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1 RESUMEN 

La progenie recombinante entre diferentes mutantes ámbar del b:'lctcriófag~ 

lambda (h), aumenta más de 5 veces cuando se multiplica activamente en células de 

Escherichia ca/i previamente irradiadas con luz ultravioleta (UV). Este efecto, al quo 

se ha denominado recombinogénesis indirecta del bacteriófago lambda, sr. caracteriza 

por un incremento tanto en el número de recombinantes por célula como en el número 

de células en las que ocurren eventos de recombinación. 

Debido a que este fenómeno depende principalmente de lo que ocurre en la célula 

huésped después de la irradiación con UV, se ha tratado de relacionarlo con las 

respuestas celulares a los daños en el ADN y con los genes bacterianos que intef'Jienon 

en ellas. En este trabajo en particular se analizaron las progenies virales resultantes 

de cruzas entre mutantes ámbar de'/\,, efectuadas en huéspedes rec821 de E. co/i, los 

cuales carecen de todas las actividades de la enzima RecBCD. Los datos obtenidos 

indican que esta enzima juega un papel importante en la recomblnogéncsls Indirecta 

de t... ya que en esos mutantes recB21 la respuesta no se presenta o está reducida 

drásticamente. 

La protefna RecBCD de E. co/i es una de las enzimas más importantes, tanto en 

la recombinación genética como en la reparación del ADN dañado. Entre sus multiples 

actividades se encuentra la de exonucleasa dependiente de ATP, por medio de la cual 

digiere moléculas lineales do ADN de doble cadena, tales como las que se generan en 

la fase tardía del ciclo lítico de lambda. Para contrarrestar ese efecto el fago codifica 

la proteína 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 recombinogéncsis indirecta de lambda, 

indica que la enzima en realidad no es completamente inhibida o que posee una actividad 

aún no conocida, que es resistente a Gam y necesaria para el fenómeno. Por otro 

lado, puesto que la síntesis de RecBCD es constitutiva, la inducibilidad de la respuesta 

viral debe ser ocasionada por algún otro mecanismo tal como un aumento de los 

substratos moleculares de AON, sobre los que ella actúa. 



2 INTROOUCCION 

·2.1 BACTERIOFAGO LAMBDA 

2.1.1 Estructura 

Las partículas del bacteriófago lambda están compuestas aproximadamente 
por un 50% de proteína y un 50% de ADN. La parto proteíca conforma dos 

estructuras: la "cabeza", en cuyo interior se encuentra el cromosoma, y la "cola" 

por medio de la cual el bacteriófago se adsorbe a la pared de la célula huésped 

e Inyecta su ADN. La cabeza es una estructura icosaédricn, hexagonal en sección 

transversal, con un diámetro de 0.05 m, constituida por un ensamble de 
subunidades proteícas idénticas. La cola es una proyección tubular delgada y 

flexible de 0.15m de longitud que termina en una pequeña parte cónica y una 

fibra simple !Fig 1 a) (Kellenbargar y Edgar. 1971; Hershoy y Oove. 1983). El 

cromosoma es una molécula lineal de ADN de doble banda, que codifica alrededor 

da 50 proteínas (Szybalski y Szybolski, 1979) en cuyos extremos se encuentra 

una región do 12 nucleótidos complementarios antiparaleleos conocida corno 

cos cuya secuencia es 5'GGGCGGCGACCT3' (Fig 1 bl (Nichols y Donelson, 

1978; Daniols y col, 1983). Una vez que el cromosoma lineal de /\.se encuentra 

dentro de una célula huésped, estos extremos se asocian 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 partícula se adsorbe por la punta 

de su cola a la membrana de la célula huésped e inyecta su molécula linear de 

- ADN (Hershey y Dove, 1983), proceso en el cual las protelnas del huésped 

juegan un papel importante. El fago se adsorbe externamente a moléculas 

protefcas receptoras de la membrana, codificadas por el gen /amB de la bacteria 

(Randall·Hazelbauar y Schwartz, 19731 e internamente a proteínas codificada 

por el gen ptsM (Elliot y Arber. 19781. todas ellas relacionadas en el transporte 

da la maltosa al Interior da la célula !Katsura, 19831 y cuya actividad es inducida 

por la presencia de este azúcar en el medio de cultivo (Sambrook y col., 1989). 
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,. Una vez dentro de la bacteria las moléculas del ADN de 1'. pueden seguir 

dos caminos diferentes. Uno de ellos es el llamado ciclo lítico el cual se Inicia 

cUandci - los cromosomas lineales se convierten on moléculas circulares 

covaJentemente cerradas, sobre las cuales se produce un superenrollamlento 

negativo a fin de servir como substratos para la iniciación de su replicación 

(Tornizawa y Ogawa, 1969). Este proceso es llevado a cabo principalmente por 

la bacteria huésped, ya que solo rtos proteínas virales, codificadas por los genes 

o y p, intervienen en ól, la primera en la iniciación y la segunda en el avance de 

la síntesis du ADN viral (Furth y \tVickncr, 1983). 

La replicoción del genoma del fago puedn dividirse en dos fases: temprano 

y tardía (Furth y VVickner, 1883) (Fig 2). En la primera, la síntesis del AON dentro 

de las moléculas circulmes cerradas, se inicia en un solo punto llamado orí y 

avanza en ambas direcciones, dand_o lugar a estructuras qu~ recuerdan Ja letra 

griega thota (0) con dos rnmas de igual longitud, correspondientes a las porciones 

duplicadas de la molécula y un tercer segmento que aún no ha sido replicado 

(Schnos e lnman, 19701. 

En la fase tardía, tras varias vueltas de replicación theta, algunos de los 

cromosomas adoptan un modo más eficaz de replicación denominado sigma o 

replicación en círculo rodante, durante el cual se generan estructuras parecidas 

a la letra griega sigma, es decir, círculos con una ramificación y una cola (o). 

Este modo de duplicación comienza después de la introducción de una incisión 

en la íorma replicativa theta, dando lugar al crecimiento de una cola, en cuya 

base actúan un grupo de enzimas duplicando las dos cadenas del AON progenitor 

y formando una larga hilera de cromosomas víricos o concatémeros, que sirven 

como substrnto para la encapsulación (Fig 21 (Furth y Wickner, 1983; Stahl, 

1987). 

Cuando comienza la replicación sigma, se han sintetizado ya las proteínas 

que forman las cápsulas víricas así 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 1bJ. 
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Seguidamente, corta el ADN en la secuencia cosque queda a su izquierda 

y sin separarse del extremo cortado se une a una cápsula vacía, avanza por el 

APN hacia su derecha introduciéndolo en la cápsula hasta que encuentra otra 

secuencia cosen la que realiza otro corte, con el cual finaliza el empaquetamiento 

(Stahl, 1987). La adición de las colas es la fase final de la maduración de las 

partículas del fago, las cuales son capaces de iniciar un nuevo ciclo de infección. 

El bacteriófago A.puede seguir otro camino en el cual se integra al cromosoma 

bacteriano y se multiplica como parte de ól en un proceso conocido como 

lisogenizaclón. En este caso, el AON inyectado en la célula huésped dirige 

primeramente la síntesis de enzimas que promueven su inserción dentro del 

ADN del huésped y en seguido la de otras que actúan rápidamente para reprimir 

la replicación autónoma del ADN y demás funcionns virales. El ADN del fago 

se Inserta dentro del cromosoma bacteriano en un sitio característico conocido 

como sitio att. entre los genes gal y bio en la posición correspondiente a los 17 

minutos del mapa genético de E. coli (Bachmann, 1987) y su replicación 

contribuye de una manera indirecta al crecimiento viral, ya que cada célula que 

lleva un fago es un centro potencial para la producción de nuevas partículas 

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 

prófago IHershey y Dove, 1983). 

Cuando una población de bacterias es infectada por/\, algunas células siguen 

·- la·vía lisogénica y otras la vla lítica (Fig 3), lo cual implica que en cada célula 

se debe tomar una "decisión" para seguir una u otra opción (Wulff y Rosenberg, 

1983; Alberts y col., 1989). La elección entre estas dos formas de existencia 

vírica, esta gobernada directamente por los niveles relativos de dos proteínas 

codificadas por el genoma de k el represor (producto del gene el) y la proteína 

Cro (producto del gene ero), cada una de la cuales bloquea la síntesis de Ja otra. 

Mientras que el represor es esencial para la lisogcnización, al bloquear la 

expresión de los genes líticos del fago y al regular positivamente su propia 

síntesis, la proteína Cro promueve la multiplicación Utica, al inhibir la síntesis 

de represor iGussin y col., 1983; Alberts y col., 1989). 
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El produCto del gene ero es además necesario para la síntesis óptima del 

: __ ADN del fago; especlalmento en la faso tardía después de la Infección (Folkmanis 

.Y col .. 1977). La multiplicidad de Infección, es decir. el número de fagos que 

infectan simultáneamente a cada bacteria, es un factor que tiene una gran 

lnfluoncla sobre la frecuencia de las dos respuestas: una alta multlpllcldad de 

infección favorece la respuesta lisogénica y una baja multlpllcldad favorece la 

respuesta lítica (Yen y Gussln, 1980). 

La integración del genoma der... en el cromosoma de E. col/ puede revertirse 

bajo ciertas condiciones especiales, dando lugar a la iniciación del ciclo de 

crecimiento Htlco. La separación del prófago del cromosoma bacteriano requiere, 

además de ciertos factores bacterianos, los productos de dos genes virales: int 
{que Interviene también en la integración) y xis. Puesto que ambos genes están 

reprimidos en el estado lisogénico, la separación tiene lugar solo después de 

que el represor ha sido inactivado, fenómeno conocido como inducción 

lisogénica, la cual generalmente ocurre cuando existe alguna interferencia con 

la replicación del ADN bacteriano. Dos formas comúnmente usadas para inducir 

el crecimiento Utico de lambda en un cultivo lisogénico son la Irradiación con 

luz UV y el tratamiento con mitomicina e (Arber, 1983), dos conocidos agentes 

que interfieren con la replicación normal del ADN. 

El modelo generalmente aceptado para la Inducción del prófago en E. coli 

propone que ésta ocurre por un mecanismo :;lmilar a la Inducción de los genes 

SOS que se encuentran normalmente reprimidos por el producto del gene /exA 

(Roberts y Devoret, 1983), como veremos más adelante. 

2.2 REPARACION DEL ADN 

2.2. 1 Estructura de la Molécula 

La Información que determina las características estructurales y metabólicas 

de los seres vivos esta contenida en las moléculas del ácido desoxlrrlbonuclélco 

(ADNJ (Fig 4). Estas moléculas constan de dos largas cadenas complementarias 

y antiparalelas, cada una de las cuales es un polímero constituido por cuatro 

subunidades diferentes: los nucleótidos, unidos entre si mediante enlaces 

fosfodléster y formndos n su vez por un azúcar (pentosa del tipo 

fl-0-2-desoxlrribosa), un grupo fosfato y una base nitrogenada (compuesto 
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cíclico). Existen cuatro tipos diferentes do bases: las purlnas Adenlna (A) y 

Gúanlna (G) y las plrlmldlnas Timlna (TI y Cltoslna (C) (Fig 5). Las bases de una 

- é8ct0i1B-Se ufú:úl--por puentes de hidrógeno a las bases de la otra cadena en una 
forma especffica (complementarledad): A se aparea solo con T, y G solo con 

C, lo cual es fundamental para la replicación, transcripción y recomb\nación del 

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

La información contenida en el ADN esta codificada por la secuencia de las 

bases a lo largo de las cadenas formando palabras do tres letras (codón) que 

corresponden a cada uno de los veinte diferentes aminoácidos que constituyen 

las proteínas, producto du la traducción del mensaje genético (Hélene, 1984}. 

2.2.2 Daño al ADN 

Desde que se reconoció al ADN corno la base química de el material genético, 

se asumió que esta macromolécula debía ser muy estable y mantener un alto 

grado de fidelidad durante su duplicación. Sin embargo, su estructura esta 

propensa a sufrir cambios que modifican la información genética (mutaciones), 

los cuales se originan a causa de factores Intrínsecos o por alteraciones de la 

estructura molecular del ADN inducidas por una gran variedad de agentes 

químicos, físicos y/o biológicos, muchos de los cuales están presentes en 

nuestro ambiente. Cada una de estas alteraciones es considerada como un daño 

(Friedberg, 1985} y cualquier daño en el ADN es una fuente potencial de 

perturbación en la fidelidad de la replicación y transcripción que afecta las 

funciones celulares y en determinado momento puede poner en peligro la 

supervivencia celular (Hannan y Nasim, 1984). 

La exposición de las células de E. co/i a radiación UV es el modelo mejor 

estudiado y utilizado para la investigación de las consecuencias biológicas de 

la Inducción de daños en el ADN. La radiación ultraviolota de longitud de onda 

cercana a los 260 nm, provoca principalmente la unión de dos bases pirlmidfnicas 

(timinas) adyacentes en la misma cadena, a través de la saturación de los dobles 

enlaces entre los carbonos 5 y 6 dando como resultado la formación de una 

estructura en anillo de cuatro carbonos, conocida como dímero de pirimidina 

(Fig 7) (Friedberg, 1985; Kushner. 1987). 

10 



. ~ ... J ... ·.·.··: --l(p,.:'~.c. 0 

,.! . 'i ·.:• .. "' 

Fig 5. UN NUCLEOTIDO CONSISTE DE UNA ~ASE NITRDGENAD~ (PURl~A O 
PIRIMIDINA); UN AZUCAR DE 5 CARBONOS Y UN GRUPO FOSFATO, . 
UNA CADENA ESTA FORMADA POR NUCLEDT 1 DOS UN 1 DOS ENTRE S 1 
POR ENLACES FOSFODIESTER (.WATSON Y COL., 1987; ALBERTS Y 
COL., 19891 ' . , 

,_. ,_. 



... 
"' 

esa~e 1 e'fo azúcar--fOs_tJ.o_ 

31 • S' 

! '. • ... :: i:,:::,.· :__; __ ."; ,.:·;·~ ....... ~>·> 
Fig 6. PUENTES DE HIDRDGENO ESPECIFICOS ÉNTRE'.G ;'y 

Y ENTRE A Y T GENERAN LA COHPLEHENTARIEDAD EN 
EL APAREAMIENTO DE BASES (ALBERTS Y COL~', ),9~9) 



enlaces 
dobles ~--__ :i:_'"'~ _--J¿;_ ··-

ti~lnas adyaceni:es 

Flg 7: DIHERO DE PIRIHIDINA 

2.2.3 Reparación del ADN 

Los fotoproductos inducidos por la luz UV, tales como los dímeros de ti mina, 

pueden ser reconocidos y reparados por varios mecanismos que se encuentran 
en la mayoría de los diferentes grupos bacterianos (Kushner. 1987). Entre ellos 

podemos mencionar los siguientes: 

Reparación Fotoenzimátlca o Fotorreactivaclón (Prerrepllcativa) 
Este proceso, que es el más sencillo, es llevado a cabo por una enzima 

llamada fotoliasa la cual elimina los dímeros de pirimidina en dos etapas: primero 

se une al sitio donde se encuentra un dímero y después rompe el anillo de cuatro 

carbonos regenerando las dos pirimidinas originales (Fig 8). La ruptura del anillo 

del dtmero requiere la absorción, por parte de la enzima. de un fotón de luz con 

una longitud de onda entre 300 y 600 nm correspondiente a la región azul del 

espectro visible (Paterson y Gentner, 1984}. 
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Reparación por Excisión (Prerreplicativa) 

Se conocen dos tipos de reparación por exciS!ón, que actl'.ian dependiendo 

del tipo de daño producido en el ADN. Una es la excisión de bases y la otra es 

la excisión de nucleótidos. 

La reparación por excisión de bases se lleva a cabo cuando las bases de la 
molécula de ADN son dañadas o modificadas por algún factor externo como la 

radiación o algún compuesto químico que interactúa con ellas. El primer paso 

de este tipo de reparación consiste en la remoción de la base dañada a través 

de la acción de la ADN glicosidasa, enzima que corta la unión N·glicosídica entre 

el azúcar y la base lo que origina un sitio apurínico o apirlmidfnlco {sitio API 

dependiendo de la base de la que se trate. Los sitios AP, que pueden también 

formarse por la hidrólisis espontánea de la ligadura N-glicosfdica, son 

reconocidos por las endonucleasas AP específicas que cortan las uniones 

fosfodiéster a ambos lados del sitio AP dejando un hueco que puede ser 

extendido por acción de alguna exonucleasa celular. La reparación subsiguiente 

de estos huecos se lleva a cabo de la misma manera que en la reparación por 

excisión de nucleótidos, como veremos enseguida (Friedberg, 1985; Sanear y 

Sanear. 1988). 

Al igual que en el proceso anterior, la excisión de nuc\eótidos consta de 

varios pasos, cada uno de los cuales es catalizado por una enzima diferente. 

En la primera reacción un dímero de la proteína UvrA se une inespecíficamente 

al ADN dañado formando un complejo inestable. En seguida la proteína UvrB 

se une incrementando por un lado la estabilidad del complejo ADN-UvrA y por 

otro la especificidad por el sitio dañado. Una vez localizado el daño se requiere 

la interacción con otra proteína llamada UvrC y no es sino hasta que esta última 

se ha unido, que se rompe la octava ligadura fosfodiéstcr en el lado 5' del sitio 

dañado y la cuarta o quinta del lado 3'. El complejo de las tres proteínas UvrA, 

UvrB y UvrC permanece unido al ADN hasta que, como consecuencia de la 

acción de la ADN-helicasa 11, producto del gen uvrD, es liberado junto con el 

oligonucleótido que incluye el dar1o, creando un hueco o región de una sola 

banda susceptible de ser rellenado por la ADN-polimerasa l, que reemplaza los 

nuclcótidos eliminados tomando como modelo la cadena complementaria. 
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Flnalrnente, la ADN-llgasa cataliza la formación de los enlaces fosfodléster tanto 
del lado 3' corno del 5' de la región substituida quedando la molécula tal como 

estaba antes de ser daliada (Fig 9) lKushner, 1967). 

Reparación por Recombinación lPostrepllcatlva) 

Este tipo de reparación actúa después de que la replicación del ADN dañado 

ha tenido lugar. En una célula que ha sido expuesta a radiaciónUV, los segmentos 

del ADN que no han sufrido ninguna alteración se replican con normalidad, pero 

no asr los sitios en los que se han producido d(meros do pirlmldina. Cuando la 

síntesis del ADN alcanza alguno de ellos, se Interrumpe temporalmente y se 

reanuda un poco más adelante dando lugar a lo que se conoce como hueco 

postrepllcatlvo o región de una banda, el cual no puede ser reparado por el 

mecanismo de excisión en virtud de que esto último requiere de una cadena 

complementaria intacta. Sin embargo, estos huecos son susceptibles de ser 

reparados por un proceso de recombinación genética homóloga en el que se 

Intercambian fragmentos de ADN con el fin de reconstruir una molécula 

funcional, la cual puede ser entonces sujeta a reparación por excisión o 

fotorreactivación para eliminar completamente los daños {Flg 10) 

lHoward-Flander, 1981; Kushner, 1967). 

Respuesta SOS {Postreplicativa} 

Basándose en una gran cantidad de resultados obtenidos por diversos 

Investigadores, Radman en 1975, propuso la existencia en E. colide un conjunto 

de funciones celulares que son inducidas de alguna manera por la presencia de 

lesiones en el ADN o por la inhibición de la síntesis del mismo. Este conjunto 

de funciones fueron denominadas funciones SOS para enfatizar que se trata de 

una respuesta a una condición de emergencia cuya finalidad es la de Incrementar 

la probabilidad de supervivencia de la célula. 

Las funciones SOS comprenden un complejo sistema de respuestas 
controladas por los productos de los genes recA y /exA de los cuales depende 

la transcripción de aproximadamente 20 genes Involucrados en diferentes 

procesos celulares. Bajo condiciones normales de crecimiento, la proteína LexA 

reprime todos esos genes, incluyendo a los mismos recA y /exA, al unirse a una 
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reglón específica, contígua a cada uno de ellos, conocida como operador. Sin 

embargo, a pesar de esta represión, algunos de ellos se expresan de una manera 

Importante para la célula (Walker, 1987). 

Como ya se mencionó anteriormente,. cuando el ADN dañado se duplica, 

se producen los llamados huecos postreplicatlvos o regiones de una sola banda 

(señal Inductora), enfrente de las regiones dañadas. Los huecos postreplicativos 

provocan de alguna manera la activación de la proteína RecA como coproteasa, 

la cual es entonces capaz de actuar como un cofactor en la digestión del represor 

LexA (Roberts y Devoret, 1983). permitiendo que los genes reprimidos so 

expresen en niveles más altos y las funciones SOS se comiencen a manifestar. 

Cuando el ADN es reparado y su síntesis normal restaurada, el nivel de los 

huecos postrep\icativos desciende, la actividad de coproteasa de RecA 

desaparece y la proteína LexA reprime nuevamente los genes SOS IFig 11) 

(Little y Mount, 1982). 

La degradación de LexA permite la inducción de genes tales como los propios 

lexA y recA (reguladores del sistema); los genes uvrA, uvrB y uvrD que son 

responsables de la reparación por excisión; los genes umuDC responsables de 

ciertos mecanismos capaces de sintetizar ADN, aún en presencia do lesiones; 

los genes su/A y su/8 que están involucrados en la inhibición de la división 

celular; y una variedad de genes din (damage inducible) cuyas funciones son 

desconocidas (Tabla 1). La respuesta SOS aumenta por lo tanto la supervivencia 

celular al incrementarla capacidad de excisión (uvrA, uvrB, uvrD), recombinación 

(recA, recN, recQ, uvrD, ruv) y síntesis translesión (umuD, recAJ; así como al 

extender el tiempo disponible para la reparación del ADN por inhibición de la 

división celular (su/A y su/B) (Sanear y Sanear, 1988). 
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Tabla l. Respuestas SOS y genes en E. ca/i• 

Gonels) inducidols) Función del gene o respuesta fisiológica inducida 

dinA Inducción del locus dil1A (po\imerasa 11, roles en reparación y/o 

mutaoénesisl 
dinB Inducción del locus dinB (función desconocida) 

dinD Inducción del locus dinD (función desconocida) 

dinF Inducción del locus dinF !dentro del mismo operan 

como LexAl 
dnaA Interviene en la replicación del ADN 
himA 

función en la recombinación de sitio especifico) 
lexA Inducción de la proterna LexA (represor: SOS) 

recA 
homóloga; estimula la degradación del represor LexA durante la' 
inducción SOS; inhibición de la degradación del ADN por la 
exonucleasa V: radiorresistencia inducida) 

Reparación do las rupturas dol.Jles 
Recombinación dependiente de AecF 

Inducción del locus ruv (resolución de los intermediarios de 

Holliday) 

, su/A (sliAJ Filamentación (inhibición de la división celular) 

ssb Inducción de la protelna SSB 

umúDC, uvrA.-8 y ·C Reactivación Wcigle del bacteriófago 

uinuDC, recA Mutagénesis Weigle del bacteriófago 

umuDC, recA Mutagénesis UV del cromosoma bacteriano 

. uvrA, ·By ·C Reparación dependiente de UVrA • B·C· 

uvrD Inducción de la proteína UvrD (helicasa 

reparación por excisión) 

Alivio de la restricción 

Inducción de la replicación estable del AON 

Cese de la respiración 

•{Modificación de Walker, 1987) 
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" REPARACION DEL ADN 

2.3. 1 Recombinación 

La recombinación genética homóloga es un proceso por medio del cual se 

intercambian fragmentos de ADN homólogos, es decir, moléculas de ADN con 

grandes regiones cuyas secuencias de nucleótldos son similares. Aunque el 

mecanismo por el cual este fenómeno se lleva a cabo no esta bien definido, el 

hecho de que al final se produce ADN con fragmentos provenientes de diferentes 
moléculas progenitoras indica que el proceso ocurre a través de ruptura y reunión 

de los cromosomas en dichas regiones de homología (Weinstock, 1987). 

En general se asume que en E. colí la recombinación se inicia cuando un 

extremo libre 3'0H 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 generación del 

extremo libre 3'0H que invade entonces la otra molécula de ADN para dar lugar 

a una región heteroduplex, en la que las dos cadenas del ADN provienen de 

diferentes moléculas (Fig 13) (Smith y col., 1981; Weinstock, 1987). 

En E. coli es bien conocido el hecho de que la recombinación puede ocurrir 

entre diferentes tipos de moléculas de ADN (de banda simple o doble, lineal o 

circular, intacto o con cortes) lo cual sugiere la ~xistencia en ella de diferentes 

alternativas o vías para llevar a cabo este proceso (Weinstock, 1987). Las 

diferentes vías de recombinación descritas hasta ahora en E. co/i son la RecB 

que es la vía principal en una c61ula tipo silvestre y las RecFy RecE, que funcionan 

solo bajo ciertas condiciones (Clark, 1973; Thaler y col., 1989). Aunque estos 

diferentes sistemas pueden diferir en su modo de iniciación y resolución, todos 

dependen de la formación de un heteroduplex inicial, catallzado por la proteína 

RecA (Weinstock, 1987). 

El producto del gene recA, la proteína RecA, es una enzima multifuncional 

(Radding, 19821 que promueve una variedad de interacciones, dependientes de 

ATP, entre las moléculas homólogas de ADN. Entre ellas se encuentran el 

alineamiento de dos cadenas complementarias; la formación de asas en O entre 

un ADN simple lineal y un ADN doble circular; la conversión de un ADN doble 
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lineal v,de un ADN simple circular en un ADN simple lineal y un ADN doble 

circula,r; y la formación de una estructura cruciforme, conocida como 

int'ermediario de Holliday, en la que dos molécúlas dobles de ADN se hallan 

entrecruzadas formando un complejo estable (Flg 12) (Smith, 1988). Todas 

estas reacciones indican que la proteína RecA es esencial '!!" la . .rec;of!l~lnación 

genética y su importancia radica en su habilidad para promover la trBf!Sferencia 

- do bandas entre moléculas de ADN (Weinstock, 1987). 

~ 
+~ 

1 

A 

~ .. «~===-=tP~ 
B 

Fig 12, REACCIONES OEL AON PROHOVIOAS POR RccA (SHITH, 1988) 
A) alineamiento, B) formación de las asas en O, 
C) conversión, y D) formación de la estructura 
cruciforme 

In vitro, la proteína RecA se une al ADN de una banda para formar un 

filamento nucleoprotéico, el cual interactúa con la otra molécula de ADN doble 

intacta provocando la separación de sus cadenas complementarias. El filamento 

recorre la molécula hasta encontrar una secuencia homóloga de nuclcótidos y 
forma entonces un segmento heteroduplex constituido por bandas provenientes 

de diferentes moléculas progenitoras (Stahl, 1987). 

La cantidad de ADN simple disponible en una célula puede ser un factor 

clave en el control de la proteína RecA (Dri y Moreau, 19911 aunque hay 

evidencias de que también puede ser controlada por otras proteínas tales como 

23 



la. SSB IMoreau, 1987). La proteína SSB lsingle·strand DNA·binding) tiene una 

gráh afiriidad por ADN de Una banda y se une fuertemente a él en una forma 

cooperativa, con el fin de facilitar la función de la proteína RecA en la 

transferencia de bandas. Aunque el papel de esta proteína en el mecanismo 

niólecular de la recombinación no esta a Un claro, el hecho de que las mutaciones 

en el gene ssb provocan una rec.Jucción en la capacidad de recombinación de 

una bacteria silvestre, indica que dicha proteína es necesaria para que el proceso 

se lleve a cabo eficientemente. Una posibilidad es que la SSB facilite la 

interacción de RecA con el AON de una sola banda estabilizándolo e impidiendo 

que adquiera estructura secundaria (Flory y col., 1984; Muniyappa y col., 1984). 

Además de las proteínas RecA y SSB, la recombinación genética y la 

reparación por recombinación del ADN dañado requieren de un gran número de 

otras proteínas entre las que se incluyen a los productos de Jos genes recB, 

rece. recD, recE, recF, recG, recJ, recN, recO, recO, recR, ruvA, ruvB y ruvC 

así como otras enzimas asociadas indirectamente con el proceso en general, 

tales como: la ADN-polimerasa 1 que se requiere para llenar los huecos restantes 

?espués que el intercambio de bandas ha tenido lugar; la ADN·ligasa que sella 

los cortes en el ADN en los que los extremos 5'-P04 y 3'0H están adyacentes; 

la ADN-girasa, que introduce superenrollamiento negativo en el ADN doble 

indispensable para que ocurra la transferencia de bandas; la ADN-topoisomerasa 

1 que convierte el ADN superenrrollado negativar:iente a un estado relajado; y 

la ADN-helicasa 11 que desenrolla el ADN doble empezando por un extremo o 

hueco ISmith, 1988; West, 1992). 

2.3.2 Vfa RecB 

Los genes recB, recC y recD codifican las tres subunidades de la enzima 

RecBCD o Exonucleasa V ITelander-Muskavitch y Linn, 1981; Amundsen y col., 

1986), la cual tiene una gran importancia no solo en la recombinación homóloga, 

sino también en la reparación del ADN da1iado, el mantenimiento de Ja viabilidad 

celular y la destrucción de ADN extrario (Taylor, 1988). La enzima RecBCD 

posee varias actividades, que en una época o en otra se han tratado de 

correlacionar infructuosamente con algún paso particular de la recombinación 

genética; entre ellas destacan: a) exonucleasa de ADN simple y doble 
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·dependiente.de ATP; b) endonucleása de ADN simple estimulada por l\TP; y e) 

ADN-hellcasa unldlrecclonal .. La enzima tiene también una actividad de 

el')dorlucleasa específica, que corta el ·ADN en la secuencia 5'GCTGGTGG3' 

.Co~ocida como chi. El corte ocurre aproximadamente a 4-6 nucleótidos sobre 

el lado 3' de ch/ y tiene lugar cuando RecBCD recorre el ADN en la dirección 

3'~5' desenrollando la doble hélice IWest, 1992). 

Por medio de su actividad exonucleolítlca, RecBCD degrada moléculas 

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

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

a través de la acción de RecA. El AON doble circular es completamente resistente 

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

de más de 7 nucleótidos IKaru y col .. 1973; Mackay y Linn, 1974) 

En su actividad desenrolladora, la enzima entra por un extremo libro del 

ADN y se desplaza entre las cadenas complementarias separándolas a medida 

que avanza y uniéndolas nuevamente detrás de ella. Sin embmgo, la velocidad 

con la que las cadenas se reunen es menor que la velocidad con la que se 

separan, do manera que a ambos lados do la enzima se forman asas de cadena 

simple. Cuando en su recorrido encuentra las llamadas secuencias ch/ corta el 

ADN formando largas colas con extremos libres 3', que podrían ser utilizadas 

para la iniciación del intercambio de bandas por la proteína RecA (Fig 131 IStahl, 

1987). De acuerdo con esto, la enzima RecBCD puede funcionar en una etapa 

temprana de la recombinación (Weinstock, 1987) al producir las estructuras 

iniciadoras del proceso. Otros modelos, sin embargo, proponen que RecBCD 

actúa en una etapa tardía en la recombinación, resolviendo los intermediarios 

o estructuras de Holllday 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 mutación en el gen ruvC, que codifica una proteína 

con actividad de "resolvasa", solo afecta la recombinación en una bacteria que 

ya posee una enzima RecBCD deficiente (lwasaki y col., 1991; Sharples y Uoyd, 

1991). 
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La recombinación del bacteriófago lambda a través de la vía RecBCO de E. 

coli se inicia de una manera similar a como ocurre en el cromosoma bacteriano, 

cuando la enzima RecBCD entra por el extremo derecho del cromosoma lineal 

de "A. (Stahl y col., 1986), originado a partir de un cromosoma circular por 

actividad de la Terminasa, enzima que permanec'e unida al extremo izquierdo 

del cromosoma (Kobayashi y col .• 1984). Al igual que en la recombinación en 

E. coli, la enzima RecBCD viaja entonces hacía la izquierda a travós de la molécula 

de ADN doble de lambda y cataliza la recombinación con una probabilidad baja 

hasta que encuentra una secuencia chi apropiadamente orientada 

(5'GCTGGTGG31 (Stahl y col .. 1990), ya que la enzima solo reconoce chi si lo 

encuentra del lado 3 1 (Fig 14). Ahora bien, si por medio de manipulación genética 

se invierte la secuencia cosen el cromosoma de-,.... RecBCD viaja entonces hacía 

la derecha y reconoce solamente un chi invertido (3'GGTGGTCG5') (Stahl, 
1987). 
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Uná. vez que RecBCO reconoce el sitio chi, introduce un corte en el lado 3' 

de la secuencia (Ponticelli y col., 1985) y si la enzima continúa desenrollando 

la m'oléCula doble de ADN, se produce entonces una cola de ADN simple que 

- se extiende hacia la izquierda de chiy es capaz de invadir un ADN doble homólogo 

en una reacción de apareamiento promovida por las proteínas RecA y SSB, 

dando lugm a la formación de una asa en O por desplazamiento de una de las 

cadenas de la molécula receptora {Cox y Lehman, 19871. La introducción de 

una incisión en el asa, seguida por la sinapsis de l;:i banda desplazada con el 

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

cuya resolución es efectuada por medio de rupturas endonucleolfticas llevadas 

a cabo tal vez por la misma enzima RecBCD. La resolución del intermediario de 

Holliday puede ocurrir en dos sentidos. En el sentido "vertical". el proceso resulta 

en la formación 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 pequeños parches hcteroduplex (Fig 15) (West, 

1992). 

estructur.:i 11 estructura 1 

en parches verdaderos recombinantes 

Flg IS. RESOLUCION DE LOS INTERMEDIARIOS DE HOLLIDAY DE ACUERDO CON EL MODELO 
PROPUESTO POR HOLLI DAY (WEST, 1992) 
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La estimulaclón de la recombinación provocada por las secuencias chies 
más alta en la vecindad Inmediata del sitio chiy disminuye con la distancia hacía 

ambos lados. pero mientras que del lado izquierdo la recombinación se reduce 

a la mitad cada 3.2 kilobases, del lado derecho no se detecta más allá de 431 

pares de bases (pb) (Cheng y Smith, 1989). En el cromosoma de E. coli los 

sitios chiestán presentes con una frecuencia de aproximadamente uno por cada 

5000 pb, debido a lo cual la tasa de recombinación es casi uniforme a lo largo 

del cromosoma entero (Weinstock, 1987); en cambio el fago 1'" no contiene 

normalmente sitios chiverdaderos aunque si posee sitios pseudochique difieren 

ligeramente de la secuencia normal pero que muestran una actividad 

recombinante significativa. Por ejemplo la secuencia 5'GCTAGTGG3' que tiene 

una adenina en lugar de guanina en el cuarto lugar, posee alrededor del 38% 

de la actividad chi total (Cheng y Smith, 1964). 

El modelo anterior sobre la recombinación homóloga en lambda mediada 

por la vía RecB presenta ciertas dificultades que han llevado a proponer otros 

modelos en los que la enzima RecBCD tiene un papel diferente al de la iniciación 

descrito aquí. Uno de tales modelos, propuesto por Rosenberg (19881. sugiere 

que la enzima RecBCD participa en la etapa final del proceso de recombinación, 

es decir en la resolución de los intermediarios de Holliday y que las estructuras 

necesarias para la iniciación se originan en otros procesos tales como la 

replicación y/o la transcripción del ADN. 

2.3.3 Vía RecF 

Los mutantes recB o rece de E. coli son deficientes en recombinación 

general, pero esta deficiencia puede ser parcialmente restaurada por mutacione~ 

en los genes sbcA y sbcB (Clark, 1973). Una mutación en sbcB Inactiva la 

exonucleasa 1, provocando la activación de un sistema diferente de 

recombinación, la vía RecF (Clark y col., 1964), que requiere los productos de 

los genes recF, recJ, recN, recO, recQ y ruv. Dos de estos genes (recN y recQ) 

son regulados por LexA, lo cual implica que la vía RecF como un todo es inducida 

junto con la respuesta SOS a los daños en el ADN (Madiraju y col., 1966). 
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El papel del producto del gen recF en la recombinación, del cual se deriva 

el nombre de la vía completa, no se conoce aún (Smith, 1988). Sin embargo, 

se- ha observado que la proteína RecF se une a ADN de una sola banda con 

extremos libres, de modo que podrfa facllltar la transferencia de bandas o 

protegerlas contra degradación exonucleolftlca. Diferentes estudios sugieren 

que la proterna RecF podría modular la interacción de las proteínas SSB y/o 

RecA con el ADN (Griffin y Kolodner, 1990). Resultados obtenidos en una 

proteína RecA mutante llamada srf803, la cual suprime los defectos en 

recombinación provocados por mutaciones recF· • permiten sugerir que la 

proteína RecF podría coadyuvar a la reacción de transferencia de bandas 

efectuada por RecA, desplazando la proteína 556 del ADN de una banda o 

impidiendo quo este último adquiera estructura secundaria que pudiera 

obstaculizar su interacción con RecA (Madiraju y col .. 1966). 

La recombinación a través de la vía RecF podría iniciarse con el 

desenrollamiento del ADN, llevado a cabo por la proteína RecO y con la creación 

de un extremo libre 3'0H por medio de la actividad exonucleoHtica 5'- 3' de la 

enzima RecJ (Umezu y col., 1990). Sin embargo, el papel de los genes recG, 

recN, recO y recR es todavía obscuro, aunque podría conocerse pronto una vez 

que los productos de esos genes sean purificados y analizados bioqufmicamente. 

Los genes restantes de la vía RecF son ruvA, By C {Sharples y col., 1990) 

de los cuales, los dos primeros son también regu.lados por LexA (Shinagawa y 

col .. 19861. El primero codifica la protelna RuvA que se une al ADN doble y 

simple, especialmente en moléculas que contenen uniones Holliday (Shinagawa 

y col., 19911 y el segundo codifica la proteína RuvB que es una ATPasa que 

interactúa con RuvA Uwasaki y col., 1989). El gen ruvC codifica una nucleasa 

que actúa especlficamente en la resolución de los intermediarios de Holllday 

(Connolly y col., 1991) pero como ya dijimos antes, solo tiene importancia 

cuando la enzima RecBCD es deficiente. 

2.3.4 Vía RecE 

Mientras que, como ya vimos, las mutaciones en el gene sbcB activan la 

vía RecF de recombinación, las mutaciones en sbcA activan la vía RecE (Clark 

y col., 1984) al permitir que la exonucleasa VIII, producto del gene recE se 
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ge11eran1Jo llar¡¡as cadenas simples con extremos 3'0H libres o unid;:is a ADN 

(Joseph y Kolodner, 1963). De esta manera, análogamente a la enzima 

AecBCD, la Exo VIII produce extremos libres 3'0H, pero mientras que esta lo 

_hace solo por degradación exonucleolítica, aquella lo puede hacer también por 

desenrollamiento del ADN !Smith, 1966). 

Las cepas de E. coli en las que es posible activar la vía RecE son aquellas 

que contienen un prófago críptico llamado rae el cual tiene cierta homología con 

lambda y comparte con él algunas similitudes en su organización genética. Las 

mutaciones sbcA inactivan el represor del prófago rae y permiten la expresión 

de algunos de sus genes tales corno recE, pero a diferencia de lambda la 

inactivación del represor no da lugar al desarrollo Htlco del fago. 

2.3.5 Sistema Red 

El bacteriófago lambda puede llevar a cabo la recombinación no solo a través 

de las tres vías descritas arriba, sino que también puede llevarla a cabo a través 

·de su propio sistema de recombinación ISmith, 1967; Clark y Low, 1966). Este 

sistema, llamado Red, esta constituido por tres genes: alfa, beta y gamma 

(Weinstock, 1987). cuyos productos son la exonucleasa A. la proteína f' y la 

proteína Gam respectivamente (Smith, 1983). La exonucleasa de A. es 

funcionalmente análoga a la exonucleasa VHI ya que digiere ADN doble a partir 

del extremo 5' y genera largas colas de ADN de una banda con extremos 3'0H 

(Weinstock, 1967). La proteína f', promueve por llO lado la reacción de 

transferencia de bandas de ADN, análogamente a como lo hace RecA, y por 

otro incrementa la afinidad de la exonucleasa a por el ADN !Fig 1 61 (Radding y 

col., 1971; Kmiec y Holloman, 1981 ). El tercer gene, asociado de alguna manera 

con la recombinación de A.. es el gene y (Zissler y col., 1971) cuyo producto, 

la protefna Gam, se une a la enzima RecBCD e inhibe su actividad exonucleolítica 

por medio de la cual digiere los cromosomas lineares de lambda, producto de 

la replicación sigma IEnquist y Skalka, 1973). Estudios en cepas de E. co/i 
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.. sobíeprodui::toras de proteína Gam han demostrado que esta proteína a·~ capaz 

~'de-lnhibir·no solo la actividad exonucleotrtica de RecBCD, sin~ que támblén 

-toda·s las demás actividades de la enzima {Murphy, 1991). 

f ig ; 6. HODEL~ 'DE RECOHBINACION DE LAMBDA (STAHL V COL., 1985) 
la Tcrmin.3sa gener-a un cromosorna 1 ineal dcspué's de cor­
tar en cas. la exonucleasa digiere la cadena 5 1 del 
cromosoñl,i":.""circular homólogo. Aprop!adas muescas, liga­
durlls y síntesis de /\DN conducen a la formación de un 
cromosoma recombinantc 1 is to para ser empaquetado 

2.3.6 Recombinación como Sistema de Reparación 

En general se acepta que la función más importante de la recombinación 

geO·é-tlCa -hoffióloga es su contribución a la diversificación genética de los 

organismos. Sin embargo, algunos investigadores opinan que existe otra función 

tanto o más importante que esa, a la cual puede deberse que este proceso se 

haya conservado durante miles de millones de años a lo largo de la historia 

evolutiva. Esa función es la que tiene que ver con la reparación de lesiones en 

el ADN que afectan la supervivencia celular y que tienen su origen en la 

exposición natural o artificial a agentes físicos y químicos del ambiente, que 

dañan el ADN {Cox, 1991). 
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Una de las primeras evidencias genéticas acerca de la imporr,mcia do la 

recombinación como sistema de reparación, fue derivada de estudios do 

supervivencia a radiación UV de cepas deficientes en recombinación (recA, recB, 

rece, etc.) (Howard-Flanders y Boyce, 1966). La sensibilidad de tales cepas a 

este tipo de radiación es mayor que la de cepas tipo silvestre, lo cual Implica 

que el proceso de ta recombinación tiene una gran importancia. comparable a 

la de los sistemas de reparación, en la supervivencia de células de E. colidañadas 

por UV (Paterson y Gentner, 1984). En realidad, la recombinación puede ser 

incluso más importante que la reparación por excisión, por ejemplo ya que los 

mutantes recA deficientes en recombinación son más sensibles que los mutantes 

uvrA deficientes en excisión. 

En E. coli, varias evidencias sugieren que uno de los pasos que limita la 

tasa de recombinación genética, es la producción de substratos adecuados para 

las enzimas que participan en ella, tales como AON con extremos dobles que 

sirven de entrada para RecBCD o bandas de ADN simple sobre las cuales actúa 

RecA. La presencia de lesiones en el AON ocasionadas de una manera natural 

o experimental (luz UV solar, daño oxidativo, desaminación de la cltosina, 

pérdida de bases, etc.) pueden aumentar la formación de estos substratos y 

dar por resultado una estimulación de la recombinación. En este sentido, la 

función principal de la migración de brazos, es decir, el desplazamiento del punto 

de entrecruzamiento (mecanismo principal de formación de grandes regiones 

heteroduplex) y la hidrólisis de ATP, que representa un gran costo energético 

para la célula, sería la de atravesar regiones dañadas o no homólogas en el ADN, 

con el fin de reconstituir moléculas funcionales. 

De esta manera el papel principal de la recombinación sería el de aumentar 

la supervivencia celular al recuperar la información genética en regiones del 

ADN que contienen lesiones en ambas bandas, dando lugar a moléculas que 

pueden ser entonces sujetas a reparación por otros mecanismos tales como 

excisión o fotorreactivación !Sanear y Sanear, 1988). 

2.4 RECOMBINOGENESIS INDIRECTA DEL BACTERIOFAGO LAMBDA 

En estudios previos (Alcántara, 1986ab), se ha observado que la tasa de 

recombinación del bacteriófago!>.. en células de E. cali tipo silvestre (AB1157), es 
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estimulada cuando las bacterias son expuestas a la luz UV antes de la infección 

vi~ar: Esta estimulación, a la que se ha denominado recombinogénesls indirecta del 

bacteriófago lambda, se caracteriza por un incremento tanto en el número de 

recomblnantes por célula como en el número de células en las que ocurren eventos 

de recombinación. 

Al coincidir este efecto con la inducción de las funciones SOS bacterianas, 

inicialmente se sugirió que podría deberse a la activación de alguna de ellas 

relacionada con la recombinación genética inducible, dependiente de la vía RecF. 

Para verificarlo se hicieron experimentos en bacterias huéspedes mutantes /exA3, 

deficientes en la inducción de SOS y el fenómeno no se presento. Sin embargo, 

cuando se agrega la mutación recA306, que provoca la también la desaparición 

de Ja respuesta SOS, a cepas tipo silvestre o a los mismos mutantes /exA3, el 

efecto ocurre normalmente (Alcántara, 1986b). 

Otras evidencias que de alguna manera también contradicen una relación entre 

el sistema SOS y la rccombinogénesis indirecta de A, provienen de experimentos 

en los que se midió la influencia del plésmido pMMB175. Este plésmido posee un 

gene llamado psiB (P!asmid SOS /nhibitorl cuyo producto, la proteína PsiB, suprime 

Ja respuesta SOS al inhibir la activación como coproteasa de la proteína RecA. Los 

resultados mostraron que la presencia de este plásmido en células tipo silvestre 

(A81157) no tiene ningún efecto sobre la r!}combinogénesis indirecta de h. 

(Alcántara, datos no publicados). 

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

e~zlmático del proceso de la recombinogénesis indirecta de lambda, se ha probado 

la participación de varios genes bacterianos, por medio de la utilización de 

huéspedes mutantes. Entre los ganes probados se encuentran recF, recN y ruvA 

y se ha observado que ninguno de ellos se requiere para que el fenómeno tenga 

Jugar (Alcántara, 19871. La regulación de recN y ruvA por lexA confiere a la vía 

RecF de recombinación, a Ja cual pertenecen, cierto carécter inducible, que permite 

a la célula llevar a cabo la reparación por recombinación mtis eficientemente. El 

hecho de que la recombinogénesis indirecta de lambda no requiere los productos 

de esos genes, hace aún menos probable una relación directa entre ella y el sistema 

sos. 
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el fin de determinar si el sistema de recombinación de lambda (Rud) 

en la estlmulación de la recombinación viral, se efectuaron también 

experimentos con bacteriófagos mutantes red deficientes en su propio sistema de 

recombinación. Los datos de esos experimentos Indican que el sistema Red tiene 

una participación importante en el evento, ya que en lambda red· esta ausente. Es 
probable por lo tanto, que el fenómeno de la recombinogénesis indirecta de lambda 

sea el resultado de algún tipo de interacción entre el sistema Red viral y alguna o 

algunas enzimas bacterianas (Alcántara, 1986al. 

Puesto que la recombinogénesis indirecta del bacteriófago lambda ocurre en 

bacterias huéspedes previamente expuestas a UV, el fenómeno debe depender en 

gran parte de lo que ocurre en ellas después de la irradiación. Las evidencias reunidas 

hasta ahora muestran que no corresponde a una función SOS típica, porque, si 

bien es dependiente de un represor LexA normal no lo es de RecA funcional; es 

más, la presencia de la proteína RecA en mutantes /ex A (ind·) es claramente adversa 

para la inducción del fenómeno. Datos obtenidos en mutantes /exA3 (ind·) 

portadores del gene psiB (Alcántara, datos no publicados), permiten sugerir que 

es la actividad de recombinasa de RecA la que impide la respuesta recornbinogénica 

de"-. ya que en ellos la actividad proteo\ftica de RecA es la única que esta afectada. 

Como vemos, la relación entre el sistema SOS de E. coliy \a recombinogénesis 

indirecta de"}.... ha sido diHcil de establecer, debido a que esta última no se comporta 

como las funciones SOS típicas cuya inducción es suprimida tanto por mutaciones 

/exA lind·) como por mutaciones recA; es posible incluso, que tal relación no exista 

en realidad y que la ausencia de efecto en huéspedes lexA3 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 inducción de lesiones en el 

ADN de E. co/i incrementa la tasa de recombinación en otro ADN no dañado y no 

homólogo como el genoma de A.. es un asunto de gran interés por investigar. 

Resultados previos, obtenidos en E. co/i SP216 rec821 recN, habían sugerido 

ya la participación en este fenómeno de la enzima RecBCD, pero debido a que dicha 

enzima es supuestamente inhibida por la proteína Gam de">-.. esos resultados fueron 

equivocadamente atribuidos a la mutación recN. Cuando se construyó por 

transducción can el fago P1 la cepa AB1157 recN, fue que se empezó a pensar 
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que la enzima RecBCD tenía una participación importánt~ en I~ recombhiogé~esls 
indirecta cÍ~I bac,teriófag~ lambda, ya q·ue en esa'ce-pa/ porta'dO'ra-'.lfiicamerlt'é d~'º~ 
la mutación recN, el fenómeno si se presenta- (Alcárlt0r~; c{lmUnlCa·c¡ón. ·p·e·r~on.al) 

_ 3 OBJETIVO '}~e::'' 
El objetivo del presente trabajo es establecer si la;:_ enzirná f3.ec~CC:{p8ftici.p8.~~n la 

r~comb-lriogénesis indirecta de lambda, utilizando para ello ·dlve¡~~s ~~é-~Pe:~-e~'-~0-~:-0·­
co/i deficientes en dicha enzima. 

4 MATERIAL Y METOOOS 

4.1 MATERIALES 

4. 1. 1 Bacterias y virus 
Las cepas bacterianas y virales utilizadas en este trabajo aparecen- en la 

tabla 11. 

Tabla 11: Cepas Bacterianas y Bacteriófagos 

Cepas Bacterianas 

A81157 

AB2463 

AB2470 

A05931 

A05937 

Genotipo 

F, thr-1, leu86, thi-1, galK2, 
proA2, argE3, rpsl31, tsx·33, 
supE44, his-4, lacY1, mrl-1, xv/·5. 
are-14 

como AB1157 poro recA13 

como ABl 157 pero rec821 • 

F,rec821, zga::Tn10, argH, ilv, 
met8, his29, trpA9605, deoB ó C, 
proB, rpoB 

F, recA441, /exA71::Tn6, rec821, 
zga::Tnl O, thr1, /eu86, 
(gpt,proAJ62, his4, argE3, thil, 
rpsl31, ara14, sulA221, galK2, 
xyl5, mtl1, tsx33, supE44, 11v(Tsl 

Fenotipo 11 

Tipo silvestre. Presencia 
de todos los sistemas de 
reparación. 

Deficiente en 
recombinación, carece 
de todas las actividades 
de la protefna RecA. 

Deficiente en 
recombinación, carece 
de todas las actividades 
de la enzima RccBCD. 

Deficiente en 
recombinación. carece 
do todas las actividades 
de la enzima RecBCD. 

Deficiente en 
recombinación, carece 
do todas las actividades 
de la enzima RccBCD. 
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)\Pam80 

Tabla 11: Cepas Bacterianas y Bacteriófagos. 
(Continuación). 

Genotipo 

como ABl 157 pera rec821. 
zga::Tn10 

como ABl 157 pero rec821, 
zga::TnlO 

Caracterfstica 

Fenotipo 

Deficiente en 
recombinación, carece 
de todas las actividades 
de la enzima RccBCD. 

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

Deficiente en 
recombinación, caroce 
de todas las actividades 
de la proteína RecA y de 
la enzima RecBCD. 

Deficiente en 
recombinación, carece 
de todas las actividades 
de la protefna AecA y de 
Ja enzima ReBCD. 

Supresora do las 
mutaciones Ambar del 
bacteriófago lambda, 
indicadora de la progenie 
total de lambda. 

No supresora de las 
mutaciones Ambar del 
bacteriófago lambda. 
indicadora de ta progenie 
recombinante de X.· 

poi'tadOi- de rñut-acioneS ámbar en el gene N, no se multiplica 
en bacterias no supresoras. 

portador de una mutación ámbar en el gene P, no se multiplica 
en bacterias no supresoras. 
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R-top-agar• 

Peptona biotriptasa BIOXON 
NaCJBAKER 

Agar bacteriológico BJOXON 

Agua bldestilada 

Peptona biotriptasa BJOXON 

Extracto de levadura DIFCO 
NaCJ BAKER 

Agar bacteriológico BIOXON 

Agua bidestilada 

Peptona biotrlptasa BJOXON 
NaCJBAKER 

Extracto de levadura DIFCO 

Agar bacteriológico BIOXON 

Agua bidestilada 

10.0 g 

B.O g 

1.0 g 

B._O_g 

1000ml 
Despuds de esterilizar es suplementado con 2ml de CaCl2 l M y 5ml de glucosa al 20% 

Medios Liquidas 

Lurla (LB)• 

Componentes 

Peptona biotriptasa BIOXON 

Extracto de levadura DJFCO 
NaCIBAKER 

Agua bidestilada 

Cantidad 

10.0 g 

5.0 g 

10.0 g 

1000 mi 
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MC 

'~{'"::.· ··~·,\ /-.~·;,:_·~.-­
MgS041 M c 
CaCl2 ÍM 
P;·Qu~-:~,d~~·t!ía~:~ ~ 

·SM;:,· 
'~::~;:,'.~ ¿}~~;?' 

NaCIBAKER 
'_':;.;~·:_~;•:·>:; •e,-. - Gelatina Dll'COc:c' 

Ag~~·¡,¡d~~~Ílada 

~eptonabioiriptasa B;~x()'~· 

-, .. 

.. 1.0 rnl 
··o.os mi 

·•s.o mi 

:'5~85. ÍI 
- . o.59 

4¡¡éJ:ffi1 

NaCI BAKER - - --- -.-

- oc---.:~--~~ -~~-:1~9~1~(9' 
.10001n1 

:Ti amina 

-Teo· 

TLB 

Maltosa 30% • 

MgS04 1M• 

TRIS 1M 

Agua bidestilada 

TB1 

MgSO, 1M 

Maltosa 30% 

TLB 

L·treotina 

L·leucina 

Tiamina 
Agua bidestilada 

CaCl 2 BAKER 

Agua bidestilada 

Maltosa BIOXON 

Agua bidestilada 

MgS0,.7H20 BAKER 

Agua bidestilada 

Trishidroximetilamino metano 

pH 7.4 SIGMA 
Agua bidestilada 

:100.rii1 

'1 r1:!I 

1-nil 

{1.0;9 
1.0g 

. o:i>g-

-1000 mr 
3-0._0-g 

10,0ml 

246."l,8 g 
·1ocio mi 

1Ú,g 

1.000 mi 
... 

•se esterilizan en autoclave 20 min. a 120°C co_n 20 libras ~e Pr.éslón. 
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4.2 METODOLOGIA 

Los métodos experimentales se desarrollaron en diferentes etapas según_ su 

aplic~~ió~:v· de_:~~_uerdo ~ ias técnicas usuales descritas por Arber y·cot: (1·9~31 
4.2.1 Preparación de Stocks de Fegos1' 

inducción del prófago 1'Nam7Nam53 y 1'Pam80 en bacterias de E. col/ C600 
por tratamiento con luz UV. 

Mediante esta metodología fue posible Inducir el creclffitent~o lftlco de los 

-prófagos en las bacterias lisogénicas para obtener suspensiones de partículas 

virales que posteriormente se utilizaron para hacer las cruzas. 

Las bacterias lisógenas de;... se lomaron de un cultivo estacionario en TB1, 

_se diluyeron 50 veces en 1 O mi del mismo medio y se dejaron en incubación a 

37°C con agitación hasta alcanzar una densidad óptica de 0.4 a 590 nm. la cual 

equivale a una concentración de aproximadamente 1 x 108 bacterias/mi. Se 

centrifugaron a 10,000 rpm durante 1 O minutos y se resuspendieronen la misma 

cantidad de MgS04 1 O 2M. La suspensión se colocó en una caja de petri y se 

Irradió con luz UV durante 70 segundos (equivalente a una dosis de 70 J/m2), 

se centrifugó nuevamente a 10,000 rpm por 1 O minutos, el botón se resuspendió 

en 10 mi de TB1 y se incubó hasta observar lisis celular (3 horas 

aproximadamente). Se agregaron 6 gotas de cloroformo para destruir totalmente 

las células y et Usado se incubó 1 O minutos más. Los restos celulares se 

eliminaron por centrifugación y el sobrenadan te se, guardó a 4°C para su titulación 

posterior. 

Inducción del prófago A en bacterias tisógenas C600 por tratamiento con 
Mltomlcina C 

El procedimiento es similar al anterior excepto que en lugar de Irradiar con 

luz UV se agregó mitomiclna C (Sigma) a una concentración de 4 mg/mi y se 

incubó aproximadamente durante 3 horas. De la misma manera, una vez que 

se observó la lisis, se agregó el cloroformo, se centrifugó y el sobrenadante se 

guardó a 4°C. 
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~.·.' '.(:<~~·:.,.:):~ .. ·.:~\ . ."/< :F:t-'.. ;'../>-. ~ ·, . 
·• ; .i"iffec~IÓ~-~~;Ej~?/Íc~n los fagosANam7Niim53 y 1'PamBO 

-É~,t~.--~r~cedimÍerúO,·'nos permitió obtener suspensiones de fagos con 

;:·-~~~·~,~~~,t;~e.€~~~,~·~filáYOies'·~f~ 1 X 1010 fagos/mi adecuadas para los experimentos 
~~póst'eriores:·-:. ~.-
V,. :•'·•· •.•,¡;· -.• 

~·~.~-·/·,Se-~toriíaron.-0.6 ffil de un cultivo estacionario de C600 incubado en LB y 
::-5-e riÍEi~C1Bfgn·ca·n-.io9_ p.aÍticulas del fago qUe se quería propagar. Se adsorbieron 

':·dU"ra"nte 15;minutos a 37°C y los centros infecciosos o células infectadas se 

~aci~ro~. en mavaces con 1 O mi de LB más 0.01 M de CaCl2 • En seguida se 

"iñcubaíOn a 37°C. con agitación hasta observar lisis celular, la cual se completó 

_ -··a1-iig-ie·gar áigunas gotas de cloroformo y se dejó en agitación a 37ªC d-uíante 

- .10-minutos .. ·e1 lisado se centrifugó a 10,000 rpm durante 10 minutos y el 

sobrenadante se guardó a 4ªC para su titulación posterior. 

4.2.2 Titulación de los Fagos 

Para conocer la concentración de las suspensiones virales se procedió a su 

titulación utilizando como bacteria indicadora la cepa C600, la cual suprime las. 

mutaciones ámbar del fago 1'... 

Se prepararon diluciones de las suspensiones de fagos en solución SM, las 

cuales pueden hacerse de 1 O en 1 O. de 100 en 100 o combinaciones de ambas 

hasta llegar a 1 O·• ó 1O 7 , es decir diluidas 1 millón de veces ó 1 O millones de 

veces. De la dilución seleccionada se mezcló 0.1 mi con 0.2 mi de la bacteria 

irydicadora (cultivo estacionario en TBD sembrado el día anterior e incubado a 
37•C con agitación) y se dejó en adsorción a 37•C durante 15 minutos. Se 

8gre9ar0n--d8 2 a 2.5 mi de TA5 fundido, se agitó ligeramente, se vació en cajas 

con TA 12 y se esparció rápidamente el contenido en toda la caja. Se incubaron 

a 37°C 24 horas y entonces se procedió a la cuantificación 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 sólo fago y al 

hacer los cálculos necesarios se pudo conocer el número de fagos por unidad 

de volumen. 

El mismo procedimiento se siguió para la titulación de suspensiones del 

fago P1 utilizado en las transducciones pero substituyendo el TAS por R-top 

agar y el TA 12 por LA. 
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4.2.3 Titulación de las Bacterias 

Para las cruzas de lambda en las diferentes cepas bacterianas fue Importante 

conocer la cantidad precisa de células que teníamos en los cultivos, con el fin 

de que la infección con el fago fuera con la multiplicidad adecuada. Sabemos 

que en nuestras condiciones una Densidad Optica (D 0) de 0.4 a 590 nm equivale 

aproximadamente a 1 x 1011 bacterias/mi, pero con el fin de verificarlo se hicieron 

cá~t_eos de las bacterias a través del microscopio de contraste de fases, 

utilizando la cámara Petroff-Hausser. Para ello se contaron las bacterias que 

hay en 5 cuadros grandes (los cuales están formados por 16 cuadros pequeños) 

de la reticula de la cámara y el número de bacterias por mililitro se obtuvo 

haciende;> los cálculos necesarios de acuerdo a la siguiente fórmula: 

,Vo.cé>lulas U) 
1111 16.,·20x20x50.\· 1000 

Donde: 

A = células contadas 

B = número de cuadros grandes contados 

16 = número de cuadros pequeños dentro de un cuadro grande 

20 = lado del cuadro ( 1 /20 mm) 

50 = profundidad de la cámara ( 1 /50 mm) 

1000 = volumen en cada cuadro ( 1/1000 mil 

4.2.4 Transducción 

Es un proceso por medio del cual se puede transferir información genética 

~ª--~ºª- ~-acteria a otra a través de un bacteriófago. En el caso de E. coli la 
transducción es llevada a cabo por el fago Pl, el cual puede acarrear fragmentos 

cromosómicos de hasta 2 minutos de longitud de una célula donadora a una 

célula receptora en virtud de que al final del ciclo lítico del mismo, algunas de 

las nuevas partículas virales producidas contienen ADN de la bacteria huésped 

en lugar del suyo propio (Millar. 1972). 

El fago P1 defectivo que lleva ADN de E. co/ipuede ser detectado por medio 

de marcadores genéticos seleccionables, los cuales son mutaciones que afectan 

un gen determinado o secuencias de inserción que confieren resistencia a 
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' ' 
antibióticos. En nuestro caso, los ·transductantes se seleccionaron paf la 

_pr~~encia del.transposón Tn1 O que es µna s~~ue~~ia df'. ins~r~_lé!ny que con_fi~re 
resistencia a fa tetraciclina. Las partículas transductoras- lnfectari. a otras _ 

ba_cterias y su ADN puede llegar a incorporarse en el _cromosoma bacteriano ~ __ 

través de un proceso de recombinación homóloga dependiente" enteramente de 
la célula receptora. , 

Por medio de este procedimiento se llevó a cabo la construcción de al9ún~s 
cepas con genotipos específicos siguiendo la metodología descrita ·par Mi.fle( 

(1972), la cual puede dividirse en dos etapas: 

1.- Preparación del Usado de P1 

Una colonia de la cepa donadora se sembró en 3 ·mi de LB Conteniendo 

tetraciclina (Sigma) a una concentración de 30 mg/ml y se dejó en lricübación 

a 37°C con agitación durante 20 hrs. Un mililitro de este cultivo de noche- se 

mezcló con 109 fagos P1 y se incubó 15 min a 37°C para permitir la adsorción 

de los mismos. En seguida se vació en un matráz que contenía 1 O mi de LB 

més 5 x 1 O·' M de CaCI, y se incubó a 37°C con agitación hasta observar la _ 

lisis celular (aproximadamente 3 horas). Se le agregaron 6 gotas de cloroformo 

y se dejó en agitación otros 1 O minutos. Se centrifugó a 10,000 rpm durante 

1 O minutos con el fin de eliminar los restos celulares y el sobrenadante se 

recuperó y se guardó en tubos estériles a 4°C. 

2.- Construcción de los transductantes 

. Una vez obtenidos los lisados de P1 en las cepas donadoras, se procedió a 

la construcción de las diversas cepas receptoras usadas en este estudio. Para 

ello se hizó un cultivo de noche de la cepa receptora en 5 mi de LB, se centlfugó 

a 10,000 rpm durante 1 O minutos y se resuspendió en la misma cantidad de 

solución buffer MC, que se dejó en agitación a 37°C durante 15 minutos. Por 

otro lado se hicieron diluciones 1 Q·t y 10·2 del lisado del fago P1 crecido en la 

cepa donadora y se prepararon los siguientes tubos: 
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0.1 mi de 10-> 

0.1 mi de 100 

cepa tecep_tora en 
.buffer MC 

·0.1 mi 

0.1 m1-

-o.1 mi 

0.1 mi 

-serTibrar 0.1 mi de- cada dilución en placas de LA con tetraclclina. Las cajas se 

-ln~ubaro~ a 37°C durante 48 horas, al cabo de las cuales apar~cleron colonias 
resistentes a tetraciclina que correspondían a los transductantes. Esas colonias 

fueron aisladas y conservadas para su uso posterior. 

4.2.5 Irradiación con Luz Ultravioleta 

Para hacer las irradiaciones con luz UV se utilizó una lámpara germicida 

General Electric de 15W, cuya razón de dosis fue ajustada a 1 O erg/seg ( 1 J/m2) _ 

con un dosimetro UV Latarjet. 

La sensibilidad a la luz UV de las diferentes cepas bacterianas usadas en 

este estudio varia de acuerdo a las mutaciones que presentan cada una de ellas, 

debido a que esas mutaciones afectan diferentes sistemas de repa~ación del .. 

ADN. 

Para determinar su sensibilidad se sigui~ron dos métodos: uno cualitativo 

y--OirO cUamitativo. 

a) Método Cualitativo 

Para este método se hicieron cultivos de noche de las cepas a probar y con 

el asa de siembra estéril se tomó una muestra de cada cultivo, con la cual se 

estrió una línea recta sobre la superficie de una caja de petri con TA 12. La caja 

se dividió en 4 secciones perpendiculares a las estrias de las bacterias, las cuales 

correspondieron a diferentes dosis de irradiación UV. Bajo la lámpara de UV 

cada sección de la caja se fue descubriendo sucesivamente hasta completar las 

dosis especificadas, excepto la última sección que no se irradió y representó 
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Flg 17. PRUEBA CUALITATIVA DE .LA .. sENS.IBILIDAÓ.cA .LUZ uv 
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b) Método Cuantitativo 

La _determinación cuantitativa de la sensibilidad a UV se hizó en cultivos 

logarítmicos de las cepas bacterianas, hechos en LB, los cuales se centrifugaron 

y se resuspendieronen MgS04 1 Q·2M. Muestras de 1.5 mi de estas suspensiones 

se colocaron en cajas de petrl de 5 cms. de diámetro y se Irradiaron con UV a 

las dosis especificadas. Durante la irradiación, las suspensiones se agitaron 

suavemente a fin de lograr una exposición uniforme de todas las células y todas 

las manipulaciones subsiguientes se hicieron bajo luz roja tenue para evitar la 

fotorreactivación. 

Una vez irradiadas las suspensiones se diluyeron en MgS04 0.01M de 

acuerdo a la dosis administrada, por ejemplo: 

CEPA DOSIS (Jlm 2) DILUCION A SEMBRAR 

AB1157 o 10·6 

AB1157 10 10-• 

AB1157 25 10·• 

AB1157 50 10·3 

-AB1157 100 10·2 

De la dilución a sembrar se tornó una allcuota de 0.1 mi y con una varilla 

de vidrio se esparció sobre la superficie de una cajá de petrl conteniendo LA. 

Las cajas así inoculadas se incubaron a 37ªC durante 24 horas, al cabo de las 

cuales se contó el número de colonias aparecidas en cada una de ellas y se 

hicieron los cálculos necesarios tomando en cuenta el volumen y la dilución 

-sembr8dos para determinar el porcentaje de supervivencia en cada dosis de UV 

(Howard-Flanders y Boyce, 1966). 

4.2.6 Cruzas Virales 

Las cruzas de los bacteriófagos se hicieron esencialmente de acuerdo al 

procedimiento descrito por Lieb (1976). 

En estos experimentos que forman la parte esencial del presente trabafo, 

se cruzaron los fagos ANam7Narn53 y A.PamBO, los cuales poseen mutaciones 

ámbar en los genes N y P respectivamente, de manera que durante la 

recombinación se pueden producir fagos silvestres para los dos loci: NN+P•, o 
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mutantes· para ambos: NN·P·. El procedimiento seguido on estos experimentos 

P~'._mit_i9 detectar solo los recomblnantes ANN+P+ y hemos asumido que los 

recombinantes J\NN·P· se produjeron también con la misma probabilidad. 

Las bacterias huéspedes para las cruzas de lambda fueron cultivadas en 

TBD. durante toda la noche. Al día siguiente se hizó una dilución de cultivó en 

TBD fresco (1 :50) y se incubó a 37°C con agitación hasta que alcanzó una D 

O de 0.4 a 590 nm. Las bacterias fueron sedimentadas por centrifugación a 

10,000 rpm durante 1 O minutos, resuspendidas en el mismo volumen de MgS0 4 

1Q·2M e irradiadas con luz UV, como en el método cuantitativo, a las dosis 

especificadas. Una vez irradiadas, 1 x 108 células fueron infectadas 

simultáneamente con /\N7N53 y /\PSO a una multiplicidad de infección 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 MgS04 1 O·'M a cada tubo, se centrifugaron a 

10,000 rpm durante 10 minutos para eliminar los fagos no adsorbidos. El botón 

se resuspendió en 3 mi de TBD y posteriormente se incubó a 37°C con agitación 

durante 80 minutos, tiempo suficiente para completar un ciclo lítico del 

bacteriófago. Al final se agregaron unas gotas de cloroformo a cada tubo y se 

dejaron en agitación durante 1 O minutos, al cabo de los cuales se centrifugaron 

a 10,000 rpm y el sobrenadante, en donde se encuentran tanto los fagos 

progenitores como los recombinantes, fue recuperado y titulado. 

La titulación se hizó siguiendo el mismo procedimiento que el de la titulación 

de los stocks de A obtenidos por inducción de lisógenas o infección de la cepa 

C600, sólo que en este caso, además de sembrar en tapiz C600 para conocer 

el título total de los lisados, también se sembraron en la cepa 594 para conocer-=­

las progenies recombinantes ANN"'"P"'". 

4.2. 7 Estadística 

La prueba estadística que se utilizó para comparar las progenies virales en 

huéspedes irradiados contra las progenies en el mismo tipo de huéspedes no 

irradiados fue la T de Student con (n1 + n2 -2) grados de libertad y con una 

probabilidad (pi de 0.05. 
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5 RESÚLTADOS 

5.1 Transducción 

Por m~dio'de la transducción con el fago Pl se llevó a cabo la construcción 

de la cepa AB1157 rec821, utilizando AQ5931 como la capa donadora de la 

mutación recB21. Los transductantes fueron seleccionados por su resistencia a 

tetraciclina (tetraR) y se obtuvieron- 9 clones, de los cuales sólo dos resultaron 

sensibles a la luz UV, asumiéndose que estos dos transductantes eran portadores 

ºde la mutación rec821 y fueron denominados AB11571 y AB11572. 

La construcción de los dobles mutantes recA recB se realizó utilizando AB2463 

recA 13 como cepa receptora y A05931 como cepa donadora de la mutación 

recB21. De esta transducción se obtuvieron 5 derivados resistentes a tetracicllna 

y sensibles a la luz ultravioleta. Para confirmar cuales de éstos eran verdaderos 

portadores de ambas mutaciones, se utilizó la característica que posee el 

bacteriófago Jved gam· de formar placas en cepas de E. coli recA·recS pero no en 

cepas recA· solamente. Puesto que el fago es deficiente en recombinación y carece 

además de la proteína Gam, que normalmente inhibe la actividad exonucfeolítlca 

de RecBCD. sólo puede multiplicarse cuando esta última enzima es tLlmbién 

deficiente. Con esta prueba pudimos identificar sólo 2 transductantes portadores 

de las mutaciones recA 13 y rec821 los cuales fueron denominados AB24631 y 

AB24632. 

5.2 Sensibilidad a UV 

Uno de los criterios más sencillos para la caracterización de las cepas utilizadas 

como huéspedes en las cruzas virales fue la supervivencia a la luz UV ya que, como 

se mencionó en la introducción, las mutaciones que poseen afectan la capacidad 

de reparación del materiLJI genético. Como se puede apreciar en la Gráfica 1, la 

mayor sensibilidad la presenta un mutante recA 13 debido a que la proteína RecA 

es esencial tanto en la reparación por recombinación como para la inducción del 

sistema SOS. Un mutante rec821 es menos sensible y fue por lo tanto este 

parámetro el que se utilizó para distinguir los mutantes rec821 de los recA 13. 
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Pará ··· determinar si la enzima RecBCD interviene en el fenómeno 

-~0~0~bi~og~r)¡C~.del bacteriófago lambda, que es el objetivo central de este trabajo. 

una vez obtenidas las cepas deficientes en la enzima RecBCD, es decir los mutantes 

rec821, se llevaron a cabo las cruzas de los fagos J\N53N7 y A.?80 tanto en células 

irradiadas como no irradiadas con luz UV. Los resultados se muestran en las tablas 

111, IV y V, los cuales son promedios de por lo menos 3 experimentos. 

En una cepa tipo silvestre tal como AB1157, donde los mecanismos de 

reparación 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 111). Al comparar 

estos resultados con los obtenidos en la cepa A82463, podemos observar que, a 

pesar que esta cepa carece de la respuesta SOS y es deficiente en recombinación, 

presenta la misma respuesta rccombinogénica de lambda que la cepa tipo silvestre 

(Tabla 111). En cambio en las cepas deficientes en la enzima RecBCD, es decir tos. 

mutantes AB11571 y AB11572, el incremento en ambas progenies a la misma 

dosis de luz UV no fue estadísticamente significativo al compararlo con su control 

no irradiado según la prueba T de Student (Tabla 1111. 

Estos resultados indican claramente que la proteína RecBCD interviene de 

alguna manera en la recombinogénesis de lambda, pues aunque el fenómeno no 

desaparece completam~nte si disminuye drásticamente !Gráfica 3). Esta conclusión 

es apoyada por los experimentos hechos en otras cepas portadoras también de la 

mutación rec821 tales como la AB2470 y la AQ5937, en los que se observó que 

el efecto recombinogénico también desaparecía {Tabla IV). De la misma manera, 

la adición de la mutación rec821 a una cepa portadora de la mutación recA 13 anula 

el efecto recombinogénico observado en esta última, como lo demuestran los 

resultados obtenidos en las cepas AB24631 y AB24632 (Tabla V). 
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Tabla 111. Efecto de la irradiación UV de diferentes cepas de de E. coli sobre tas 

progenies total y recombinante del bacteriófago lambda 

Cepa Dosis PT/ml 1 PR/ml 1 
J/m' 

AB1157 o 7.72 X 10' 1 8.3 X 106 1 
W/ 25 2.16 X 109 (2.121• 2.8 4.4 X 107 (3.471• 5.3 

50 2.88 X 1 º' (2.80) • 3.7 6.1 X 107 (4.78} • 7.3 

AB2463 o 4.3 X 10' 1 1.3 X 106 1 
recA 13 25 8.5 X 108 (1 .53} 2.0 3.91 X 106 (2.301• 3.01 

50 1,31 X 109 (2.331 • 3.05 7 .42 X 106 (4.361 • 5.7 

AB,-1571 o 6.05 X 10' 1 5.09 X 100 1 
rec821 25 7.35 X 108 (0.41} 1.21 8.89 X 10' (1.58) 1:15. 

50 7.08 X 108 (0.31 I 1.17 9.92 X 10' (1.61) 1.95 . 

AB11572 o 6.51X10' 1 6.67x 10' 1 
rec821 25 9.15 X 108 (1.381 1.40 1 .16 x 107 ( 1 .88) 1.73 
. 50 9.8 X 10' (1.441 1.50 1.34 X 107 (2.50} 2.0 

PT .,,, Progenie Total 

, PR = Progenie Recombinante 

1 = Incremento (progenie en huéspedes irradiados/progenie en huéspedes no 
Irradiados} 

El número entre paréntesis es et valor de la prueba estadística T de Student que 

se utilizó para 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 estadísticamente significativo para una p de 0.05. 
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Tabla IV. Efecto de la lrradÍaclÓ~ u~?de ~~\antes r~isúde E.co/i sobre l~s 
progenies total y recombinan!~ d~I b~cterlÓfago lambda 

.. 

Cepa Dosis PT/ml 1 PR/ml 1 

J/m' . ··.· .. . . 

AB2470 o 1.s3x10• ... ·1 5.76 X 10' 1 
25 9.57 X lClB (1;1BI 0.60 5.91 x·10··<0.01i 1:03 

50 1.37 X 1 O• (0.38) 0.84 5.14 X 10• 10.29) 0.91 

AQ5937 o 1.04 X 10• 1 1.41 X 10• 1 
25 9.87 X 107 (0.21) 0.95 1.61 X 1 O• (0.53) 1.14 
50 1.08 X 108 (0.05) 1.04 1.51X10' 10.29) 1.07 

PT = Progenie Total 
PR = Progenie Recombinante 

1 = Incremento (progenie en huéspedes irradiados/progenie en huéspedes no 

irradiados) 
El número entre paréntesis es el valor de la prueba estadística T de Student que 

se utilizó 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 la Irradiación_ UV de cepas de E. col/ dobles mutantes recA 13 

_ rei:B21 sobre_ las-progenies tót~I y recomblnante del bacteriófago lambda 

:PR/ml 

9.18 X 105 1 

1.14 X 10' (0.81) 1.24 

7 .63 X 1 OB (0.33) 9.98 X 105 (0.23) 1.09 

1.04 X 10' 1;12 X 105 

1.68 X 10' (1.01) 1.61- 1.75 X 10' (1.38) 1.56 

1.67 X 10' (0.92) 1.60 1.86 X 105 (1.45) 1.66 

· PT = Progenie Total 

PR = Progenie Recombinante 

1 = Incremento (progenie en huéspedes_irradiad~s/progenle en:hué_spedá~ no 

Irradiados! 
El número entre paréntesis es _el valor_de la prueba.estadística_T de Studentque 
se utilizó para comparar las progenies en huéspedes Irradiados Contrá las prÓgenl~s 
en huéspedes no irradiados de la misma cepa, con.una p de 0.05. 
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Gráfico,3:. Efecto de la Irradiación• UV de diferen· 
tes cepas de E. cof/sobre,el incremento 
· <m la progenie recombinante .. de la.rÍ1bda.-

.. ''-"" 
,,''-

::~;-i-:-

1i'As24ci31 ···.·~. AB, .1571 

--·-<'' 
-=~-'--e;;-..:.:....-
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T~dos' es?~-:r.e~úJl~<l;~?ii'ln~_ica~ _que'I~ ma.v~r .PBrte d~l ef9cto--obs0rvad0 tanto 
en células tipo. silv.esue. como en reck,. depende de alguna actividad enzimática 
de RecBCD. 
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6 DISCUSION 

Los datos presentadosaquílndlcan que la enzima RecBCD participa en el fenómeno 

de la recombinogenésis indirecta del bacteriófago lambda, el cual tiene lugar cuando 

las células huéspedes son previamente irradiadas con luz UV. Puesto que la síntesis 
de RecBCD es constitutiva y sus actividades enzimáticas son inhibidas por la proteína 

Gam de A.(Karu y col., 1975; Murphy, 1991 ), originalmente se había asumido que no 

existía relación entre ella y el fenómeno que estamos estudiando. 

La inhibición de RecBCD por la proteína Gam protege a los cromosomas lineales 

de h. producto de la replicación sigma, contra la degradación llevada a cabo por la 

actividad de exonucleasa de ADN doble de la enzima. Sin embargo, la participación 

de RecBCO en la recombinogénesis indirecta de A. implica que en células infectadas 

con el fago, la enzima no está totalmente inhibida o que posee alguna otra función 

no conocida, resistente a Gam. 

Para estudiar las propiedades de la inhibición de RecBCD por la proteína Gam, 

Murphy (1991) insertó el gene gam en un plásmido multicopia que luego utilizó para 

transformar células de E. colí. Aunque en esas condiciones la proteína Gam inhibe 

todas las funciones de RecBCD en más de un 95%, las células presentan características 

que no concuerdan con las de mutantes recBC, carentes de todas las actividad os de 

RecBCD. Por ejemplo, a diferencia de ellos, las células transformadas Gam+ son 

normales en su capacidad de recombinación y bastante més resistentes a UV. Estas 

diferencias fenotípicas, \levaron a Murphy ( 1991) a proponer que RecBCD puede poseer 

una actividad aún no conocida que no es inhibida por Gamo que incluso puede aparecer 

sólo en presencia de ella. La naturaleza de esta actividad es puramente especulativa 

y entre las posibilidades que se han mencionado se encuentran las siguientes: i) la 

enzima RecBCO puede intervenir en algún otro punto de la recombinación, distinto al 

de la producción de bandas simples. Tal punto podría ser por ejemplo la resolución de 

los intermediarios de Holliday al final del proceso, como ha sido propuesto en algunos 

modelos (Taylor y Smith, 1990); ii) RecBCD podría formar parte, in vivo, de un complejo 

enzimático mayor que adquiere una nueva actividad, no inhibida por Gam, en virtud 

de la sola presencia de RecBCO; iiil la actividad desconocida de RecBCD, podrfa ser 

parte de un complejo protefco, resistente a Gam, que incluye RecB yfo Rece 
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asociación de RecBCD con otra sut>Uniáaá, 

existiría sólo en presencia de la proteína Gam. 

En células infectadas con A. sin embargo, donde la concentración celular de la 

proteína Gam es mucho más baja que en células Gam+, la inhitición de RccBCD debe 

ser mucho menos eficiente. Bajo tales condiciones se ha visto que la enzima puede 

llegar a conservar hasta un 40% de su actividad total, suficiente para promover cierta 

cantidad de recombinación. De esta manera, aunque no podemos descartar la 

existencia en RecBCO, de una actividad extra resistente a Gam, la interpretación más 

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 sería interantc probar el efecto de la eliminación total de la proteína 

Gam sobre la recombinogéncsis indirecta de A.. siempre y cuando esto no afecte el 

crecimiento viral. 

Nuestros resultados, obtenidos en los huéspedes recB21, indican que la supresión 

de las actividades enzimáticas de RecBCD anulan el fenómeno de la recombinog~nesls 

indirecta de lambda, sin embargo, no proporcionan ningún indicio acerca de sí las 5 

actividades de la enzima son necesarias o sí sólo alguna de ellas es suficiente para 

que el fenómeno tenga lugar. Cruzas der.. en huéspedes mutantes recD 1013 podrían 

ayudar a resolver esta cuestión. La mutación recD 1013 afecta la subunidad RecD de 

la enzima RecBCD y aunque las células son normales en su capacidad de recombinación, 

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 IChaudhury y Smith, 1984; 

Amundsen y col., 1986; Biek y Cohen, 1986; Smith, 1987). Posiblemente la 

recombinación en esos mutantes se lleva a cabo de una manera distinta, utilizando 

los productos de otros genes que normalmente no serían usados en bacterias RecBCD+. 

Por ejemplo, Lovett y col. 11988) han demostrado que si se agrega una mutación 

recJ a un mutante recD, la tasa de recombinación disminuye más de 80 veces y que 

la sobreproducción intracelular de la proteína RecJ va acompañada por la aparición 

de una nueva actividad de exonucleasa, to cual sugiere que los mutantes recD 1013 

son deficientes en la actividad de exonucleasa provista por la enzima RecBCD•. Ciertos 

resultados preliminares (no mostrados) obtenidos en huéspedes recD 1013, en los que 
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la recombinogénesis Indirecta de A parece estar ausente, podrían ser considerados 

como evidencia de que la participación de RecBCO en la recombinogénesis indirecta 

de~ es a través de su actividad de exonucleasa de ADN de doble banda y que las 

otras actividades son irrelevantes para el fenómeno en cuestión. 

A diferencia de lo que ocurro con la expresión de los genes SOS regulados por 

LexA, la sfntesis de RecBCD es constitutjva y por lo tanto no sujeta a control por algún 

sistema de regulación. Entonres, ¿cómo se puede explicar la aparente inducibilidad 

de la recomblnogénesls Indirecta de lambda? Un proceso celular puede sor estimulado 

por dos mecanismos: por un aumento de la enzimas participantes o por un aumento 

en la cantidad de los substratos sobre los que ellas actúan. Existen tres lineas de 

argumentación que apoyan la idea de que un aumento en la cantidad de substratos 

moleculares en el ADN es un factor importante en la determinación de la tasa de 

recombinación: il La radiación UV, que provoca un Incremento notable en la frecuencia 

de recombinación sin necesidad de síntetizar nuevas proteínas, produce una gran 

cantidad de lesiones en el ADN que pueden transformarse en substratos 

recombinogénicos. Tales lesiones, como ya vimos, son principalmente dímeros de 

timlna que durante la replicación del ADN dan lugar a huecos postreplicativos. ii) Las 

mutaciones que causan fenotipos hiper-recen E. coli, tales comopo/A, 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 recombinación (Konrad, 1977). iii) Las mutaciones 

recAo de E. co/i, que afectan al operador del gene recA y provocan la síntesis 

constitutiva de un alto nivel de proteína RecA, tienen muy poco efecto sobre la tasa 

de recombinación basal (Clark, 1982). 

Todas esas observaciones apoyan la idea de que la recombinación puede ser 

estimulada más por un aumento en la cantidad de ciertas estructuras en el ADN que 

por un Incremento en la concentración intracelular de las enzimas participantes. SI 

esto es así, la recombinogénesis indirecta de lambda podría deberse a un aumento en 

tales estructuras y no a la inducción de la slntesis de RecBCD. Pero, ¿qué tipo de 

estructuras son las que pueden estar aumentando en el ADN de J\.como consecuencia 

de la irradiación UV de las células huéspedes? 
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Corrl'o y.a ·Vimos antes, los substratos Ideales para RecBCD corresponden a 

moléculas lineales de ADN con extremos dobles parejos o casi parejos, a través do 

los cuales la enzima penetra y desenrolla o degrada el ADN, dando lugar a extremos 

libres 3'0H. Un aumento en la cantidad de cromosomas de h. en replicación sigma o 

círculo rodante podría favorecer por un lado, la producción de sitios de entrada para 

RecBCD y 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 irradiación de Jos 

huéSPedes sería una estlmulaclón de Ja replicación del ADN viral, lo cual a su vez daría 

por resultado una mayor disponibilidad de substratos para la enzima RecBCD de E. 
col/. 

Algunos experimentos (no mostrados) en Jos que se agregó ácido nalidíxlco, 

inhibldor de la ADN-girasa y de la síntesis de ADN (Gellert y col., 19761. ostán de 

acuerdo con esa hipótesis. En esos experimentos se observó que a medida que la 

concentración del ácido nalidíxico aumentaba, el efecto provocado por la irradiación 

UV sobre las progenies total y recombinante de A disminuía. Sin embargo, esta 

disminución fue más notable en la progenie recombinante, ya que una pequeña 

reducción en la progenie total, afectó severamente la cantidad de recombinantcs. Esta 

observación apoya la idea de que una estimulación en la tasa de replicación del ADN 

viral es una condición previa para que la recombinogénesis indirecta de lambda ocurra. 

Una frecuencia más alta de molócutas lineales de ADN con extremos dobles, derivados 

de un mayor número de cromosomas de /\.en repllca~ión sigma, aumentaría entonces 

la probabilidad de recombinación 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 fenómeno de la recombinogénesis indirecta de lambda. En él, los 

cromosomas virales producidos en la fase tardía del ciclo lítico, están representados 

como moléculas lineales, por uno de cuyos extremos penetra la enzima RecBCD y 

promueve la formación de cadenas simples de ADN, ya sea por desenrollamiento y 

corte en ch/ o por degradación exonucleolítica de una de las cadenas. La ausencia de 

verdaderos sitios chi en lambda y la falta de respuesta recombinogénica viral en 

mutantes recD de E. coli apoyan la hipótesis de que RecBCD participa en la 

recombinogénesis indirecta de lambda a través de su actividad de exonucleasa, 
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Según ese modelo, la irradiación UV de los huéspedes provoca una estimulaclón 
de la replicación del ADN viral que a su vez dispara la recombinación, al generar los 

substratos adecuados para RecBCD. Tal estimulación podría ser general, es decir, 

abarcar ambos tipos de replicación (theta y sigma), o ser exclusiva de alguna de ellas. 

Una posibilidad interesante es que el paso de un tipo de replicación a otro sea más 

eficiente en huéspedes irradiados y de que tal evento sea llevado a cabo por enzimas 

inducibles. Desafortunadamente, no existe información suficiente acerca de los 

factores que determinan el cambio en el tipo de replicación y de sí estos factores 

incluyen la actividad de enzimas especcticas. De cualquier manera, el resultado de 

todas esas posibles alteraciones en la replicación del ADN vlral, sería .una mayor 

producción de cromosomas lineales de A. que sirven de substrato para RecBCD. 
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7 CONCLUSIONES 

1 - La recombinogénesis indirecta de lambda no se presenta en huéspedes recB21; 

obtenidos tanto por tratamiento mutagénico como por transducción con el fago 

P1. Esto indica que la presencia de la enzima RecBCD funcional es un requisito 

Indispensable para que el fenómeno tenga lugar. 

2- La inhibición de la enzima RecBCD por la proteína Gam no es completa en 

huéspedes irradiados con UV infectados con lambda. 
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