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1. Introduccion

Los bacteriofagos son virus parasitos intracelulares obligados que infectan a bacterias.
El parasitismo de los bacteriéfagos ocurre a nivel genético; para multiplicarse en el
interior de las bacterias utilizan los mecanismos de la bacteria para la replicacion de
su &cido nucleico, la transcripcién genética y la traduccién de sus RNAs mensajeros.

Los bacteriofagos fueron descubiertos en 1915 por el bacteridlogo inglés Frederick
William Twort (Twort, 1915, Pirie, 1990), cuando observé que algunas de colonias de
Staphylococcus eran muertas en el medio de cultivo por un agente capaz de atravesar
los filtros que retenian bacterias. Dos afos después los bacteri6fagos fueron
descubiertos, independientemente, por el microbiélogo Canadiense-Francés Félix
D’'Herelle (D’Herelle, 1917, D’Herelle, 2007), quien los nombré bacteriéfagos o
"devoradores de bacterias”". Fue este investigador quien disefi6 el método de
titulacién, que aun se utiliza para contar el nimero de unidades formadoras de placa
(ufp) presentes en una suspension de bacteriéfagos; es decir, el numero de éstos que
son capaces de infectar a bacterias sensibles inmovilizadas en una caja de Petri con
medio de cultivo sdlido, que al lisarse y liberar la progenie de bacteriéfagos que
infectan a otras bacterias causan la aparicidon de una placa de lisis, cuyo aumento de
diametro queda limitado porque las bacterias ya no se multiplican, debido al

agotamiento de los nutrimentos y por ello no producen mas bacteriéfagos. (Figura 1).



Figura 1. Unidades formadoras de placa (ufp). Los fagos temperados forman
placas turbias y los fagos liticos forman placas claras. Modificado de
http://www.wwnorton.com/college/biology/microbiology2/ch/10/etopics.aspx el
15 de marzo de 2017.

Generalmente el nimero de ufp es menor que el nimero de bacteri6fagos en la
suspension, debido a que una fraccién de ellos no puede infectar productivamente a
las bacterias debido a que tiene algun defecto estructural, como la capside o la cola
rota.

2. Constitucion quimica de los fagos T2 y T4

Hace ochenta y tres afios Schlesinger (1934) purificé uno de los fagos T2 o T4 por

centrifugacion diferencial y filtracién gradual de preparaciones crudas, y lo analiz6



quimicamente; encontr6 que estaban constituidos por la mitad de DNA y la mitad de
proteinas.
3. Formacion de la "escuela del fago"
En 1938 Max Delbriick y otros investigadores formaron “la escuela del fago”, que por
un poco mas de 10 afios estudio a los fagos T2 y T4 y contribuyé de varias maneras al
conocimiento de los fagos. Hicieron el experimento de crecimiento en escalén y el
ensayo sobre el crecimiento intracelular del fago. En el experimento de crecimiento en
escalon se determind el nimero promedio de fagos producido por cada bacteria
infectada (tasa de eclosion o “burst size”) y el tiempo minimo necesario que se
requiere desde el inicio de la infeccién hasta que se lisan las primeras bacterias del
cultivo, liberando la progenie viral (periodo de latencia). En el experimento sobre el
crecimiento intracelular del fago se determiné que durante parte del periodo de
latencia el virus no estd completo y su auto-replicacién ocurre cuando los virus
descendientes se ensamblan a partir de subestructuras sintetizadas previamente; el
ensamble de las particulas virales ocurre después de un tiempo denominado periodo
de eclipse, menor que el periodo de latencia (Ellis y Delbriick, 1939).
4. Nacimiento de la biologia molecular

A partir de los trabajos del grupo de Max Delbriick naci6 la nueva disciplina Biologia
Molecular, y desde su inicio los bacteri6fagos han jugado un papel relevante en su
desarrollo. Con uno de ellos, el T2, se demostré que el DNA es el material genético
(Hershey y Chase, 1952). Mas adelante los fagos se usaron como modelo de estudio de
distintos problemas de biologia molecular, por ejemplo, los que tienen genoma de

RNA pequefio de cadena sencilla se usaron como mRNA para estudiar la traduccién in



vitro en sistemas libres de células. Los fagos con DNA de cadena sencilla fueron
modelo para el estudio de la replicacion del DNA in vitro y la caracterizacion de
muchos componentes del proceso y para el estudio de los intermediarios de
replicaciéon, que pudieron “congelarse” al no agregar el componente o los
componentes necesarios para la siguiente etapa de la replicacién. Muchos
mecanismos de control de la transcripcidn fueron estudiados en los fagos de DNA de
doble cadena, por ejemplo la represion, y la expresion genética secuencial.
5. Infeccion. Ciclo litico

La infeccién comienza por el choque entre fagos y bacterias que lleva al fago a
adsorberse a un receptor especifico de la superficie bacteriana (Luria et al., 1978).
Algunos fagos, como f1y f2, se adsorben al pilus F de E. coli y por ello solo infectan a
las cepas F+ (Figura 2). Después de adsorberse el bacteriéfago inyecta su DNA,
mediante el proceso llamado inyeccién que comienza, en T4 (Figura 3), con la
contraccién de la vaina contractil (Arscotty Goldberg, 1976; Moody, 1973) que rodea
al tubo central de la cola. El tubo penetra al interior de la bacteria y a través de él pasa

el DNA, desde una punta a la otra (Figura 4).



Figura 2. Adsorcién de f1 y {2 al pilus F de Escherichia coli F+. (Tomado de Luria et al.,
1978).



Figura 3. Representacion esquematica del fago T4. El DNA esta contenido en la cabeza.
Modificado de: Snyder et al., 2013, p. 277).

Figura 4. Adsorcidn del fago T4 a Escherichia coli e inyeccion de su DNA. (Tomado de
Luria et al,, 1978).



El DNA inyectado se replica y en la etapa final dirige la sintesis de las proteinas
estructurales de cabeza y cola y de las copias de DNA que habran de encapsidarse
para formar los nuevos viriones, que seran liberados cuando se lise la bacteria por la

accion de proteinas de lisis codificadas también por el genoma viral. (Figura 5).

Figura 5. Ciclo temporal de infeccién de Escherichia coli T2.
De arriba a abajo: 0, 4, 10, 12, 30 minutos después de la infeccion. infeccion.
(Kellenberger et al., 1958).



Algunos fagos como T2 y T4 son solamente liticos (Figura 6), mientras otros como el
fago A (Figura 7) pueden llevar a cabo tanto el ciclo litico como el lisogénico (Echols,

1986; Oppenheim et al., 2005).
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Figura 6. Representacion esquematica del ciclo de vida litico del fago T4. (Modificado
de Snyder et al, 2013, p. 272).
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Figura 7. Micrografia del fago A. Tomado de:
http://www.thebacteriophages.org/chapters/0270_figure_001.htm
6. Infeccion. Ciclo lisogénico
En la via lisogénica, la adsorcién e inyeccidn ocurren de manera similar a como sucede
en la via litica, pero la transcripciéon de los genes estructurales y de lisis se reprime
por una proteina represora, codificada por el genoma viral, que se une a los
operadores del cromosoma viral bloqueando que la RNA polimerasa se una a los
promotores. El DNA viral reprimido se llama profago, la bacteria en la que se
encuentra se llama lis6gena y el proceso por el que se forma se llama lisogenizacion.
Algunos profagos, como A, se integran al cromosoma bacteriano en un sitio especifico,
llamado att (por attachment), y se replican como un grupo de genes del cromosoma
bacteriano heredandose a las bacterias hijas, tras la divisiéon celular. Algunos otros,
como el fago P1 que infecta a E. coli, no se integran sino que se replican como

plasmidos.
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Los fagos temperados forman placas turbias, debido a que lisogenizan a una fraccién
de las células infectadas, las cuales son inmunes a la superinfecciéon y crecen en el
centro de la placa (ver mas adelante). Los fagos liticos forman placas claras debido a
que lisan a todas las bacterias que infectan (Figura 1).

La decision lisis o lisogenia del fago A se debe a la competencia entre dos proteinas
represoras Cl y Cro. Si se produce mas CI que Cro hay lisogenia; si se produce mas Cro

que CI hay lisis (Figura 8; Echols, 1986; Oppenheim et al., 2005).
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Figura 8. Decision lisis/lisogenia del fago A. A. Via litica. Los operadores derecho e
izquierdo O y Or tienen tres sitios de unién para los represores Cly Cro. La sintesisy
union de Cro a los sitios Or3 y OL3 apaga la transcripcion a partir del promotor para el
mantenimiento de la represion (Prv) . El fago se va a la via litica. B. A alta
multiplicidad de infeccion se produce la proteina CII y activa al promotor para el
establecimiento de la represion (Pre). Se sintetiza CI. C. CI se une a los sitios Or1, Orz,
Or1 y Or2, lo que activa al promotor para el mantenimiento de la represion (Prm, a
partir del cual se transcribe el mRNA para CI) y reprime la transcripcion de los
promotores Pr y PL necesarios para producir mas fagos. El fago se va a la via
lisogénica. Modificado de:
http://www.wwnorton.com/college /biology/microbiology2/ch/10/etopics.aspx
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Este proceso alternativo lisis-lisogenia permite que se establezca un equilibrio presa-
predador entre fagos y bacterias. Cuando el nimero de fagos excede al de las
bacterias, es decir a alta multiplicidad de infecciéon (por ejemplo 10:1), se favorece la
lisogenia y cuando la multiplicidad de infeccion es baja (por ejemplo 1:10) se favorece
la lisis. Esto se debe a que a alta multiplicidad de infeccién algunas bacterias son
infectadas por mas de un fago y ello provoca un incremento en los niveles
intracelulares de proteina CII, lo que favorece la sintesis del represor Cl y, por ende,
la lisogenia (Figura 8).

En una bacteria lis6gena el profago se mantiene como tal debido a que codifica al
represor (cuyo mRNA se transcribe a partir de Prm), del cual siempre hay un exceso en
el citoplasma bacteriano. Por esta razdn, la liségena es inmune a la superinfeccién por
fagos homologos al profago: si un fago homélogo al profago (de la misma inmunidad,
con los mismos operadores, reconocidos por el mismo represor) inyecta su DNA, éste
es reprimido por el represor presente en el citoplasma de la bacteria y no puede
seguir ni la via litica ni la lisogénica. El estado lisogénico tiene 4 propiedades:
1) Heredabilidad, 2) Inducibilidad, 3) Inmunidad y 4) Curabilidad.

Heredabilidad porque una lis6gena hereda su profago a las células hijas; Inducibilidad
porque los mutagenos fisicos o quimicos inducen el profago a la via litica; Inmunidad
porque las lisdgenas son inmunes a la infeccion por fagos de la misma inmunidad que
el profago; y Curabilidad porque cuando la represiéon deja de ocurrir por un corto

periodo, la liségena pierde el profago sin ser lisada.
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El profago puede ser inducido a la via litica si falla la represion y se transcriben y
traducen los genes virales que permiten la produccion de fagos y la lisis de la bacteria.
La represion falla cuando las bacterias lisdgenas se exponen a la acciéon de agentes
mutagénicos fisicos o quimicos que causan dafios al DNA o que interfieren con su
replicacién. Entre estos agentes tenemos a la luz ultravioleta, y a los compuestos
anticancerosos bleomicina y mitomicina C. La induccién del profago forma parte de
una compleja serie de respuestas, conocida como respuesta SOS, que presentan las
bacterias ante situaciones que comprometen su sobrevivencia y en la cual una
actividad proteolitica inducible propicia la degradacion del represor del genoma viral
CI (Littley Mount, 1982).

Normalmente en un cultivo de liségenas la des-represion ocurre espontdneamente a
baja frecuencia (10-¢), dando origen a la presencia de fagos. Es posible también que
ocurra des-represion transitoria; es decir, que falle la represiéon por un breve lapso y
se restablezca enseguida, dando lugar a bacterias “curadas” que han perdido el
profago, ya que, si éste se encontraba integrado al cromosoma, se escinde pero es
incapaz de iniciar la via litica al restablecerse la represion, de modo que ya no se
replica como parte del cromosoma bacteriano ni en forma autébnoma y se pierde por

diluciéon a medida que el cultivo crece.
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7. Respuesta SOS.

La respuesta SOS es un proceso esencial que utilizan las bacterias para responder al
dafio severo en su DNA. Los genes que forman parte de la respuesta SOS constituyen
un reguldn, es decir un conjunto de unidades transcripcionales reguladas por un solo
represor. La expresion de los genes de la respuesta SOS de E. coli esta controlada por
el represor LexA, proteina que se inactiva a si misma durante el estrés, por corte
proteolitico, para permitir la transcripcién de genes que codifican proteinas que
participan en mecanismos de reparacion de dafios al DNA y para retardar la division
celular hasta que el dafio sea reparado (Baharoglu y Mazel, 2014). Algunos profagos,
como A, se inducen al ciclo litico como parte de la respuesta SOS. Es decir, el profago
utiliza un mecanismo de emergencia de la bacteria para salir de su estado lisogénico e
"irse a buscar" bacterias menos comprometidas para multiplicarse o para
lisogenizarlas.

El proposito de esta tesina es describir la respuesta del fago A a la respuesta SOS de

Escherichia coli. (Figura9).
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Figura 9. Mecanismo de la respuesta SOS. Cuando el DNA de una bacteria sufre dafio,
se generan "huecos" en el DNA lo que proporciona extremos 3'-OH de cadena sencilla
que son reconocidos por la proteina RecA, formandose un filamento. Esta sefal
estimula la actividad proteolitica de LexA, el represor del reguléon SOS, que se
autodegrada y por ello deje de reprimir a los genes del regulén, con lo que se induce
su expresion. Modificado de:
http://schaechter.asmblog.org/.a/6a00d8341c5e1453ef01b8d1462bf8970c-popup
La respuesta SOS fue propuesta en los afios setentas por Radman (Radman, 1974),
quien la denomino asi, y fue descrita por primera vez con detalle en E. coli diez afios
después (Walker, 1984). La respuesta SOS es una respuesta celular coordinada que
llevan a cabo las bacterias cuando experimentan dafios severos en su DNA y que esta

gobernada por las proteinas RecA y LexA. Ante el dafio se forman regiones de DNA de

cadena sencilla que son cubiertas por la proteina SSBP (Single Stranded Binding
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Protein) que posteriormente son reemplazadas por RecA. Cada mondémero de RecA
protege solamente 3 nucleétidos, pero los monémeros de RecA se polimerizan
formando largos filamentos en el DNA. La forma de filamento de RecA, conocida como
RecA activada o RecA* estimula la ruptura del represor LexA, con lo que se induce la
expresion de unos 40-50 genes que forman parte del reguléon SOS (Figura 9). La
expresion de los genes provoca que se detenga la division celular, que se induzcan
mecanismos de reparacion de dafios al DNA y se eleve la frecuencia de mutacion
(Friedberg et al., 2005). Ante el DNA extensamente dafiado, la DNApol III, que comete
muy pocos errores, es incapaz de replicar al DNA; la DNA pol V que se induce como
parte de la respuesta SOS tiene una alta frecuencia de error, pero es capaz de replicar

al DNA dafiado (Figuras 10y 11).
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Figura 10. Representacion esquematica de la induccion de la respuesta SOS. Se
muestra la induccidn de los genes cuyos productos constituyen la DNA polV, propensa

a error. Tomado de:
http://mol-biol4masters.masters.grkraj.org/html/Gene_Expression_I4-

Regulation_of_Gene_Expression.htm
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Figura 11. Representacion esquematica del bloqueo a la replicacion del DNA por la
DNA polimerasa III debido a extensos dafios en el DNA que conducen a la inducciéon de
la respuesta SOS entre cuyos productos se encuentra la DNA polimerasa V propensa a
error capaz de replicar DNA muy dafiado. Modificado de:
http://www.biodiscoveryjournal.co.uk/Archive/A41.htm

Otra de las consecuencias de la induccién de la respuesta SOS es la induccion del

profago A a la via litica. Esto se debe a que, al igual que LexA, la proteina represora CI

del profago se autodigiere (Roberts & Roberts, 1975; Roberts et al., 1975) y con ello
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los genes estructurales y de lisis del bacteriéfago se expresan y la proteina Cro se une
a Ors, reprimiendo Prm e impidiendo con ello la produccion de mas CI (Svenningsen et
al., 2005; Figura 8); se lisa la bacteria y libera la progenie viral. El ciclo de vida del fago

A queda ilustrado en la figura 12.

Figura 12. Ciclo de vida del bacteriéfago A. Después de la infeccidn el fago se
desarrolla siguiendo la via litica o la lisogénica. Tomado de Kameyama et al,
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De manera que se ha considerado que los profagos representan una ventaja para la
poblacion de bacterias lisdgenas, ya que pueden contribuir con genes benéficos para
su hospedero mediante el fendmeno llamado conversion lisogénica, y cuando una
fraccién de las lis6genas experimenta inducciéon espontanea del profago, los virus
liberados lisan a las cepas competidoras susceptibles (Nanda et al,, 2015). Aunque
efectivamente se ha demostrado que el profago A porta genes de virulencia benéficos
para la liségena in vitro (Barondes & Beckwith, 1990; Vaca et al., 1997), pocos
estudios se han publicado para demostrar estos efectos en ambientes ecolégicamente
importantes.

Recientemente se demostro, en un modelo de intestino monoxénico de ratén, que el
profago A causa un costo significativo para sus liségenas debido a que su induccién a
la via litica es 50 veces mayor que in vitro (1-2% de los profagos se inducen vs. 0.02-
0.04%). Sin embargo, cuando las lis6gens estan en competencia con bacterias
isogénicas no lisdgenas., sensibles al fago, el profago beneficié indirectamente a las
lis6genas lisando a la mayoria de las competidoras no lisdgenas. La infeccién de las
bacterias sensibles condujo al desarrollo litico del fago en 80% de los casos y las
demas bacterias sensibles infectadas fueron lisogenizadas.

Los autores concluyen que la alta tasa de induccion del profago en el intestino de
ratbn monoxénico indica que existe dafio al DNA, el cual es responsable de la

respuesta SOS que conduce a la induccion de A (De Paepe et al., 2016).
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8. Conclusion.
Concluimos este trabajo diciendo que aun falta estudiar mas la respuesta del fago A a
la respuesta SOS de E. coli en ambientes ecolégicamente relevantes para comprender

esta parte de uno de los equilibrios presa-predador en bacterias y bacteri6fagos.
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