MgSO, 10?M. La suspension se colocéd en una caja de petri y se
irradié con luz UV durante 70 segundos {equivalente a una dosis de 70 J/m?),
se centrifugd nuevamentea 10,000 rpm por 10 minutos, el botdn se resuspendié
en 10 mi de TB1 y se incub6é hasta observar lisis celular {3 horas
aproximadamente). Se agregaron 6 gotas de cloroformo para destruir totaimente
las: células .y el lisado se incubd 10 minutos mas. Los restos celulares se
eliminaron por centrifugaciony el sobrenadantese guardé a 4°C para sutitulacion
posterior,

Induccion del préfago A en bacterias liségenas C600 por tratamiento con
Mitomicina C

- El procedimiento es similar. al anterior excepto que en lugar de irradiar con
luz UV se agregd mitomicina C {Sigma} a una concentracién de 4 mg/ml y se
incubé aproximadamente durante 3 horas. De {a misma manera, una vez qua
se observé la lisis, se agregé el cloroformo, se centrifugé y el sobrenadante se
guardé a 4°C.
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con los 1agos)\Nam7Num53 Yy ?\Pam80
5 permmé obtener suspensiones de fagos con

on 109 par;fculas del ‘fago que se queria propagar Se adsorbleron' .
inutos-a 37°C y los centros infecciosos o células mfectadas se

qlgunas gotas de cloroformo y se dejé en agitacion a 37°C durante .
O°minutos; El lisado se centrifugé a 10,000 rpm durante 10 minutos-y el
s'obrenadame se guardd a 4°C para su titulacion posterior.

-4, 2 2 Titulacién de los Fagos =
" Para conocer la concentracidn de las suspensiones virales se procedlé asu
titulacion utilizando como bacteria indicadora la cepa C600, la cual suprime las

mutaciones dmbar del fago A :
2w+ 24 Se prepararon diluciones de las suspensiones de fagos en solucién SM, las
“cuales pueden hacerse de 10 en 10, de 100 en 100 o combinaciones de ambas
hastallegar.a 10° 6 107, es decir diluidas 1 millén de veces 6 10 millones de
veces. De la dilucién seleccionada se mezclé 0.1 ml con 0.2 mi de la bacteria
indicadora (cultivo estacionario en TBD sembrado el dia anterior e incubado a
37<C con agitacién) y se dejé en adsorcién a 37°C durante 15 minutos. Se
regaronde 2 a 2.5 ml de TAS fundido, se agité ligeramente, se vacio en cajas
con TA12 y se esparcié rdpidamente el contenido en toda la caja. Se incubaron
a 37°C 24 horas y entonces se procedié a la cuantificacién de placas de lisis
que el fago forma en el tapiz de la bacteria indicadora. Al Tomar en cuenta que
cada placa es formada a partir de una bacteria infectada con un sélo fago vy al
hacer los calculos necesarios se pudo conocer el nimero de fagos por unidad

de volumen.

El mismo procedimiento se siguié para la titulacién de suspensiones del
fago P1 utilizado en las transducciones pero substituyendo el TAS por R-top
agary el TA12 por LA,
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'>4.2,3_Titrulacién de las Bacterias
.. Paralas cruzas de lambda en las diferentes cepas bacterianas fue importante

~Gonocer la-cantidad precisa de células que tenfamos en los cultivos, con el fin
“de que la infeccion con el fago fuera con la muitiplicidad adecuada, Sabemos
‘queen nuestras condiciones una Densidad Optica {D 0) de 0.4 a 590 nm equivale

proximadamentea 1 x 10% bacterias/ml, pero con el fin de verificarlo se hicieron

: 'Vj"cdmpos de las bacterias a través del microscopio de contraste de fases,

utilizando la cdmara Petroff-Hausser. Para ello se contaron las bacterias que
hay en 5 cuadros grandes (los cuales estdn formados por 16 cuadros pequeiios)
de la'reticula de {a camara y el ndmero de bacterias por mililitro se obtuvo

_haciendo los célculos necesarios de acuerdo a la siguiente férmula:

A
No.cé 5 &
No.células - (1. ).\,20.\,20_\‘50\. 1000
ml 16

Donde:
A ="células contadas
B ='numero de cuadros grandes contados BRI
16 = nGmero de cuadros pequefios dentro de un cuadro grande: :
20 .= lado del cuadro (1/20 mm) B
50: = profundidad de !a cdmara {1/50 mm)

1000 = volumen en cada cuadro (1/1000 ml)

-4.2.4 Transduccién
- Es'un proceso por medio del cual se puede transferir informacion genética

- de una bacteria a otra a través de un bacteridfago. En el caso de £. coli la

transdd{:éién es llevada a cabo por el fago P1, el cual puede acarrear fragmentos
cromosomicos de hasta 2 minutos de longitud de una célula donadora a una
célula receptora en virtud de que al final del ciclo litico del mismo, algunas de
las nuevas particulas virales producidas contienen ADN de Ia bacteria huésped
en lugar del suyo propio {Miller, 1972).

El fago P1 defectivo que lleva ADN de £. co// puede ser detectado por medio
de marcadores genéticos seleccionables, ios cuates son mutaciones que afectan
un gen determinado o secuencias de insercién que confieren resistencia a
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antnbréncos.,En nuestro caso, los transductantes se seleccuonaron par la’ ’

- ,bac(enas y su ADN puede llegar.a incorporarse en el cromosoma bacteuano a

' presencla del transposdn Tn10 que es una secuencia de mserclén v.que conf:ere i
re5|s(enc1a a la tetraciclina. -Las partfculas transductoras lnfectan a: otras

través de un proceso de recombinacién homéloga depend:eme enteramente de
_.la célula receptora. -

Por medio de este procedimiento se llevé a cabo la construcclbn de algunas
cepas con genotipos especificos siguiendo la metodologia descnta por Muller
{1972}, la cual puede dividirse en dos etapas: - 2 <

1.- Preparacién del lisado de P1

Una colonia de la cepa donadora se sembré en 3 -ml de LB comemendo
tetraciclina {Sigma) a una concentracién de 30 mg/ml y se dejé en incubagion ;. .r i
a 37¢C con agitacién durante 20 hrs. Un millilitro de este cultivo de noche se
mezclé con 109 fagos P1 y se incubé 15 min'a 37°C para permitir.la adsorcién
de los mismos. En seguida se vacié en un matrdz que contenfa 10 ml de LB
més 5 x 103 M de CaCl, y se incubé a 37°C con agitacién hasta qbégf\lar la:
lisis celular {aproximadamente 3 horas). Se le agregaron 6 gotas de cloroformo
y se dejoé en agitacion otros 10 minutos. Se centrifugé a 10,000 rpm durante
10 minutos con el fin de eliminar los restos celulares y el sobrenadante se
recuperd y se guardé en tubos estériles a 4°C.

2.- Construccién de los transductantes

.~ Una vez obtenidos los lisados de P1 en las cepas donadoras, se procedlo a
la construcmén de las diversas cepas receptoras usadas en este estudio. Para
ello se hizod un cultivo de noche de la cepa receptoraen 5 ml de LB, se centifugd
a 10,000 rpm durante 10 minutos y se resuspendi6 en la misma cantidad de
solucién buffer MC, que se dej6 en agitacién a 37°C durante 15 minutos. Por
otro lado se hicieron diluciones 10 y 102 del lisado del fago P1 crecido en {a
cepa donadora y se prepararon los siguientes tubos:
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ron en adsorcién durante 15 minutos a 37+C para posteriormente .~
sembkar 0.1.ml de cada dilucién en placas de LA con tetraciclina. Las cajas se
_ Ing::ubérb:n a 37°C durante 48 horas, al ‘cabo de las cuales aparecieron colonias
resistentes a tetraciclina que correspondian a los transductantes. Esas colonlas
fueron aisladas y conservadas para su uso posterior,

4.2.5 Irradiacion con Luz Utravioleta L
Para hacer las irradiaciones con luz UV se utiliz6 una Iémpara germtclda -
General Electric de 15W, cuya razén de dosis fue ajustadaa 10 erg/seg {1 Jlmz) :
con un dosimetro UV Latarjet. =
La sensibilidad a la luz UV de las dnferentes cepas baclenanas usadas en
" este estudio varia de acuerdo a las mutaciones que preseman cada una de ellas,
debido a que esas mutaciones afectan dlferentes smemas de reparacuér\ del’:
ADN. : . i gt 0 .
. Para determinar su sensnbmdad se snguleron dos métodos uno cualitatlvo
'y otro cuantitativo. T : =
a) Método Cualitativo
Para este método se hicieron cultivos de noche de las cepas a probar y con
el asa de siembra estéril se tomd una muestra de cada cultivo, con la cual se
estrié una linea recta sobre la superficie de una caja de petri con TA12. La caja
se dividid en 4 secciones perpendiculares a las estrias de las bacterias, las cuales
correspondigron a diferentes dosis de-irradiacion UV, Bajo la ldmpara de UV
cada seccion de la caja se fue descubriendo sucesivamente hasta completar las
dosis éspeciﬁcadas, excepto la Gltima seccidn que no se irradié y representd
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“b) Método Cuantitativo .
‘La determinacion cuantitativa de la sensibilidad a UV se hizé en cultivos
logaritmicos de !as cepas bacterianas, hechos en LB, os cuales se centrifugaron
¥ se resuspendiefonen MgS0, 102M. Muestras de 1.5 ml de estas suspensiones
‘:se colocaron en cajas de petri de 5 cms. de didmetro y se irradiaron con UV a
las dosis especificadas. Durante la irradiacién, las suspensiones se agitaron
s’u’_avememe a fin de lograr una exposicidn uniforme de todas las células y todas
1as manipulaciones subsiguientes se hicieron bajo luz roja tenue para avitar la

fotorreactivacion. .

Una vez -irradiadas las suspensiones se diluyeron en MgSO OO1M de

acuerdo a la dosis administrada, por e;emplo

CEPA DOSIS (J/m2) DILUCIONASEMBRA
AB1157 o0 Solnos?
AB1157 10 L ‘0%
AB1157 - - 7 B s [+ Y o
AB1157 : 50 R
“AB1157 = 1100 02

“~De la dilucién-a sembrar se tofné una alicuota de 0.1 ml.y con una varilia:
de vidrio se esparcié sobre la superficie de una caja de petri conteniendo LA.
Las cajas asf inoculadas se incubaron a 37<C durante 24 horas, al cabo de las
cuales se contd el namero de colonias aparecidas en cada una de ellas y se

' hicieron los célculos necesarios tomando en cuenta el volumen y la dilucién
‘sembradds para determinar el porcentaje de supervivencia en cada dosis de UV
{Howard-Flanders y Boyce, 1966).

4.2.6 Cruzas Viralas

Las cruzas de los bacteriéfagos se hicieron esencialmente de acuerdo al
procedimiento descrito por Lieb {1976).

En estos experimentos que forman la parte esencial del presente trabajo,
se cruzaron los fagos ANam7Nam53 y APamB0, los cuales poseen mutaciones
ambar en los genes N y P respectivamente, de manera que durante la
recombinacién se pueden producir {agos silvestres para los dos loci: NN*P+, o
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mutames para ambos. NN-P- El procedlmmnto seguldo en estos expenmenms
iml!lé detectar solo los recombinantes ANN+P+ y hemos asumldu que los
recomblnames ANN-P- se produjeron también con la misma probabmdad.
7 "Las bacterias huéspedes para las cruzas de lambda fueron cultivadas en
TBD durante toda la noche. Al dia siguiente se hizé una dilucién de cultivo en .. .
... TBD fresco (1:50) y se incub6 a 37°C con agitacién hasta que alcanzé una D
O'de 0.4 a 590 nm. Las bacterias fueron sedimentadas por centrifugacién a
10,000 rpm durante 10 minutos, resuspendidas en el mismo volumen de MgSO,
10?M e irradiadas con fuz UV, como en el método cuantitativo, a las dosis
especificadas. Una vez irradiadas, 1 x 108 células fueron infectadas
simultaneamente con AN7N53 y AP80 a una muitiplicidad de infeccién de 5, es
“decir con 5 x 108 fagos de cada tipo y se adsorbieron durante 15 minutos a
37°C. Se agregaron 3 mi de MgSQO, 10?M a cada tubo, se centrifugaron a
10,000 rpm durante 10 minutos para eliminar los fagos no adsorbidos. El botén
se resuspendio en 3 mi de TBD y posteriormente se incub6 a 37°C con agitacién
durante 80 minutos, tiempo suficiente para completar un ciclo ltico del
.‘baclerigﬁfago. Al final se agregaron unas gotas de cloroformo a cada tubo y se
dejaron en agitacién durante 10 minutos, al cabo de tos cuales se centrifugaron
a>10,000 rpm vy el sobrenadante, en donde se encuentran tanto los fagos
progenitores como los recombinantes, fue recuperado vy titulado.
~-La titutacién se hizé siguiendo el mismo procedimiento que el de la titulacién
de los stocks de A obtenidos por induccidn de liségenas o infeccion de la cepa
C600, sélo que en este caso, ademas de sembrar en tapiz C600 para conocer
- el titulo total de los lisados, también se sembraron en la cepa 594 para conocer::
las progenies recombinantes ANN*P+,

4.,2.7 Estadistica

La prueba estadistica que se utilizé para comparar Ias‘progenieé virales en .
huéspedes irradiados contra las progenies en et mismo tipo de huéspedes no
irradiados fue la T de Student con {n, + n, -2) grados de libertad y con una
probabilidad (p) de 0.05.
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‘5, 1 Transduccldn
Por medio de la transduccién con el fago P1 se Ilavé a cabo la  construccién
qe ia cepa AB1167 recB21, uiilizando AQ5931 como la cepa donadora de la

“mutacién. recB821. Los transductantes fueron selecclonados por su resistencia a
+tetraciclina (tetra®) 'y 'se obtuvigron 9 clones, de los cuales sélo dos resultaron
:sensibles a la luz UV, asumiéndose que estos dos transductantes eran portadores
“de ld mutacién recB21 y fueron denominados AB11571 y AB11572.
La construccién de los dobles mutantes recA recB se realizé utilizando AB2463
recA'13 como cepa receptora y AQ5931 como cepa donadora de la mutacidn
recB21. De esta transduccion se obtuvieron 5 derivados resistentes a tetraciclina
'y sensibles a la luz ultravioleta. Para confirmar cuales de éstos eran verdaderos
portadores de ambas mutaciones, se utilizé la caracterfstica que posee el
bacteriéfago Ared' gam de formar placas en cepas de £. coli recArec8 pero no en
cepas recA’ solamente. Puesto que el fago es deficiente en recombinaciény carece
ademas de la proteina Gam, que normalmente inhibe la actividad exonucleolitica
de RecBCD, sélo puede multiplicarse cuando esta Ultima enzima es también
deficiente. Con esta prueba pudimos identificar sélo 2 transductantes portadores
de las mutaciones recA13 y recB21 los cuales fueron denominados AB24631 y
AB24632.

5.2 Sensibilidad a UV
Uno de los criterios mas sencillos para la caracterizacion de las cepas utilizadas
como huéspedes en las cruzas virales fue la supervivencia a la luz UV ya que, como

se-menciond en la introduccidn, las mutaciones que poseen afectan la capacidad .

de reparacidn del material genético. Como se puede apreciar en la Gréfica 1, la
mayor sensibilidad la presenta un mutante recA 73 debido a que {a protefna RecA
es esencial tanto en la reparacion por recombinacién como para la induccién del
sistema SOS. Un mutante rec827 es menos sensible y fue por lo tanto este
pardmetro el que se utilizé para distinguir los mutantes rec827 de los recA13.
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En ia Gréhca 2se muestran las cury  de. supervivencia a ifradiacién dee la:,*'
: ~cepa mutame ABZ463 recA13 vy de Ia d bl
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5.3 Cruzas. virales e .
-Para ninar la-. enzima 'RecBCD . interviene en cl  fenémeno
:recomblnogémco del bacteridfagolambda, que es el objetivo central de este trabajo,
“:Unavez obtenidas las cepas deficientes en la enzima RecBCD, es decir los mutantes

'l_ecB?L se llevaron a cabo las cruzas de los fagos ANS3N7 y AP8O tanto en células

lriadladas como no irradiadas con luz UV. Los resultados se muestran en las tablas
M, V'Y V, los cuales son promedios de por lo menos 3 experimentos.
3 En una cepa tipo silvestre tal como AB1157, donde los mecanismos de
: reparacnén del ADN son normales, existe un incremento de 3 veces en la progenie
total y casi de 6 veces en la progenie recombinante cuando las células fueron
previamente expuestas a una dosis de 50 J/m2 de luz UV {Tabla 1l}}. Al comparar
astos resuitados con los obtenidos en la cepa AB2463, podemos observar que, a
pesar que esta cepa carece de la respuesta SOS y es deficiente en recombinacién,
presenta la misma respuesta recombinogénica de lambda que la cepa tipo silvestre
{Tabla }1). En cambio en las cepas deficientes en la enzima RecBCD, es decir los
mutantes AB11571 y AB11572, el incremento en ambas progenies a la misma
dosis de luz UV no fue estadisticamente significativo al compararlo con su control
no irradiado segun la prueba T de Student {Tabla ili}.

Estos resultados indican claramente que la proteina RecBCD interviene de
alguna manera en la recombinogénesis de lambda, pues aunque el fenémeno no
desaparece completamente si disminuye drésticamente (Gréfica 3). Esta conclusion
es apoyada por los experimentos hechos en otras cepas portadoras también de ia
mutacidn recB821 tales como la AB2470 y la AQ5937, en los que se observé que
el efecto recombinogénico también desaparecia {Tabla 1V). De la misma manera,
la adicién de la mutacién rec821 a una cepa portadora de la mutacidn recA 73 anuta
el efecto recombinogénico observado en esta ultima, como lo demuestran los
resultados obtenidos en las cepas AB24631 y AB24632 (Tabla V).
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“Tabla I, Efecto de la irradiacian UV de diferentes cepas de de E. coli sobre las
: progenies total y recombinante del bacteriétago lambda

Cepa Dosis | PT/m! 1 PRIMI, . A
Jim2 ’
“AB1157. o |7.72x 108 1 8.3 x 10° o
Swt 25 216 x 10%{2.12)* 2.8 |4.4 x 107 (3:47)"
s 50. |2.88 x 10¢ {2.80)*. 3.7 (6.1 x107 (4.78)*
AB2463 0  j4.3 x 100 1 1.3 x 108 '

recA13.) . 25 |85 x 109(1.53) 2.0 [3.91x 10%(2.30}*
G 10 11,31% 100 (2.33)¢ 3.05 (7,42 x 100 (4,361
<o ABT1S71 L 0.7 ]6.08 x 108 1 5.09 x 108
SE U recs210| 0 26 |7.35'x 108 (0.41)  1.21 (8.89'x 108 {1.58) 7
S 50 |7.08 x 10° (0.31)  1.17 [9.92x 108 (1.61)
AB11572 0 |6.51 x 108 1 6.67 x 108 A
“recB21 25 7 [9.15 x 10% (1.38)  1.40 |1.16x'107 (1.88) - 1.73

SR E 50 9.8 x 10¢ (1.44) 1.50 |1.34 x 107 (2.50) 2.0
-=:Progenie Total
=:Progenie Recombinante

) =_Incremento- {progenie en huéspedes irradiades/progenie en huéspedes no

irradiados)

_*“El nGimero entre paréntesis es el valor de la prueba estadfstica T de Student que
: se utilizélpara comparar las progenies en huéspedes irradiados contra las progenies
““en huéspedes no irradiados-de la misma cepa, con una. p de 0.05.

* representa un valor estadisticamente significativo para una p de 0.05.
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Tabla IV. Efecto de'la Ifradiacién’ U
 progenies total y recombinante del bacteriéfago lambda,

Cepa Dosils CElPRImI
Jim2 | EES
AB2470 0 |1.83x 100,57 “|8.76 x 108 1
25  [9.57 x 108 {1.18) = 0. 5.91.%710670.07) "~ 1.03!
50 [1.37'x 10° {0.38) ~0.84-{5.14 x 100 (0.29)  0.91
AQ5937 0 j1.04x108 1 1.41x 108 1
25 |9.87x 107(0.21)  0.95 |1.61 x 10°(0.53) - - 1.14
50 |1.08 x 108 {0.05) =~ 1.04 |1.51.x 10°(0.29) . 1.07

PT = Progenie Total

PR = Progenie Recombinante
| = Incremento (progenie en huéspedes irradiados/progenie en huéspedes no

irradiados}

€l nGmero entre paréntesis es el valor de la prueba estadistica T de Student que
se utilizé para comparar las progenies en huéspedes irradiados contra las progenies
en huéspedes no irradiados de la misma cepa, con una p de 0.05.
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Tabla V Efecto de Ia radnactén UV de cepas e

call dbbles mutantes recA 13

076,97 x107" = -|e.18'x 108 1
+257|9:37 x 107 {0,851 ~-1:35 [1.14x 100 (0.81)  1.24
50.:7.63 x:10°,(0.33):::1,09 9,98 x 105 (0.23)  1.09

FAB24632|: 0 -7 |1.04 108 [ =4 1512 %108 -1
o 257 [1.68 x 108{1:01):-::1:61-11:75°x.102{1,38) .-~ 1.56
50 ' {1.67 x 10° {0.92)"* 1160 1:86 x 10 (1.45) " 1.66

Irradlados)

El ndmero entre paréntesis.es el valor de Ia prueba estadfstma T de Student que ;. RS

= Progenlve Total
3 Progenie Recombinante o N
o1 -="Incremento (progeme en huéspedes |rrad|adoslprogen|e en: huéspedes no g -

se utilizé para comparar las progenles en huéspedes Irradladus contra Ias progenles
en huéspedes no irradiados de Ia mlsma cepa, con.una p de 0.05. i
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6 DISCUSION
Los datos presentados aqufindican que 1a enzima RecBCD participa en el fenémeno
: de la recombinogenésis indirecta del bacteriéfago lambda, el cual tiene lugar cuando
Ias células huéspedes son previamente irradiadas con fuz UV. Puesto que la sintesis
de RecBCD es constitutiva y sus actividades enziméticas son inhibidas por la proteina
Gam de A {Karu y col., 1975; Murphy, 1991}, originalmente se habia asumido que no
existia relacién entre ella y el fendmeno que estamos estudiando.

La inhibicién de RecBCD por la proteina Gam protege a fos cromosomas lineales
de A, producto de la replicacién sigma, contra la degradacién llevada a cabo por la
actividad de exonucleasa de ADN doble de la enzima. Sin embargo, la participacién
de RecBCD en la recombinogénesis indirecta de N implica que en células infectadas
con 8} fago, la enzima no esta totalmente inhibida o que posee alguna otra funcién
no conocida, resistente a Gam.

Para estudiar las propiedades de la inhibicién de RecBCD por la protefna Gam,
Murphy (1991} insert6 el gene gam en un pidsmido multicopia que luego utilizé para
transformar células de £. coli. Aunque en esas condiciones la proteina Gam inhibe
todas las funciones de RecBCD en més de un 95%, las células presentan caracterlsticas
que no concuerdan con tas de mutantes recBC, carentes de todas las actividades de
RecBCD. Por ejemplo, a diferencia de elflos, las células transformadas Gam* son
normales en su capacidad de recombinacién y bastante mds resistentes a UV, Estas
diferencias fenotipicas, lievarona Murphy {1991) a proponer que RecBCD puede poseer
una actividad ain no conocida que no es inhibida por Gam o que incluso puede aparecer
s6lo en presencia de ella. La naturaleza de esta actividad es purarmente especulativa
y entre las posibilidades que se han mencionado se encuentran las siguientes: i} la
enzima RecBCD puede intervenir en algin otro punto de la recombinacién, distinto al
de la produccién de bandas simples. Tal punto podria ser por ejemplo la resolucién de
los intermediarios de Holliday al finat del proceso, como ha sido propuesto en algunos
modelos {Taylor y Smith, 1990); i) RecBCD podria formar parte, in vivo, de un complejo
enziméatico mayor que adquiere una nueva actividad, no inhibida por Gam, en virtud
de ta sola presencia de RecBCD; iii) la actividad desconocida de RecBCD, podrla ser
parte de un complejo proteico, resistente a Gam, que inciuye RecB y/o RecC
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: Independ:ememente de la-enzima complet y. v) Gam podrfa promovu in vivo a
"’ asoclacién de RecBCD con otra’subunidad, de manera que la actlv:dad desconocida
: emsnrta s6lo en presencia de la proteina Gam. L

En células infectadas con A sin embargo, donde la concentracién celular de la
proteina Gam es mucho més baja que en células Gam*+, la inhibicién de RecBCD debe
ser mucho menos eficiente. Bajo tales condiciones se ha visto que Ia enzima puede
llegar a conservar hasta un 40% de su actividad total, suficiente para promover cierta
cantidad de recombinacién. De esta manera, aunque no podemos descartar la
existencia en RecBCD, de una actividad extra resistente a Gam, la interpretacién mas
simple de nuestros datos es que en células infectadas con A, la enzima conserva cierta
actividad residual suficiente para provocar el efecto observado por nosotros, Desde
este punto de vista seria interante probar el efecto de la eliminacion total de ia proteina
Gam sobre la recombinogénesis indirecta de A, siempre y cuando esto no afecte el
crecimiento viral.

Nuestros resuitados, obtenidos en los huéspedes recB21, indican que la supresién
de 1as actividades enzimaticas de RecBCD anulan el fenémeno de la recombinogénesis
indirecta de lambda, sin embargo, no proporcionan ningun indicio acerca de si las 5
actividades de la enzima son necesarias o si s6io aiguna de ellas es suficiente para
que el fenémeno tenga lugar. Cruzas de A en huéspedes mutantes recD 7073 podrian
ayudar a resolver esta cuestion. La mutacién recD 70173 afecta la subunidad RecD de
laenzima RecBCD y aunque las células son normales en su capacidad de recombinacion, .
no ha sido posible demostrar la presencia en ellos de las actividades de exonucleasa
y de helicasa, ni de corte en chi, dependientes de RecBCD (Chaudhury y Smith, 1984;
Amundsen y col.,, 1986; Biek y Cohen, 1986; Smith, 1987). Posiblemente la
recombinacién en esos mutantes se lleva a cabo de una manera distinta, utilizando
los productos de otros genes que normalmente no serian usados en bacterias RecBCD*,
Por ejemplo, Lovett y col. {1888) han demostrado que si se agrega una mutacién
recJ a un mutante recD, la tasa de recombinacién disminuye més de 80 veces y que
fa sobreproduccion intracelular de 1a proteina RecJd va acompafiada por la aparicién
de una nueva actividad de exonucleasa, lo cual sugiere que los mutantes recD7013
sondeficientes en 1a actividad de exonucleasa provista por laenzima RecBCD+*: Ciertos
resultados preliminares (no mostrados) obtenidos en huéspedes recD 71073, en los que
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la recombinogénesis indirecta de A parece estar ausente, podrian ser considerados

camo evidencia de que la participacion de RecBCD en la recombinogénesis indirecta
de A es a través de su actividad de exonucleasa de ADN de doble banda y que las
-otras actividades son irrelevantes para el fenémeno en cuestion.

A diferencia de lo que ocurre con !a expresién de los genes SOS regulados por
LexA, la sintesis de RecBCD es constitutiva y por lo tanto no sujeta a control por algin
sistema de regulacién. Entonces, jcémo se puede explicar Ia aparente inducibilidad
de la recombinogénesis indirecta de iambda? Un procesa celular puede ser estimulado
por dos mecanismos: por un aumento de 1a enzimas participantes o por un aumento
en la cantidad de los substratos sobre los que ellas actdan. Existen tres lineas de
argumentacién que apoyan la idea de que un aumanto en fa cantidad de substratos
moleculares en el ADN es un factor importante en |a determinacién de ia tasa de
racombinacién: i) La radiacién UV, que provoca un incremento notable en la frecuencia
de recombinacién sin necesidad de sintetizar nuevas protefnas, produce una gran
cantidad de lesiones en el ADN que pueden transformarse en substratos
recombinogénicos. Tales lesiones, como ya vimos, son principalmente dfmeros de
timina que durante la replicacion del ADN dan lugar a3 huecos postreplicativos. it} Las
mutaciones que causan fenotipos hiper-rec en £. coli, tales como polA, lig y dam, son
aquellas que provocan un aumento en la cantidad de rupturas dobles o sencillas en el
ADN, las cuales pueden iniciar la recombinacién (Konrad, 1977). iii} Las mutaciones
recAo de E. coli, que afectan al operador del gene recA y provocan la sintesis
constitutiva de un alto nivel de proteina RecA, tienen muy poco efecto sobre la tasa
de recombinacién basat (Clark, 1982).

Todas esas observaciones apoyan la idea de que la recombinacién puede ser
estimulada mas por un aumento en la cantidad de ciertas estructuras en el ADN que
por un incremento en la concentracién intracelular de las enzimas participantes. Si
esto es asl, la recombinogénesis indirecta de lambda podria deberse a un aumento en
tales estructuras y no a la induccién de [a sintesis de RecBCD. Pero, qué tipo de
estructuras son las que pueden estar aumentando en el ADN de A como consecuencia
de la irradiacidon UV de las céiulas huéspedes?
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,orﬁo ya vimos a'ntes; los substratos ideales para RecBCD corresponden a
mpléi;uiés lineales de ADN con extremos dobles parejos o casi parejos, a través de
los ycuale‘s la enzima penetra y desenrolia o degrada el ADN, dando lugar a extremos
libres 3'0OH. Un aumento en la cantidad de cromosomas de A en replicacién sigma o
. cfrculo rodante podria favorecer por un lado, la produccién de sitios de entrada para

RecBCD'v por otro, un aumento en la progenie total del fago, tal como se observa en

" ““’la cepa AB1157. Desde este punto de vista, el efecto primario de la irradiacién de los

" hiéspedes serfa una estimuiacién de la replicacién del ADN viral, lo cuat a su vez darfla
- par-resultado una mayor disponibilidad de substratos para la enzima RecBCD de £,
coli.

Algunos experimentos {no mostrados} en los que se agregé acido nalidixico,
inhibidor de la ADN-girasa y de la simesis de ADN (Gellert y col., 1976}, estdn de
acuerdo con esa hip6tesis. En esos experimentos se observé que a medida que la
concentracién del acido nalidixico aumentaba, el efecto provocado por I3 irradiacion
UV sobre las progenies total y recombinante de A disminufa. Sin embargo, esta
disminucién fue méas notable en la progenie recombinante, ya que una pequefa
reduccién en la progenie total, afect6é severamente la cantidad de recombinantes. Esta
observacion apoya la idea de que una estimulacién en la tasa de replicacién de! ADN
viral es una condicién previa para que la recombinogénesisindirecta de lambda ocurra.
Una frecuencia més alta de moléculas lineales de ADN con extremos dobles, derivados
de un mayor nimero de cromosomas de Aen repllcagién sigma, aumentaria entonces
fa probabilidad de recombinacién al ser los substratos preferidos por RecBCD.

Todo lo anterior ha quedado incluido en el esquema mostrado en la Fig 18, que
trata de explicar el fenémeno de la recombinogénesis indirecta de lambda. En él, los
cromosomas virates producidos en la fase tardia del ciclo litico, estan representados
como moléculas lineales, por uno de cuyos extremos penetra la enzima RecBCD y
promueve la formacién de cadenas simples de ADN, ya sea por desenroliamiento y
corte en chi o por degradacién exonucleolitica de una de las cadenas. La ausencia de
verdaderos sitios chi en lambda y ia falta de respuesta recombinogénica viral en
mutantes recO de £. coli apoyan la hip6tesis de que RecBCD participa en la
recombinogénesis indirecta de lambda a través de su actividad de exonucleasa,
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Seguin ese modelo, la irradiacién UV de los huéspedes provoca una estimulacion
"dela replicacién del ADN viral que a su vez dispara la recombinacién, al generar los
. substratos adecuados para RecBCD. Tal estimulacién podria ser general, es-decir,
abarcar ambos tipos de replicacién (theta y sigma), o ser exclusiva de alguna de ellas,
Una posibilidad interesante es que el paso de un tipo de replicacién a otro sea més
eficiente en huéspedes irradiados y de que tal evento sea llevado a cabo por enzimas
inducibles. Desafortunadamente, no existe informacién suficiente acerca de los
factores que determinan el cambio en el tipo de replicacién y de sl estos factores
incluyen ta actividad de enzimas especificas. De cualquier manera, el resultado de
todas esas posibles alteraciones en (a replicacién de!l ADN viral, serfa una mayor
produccién de cromosomas lineales de A que sirven de substrato para RecBCD.
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7.CONCLUSIONES

1-Larecombinogénesisindirecta de lambda no se presentaen huéspedesiecBZl,"
_obtenidos tanto por tratamiento mutagénico como por transduccién con el fago
" P1. Esto indica que la presencia de ta enzima RecBCD funcional es un fequlslto ’
indlspensable para que el fenédmeno tenga lugar. P

"2- La inhibicién de la enzima RecBCD por la protelna Gam no es completa en :
huéspedes irradiados con UV infectados con lambda. L
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