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CAPITULO I

INTRODUCCION

I.l,- Introduccion general y proposito del présenta trabajo

La enorme amplification de los efettos tausados por la absortion - 
de tantidades distretas de energia, (aunque de tuantos muy energêtitos) ha 
tondutido equivotadamente en numerosas otasiones a asignar la transtenden- 
tia biologita de las radiationes al fenomeno da la radiosensibilidad. Se - 
olvidaba ton fretuentia que el resultado final de la interaction radiatiôn- 
materia, esta tonditionada, ademas de por la energia transferida, y en es­
te taso primordialmente, por la naturaleza del material receptor.

Los tonotimientos que tenemos hoy dia aterta de la tompleja tompar 
timentalization y jerarquization del mundo vivo, gracias al extraordinario 
desarrollo de la Biologia y Genêtita molecular, ban permitido plantear de- 
bidamente el tema. En efetto, lo paradojito no es que como tonsetuentia de 
la absortion de una tantidad distreta de energia la têlula muera, sino que 
lo que résulta asombroso es que baya sido posible su superviventia; intlu- 
so que baya sido posible la aparitiôn y evolution de la vida sobre la Tierra,

La duda plantea en definitive la verdadera transtendentia de las - 
radiationes en el fenomeno biologito, y solo altanza meretida respuesta - 
tuando se analiza detenidamente, no solo los efettos de las radiationes sô  
bre las cêlulas attuales, sino tambiên la aparitiôn y evolution de los ât^ 
dos nutleitos y de los metanismos de reparation asî tomo las diferentes al 
ternativas que el fenomeno vital ba adoptado en su atoplamiento a las dif̂ e 
rentes fuentes de energia disponibles a lo largo del proteso evolutivo.

En definitive, se trata de considerar que la verdadera transtenden 
tia de las radiationes reside en que, la evolution biologita ba estado go- 
bernada siempre por el atoplamiento entre la energia electromagnêtica pro­
cédante del Sol y la Biosfera. Hasta tal punto ba tenido êxito este atopla. 
miento, actualmente a la luz visible, que la vida boy depende de êl como - 
fuente de energia en el proteso expansionists de la Biosfera.

Por supuesto que esta interpretation y este estudio es abordable - 
abora, porque tonotemos lo sufitiente aterta de tomo pudo desarrollarse la 
evolution abiogênita, tonotemos perfectamente los metanismos moletulares - 
biologitos relativos al almatenamiento y transmision de la information gen_e



tica, asî como los metanismos de retonotimiento y reparation de radiolesio 
nes y su netesaria coordination ton la recombination y replication; y por 
ultimo, aterta de las solutiones que la naturaleza ha entontrado ante la - 
vulnerabilidad que représenta el almatenamiento e intremento de la informa^ 
cion genêtita.

En el laboratorio de Bioflsita de la Junta de Energia Nuclear, se 
viene desarrollando un intense trabajo en tomo al problema general de la 
transtendentia biologita de las radiationes y concretamente en lo que se - 
refiere a las radiationes gamma y U.V.. De hetho se ha logrado ya tierta - 
experientia en los estudios de los efettos de la radiation gamma, tanto - 
"in vivo" tomo "in vitro" (Saez and Davila, 1974). Empezamos pues a tonoter 
el DNA irradiado ton gamma, hasta el punto de evaluar perfectamente, en quê 
medida de lesion que supone una rotura simple afetta a la estruttura del DNA 
y para DNAs de diferentes..compositiones (Mingot et al 1978). De otra parte los 
estudios de radiosensibilidad "in vivo" frente a gamma y U.V. y de repara­
tion "semi-in vitro" frente a U. V. ban tondutido a constatar las dependen- 
tias genêtitas de los metanismos de reparation por entima de las composition 
nales. (Saez and Davila, 1974).

Este trabajo viene a tontinuar la lînea de estudio del DNA alterado 
por radiationes UV. y los metanismos enzimatitos de reparation. En defin_i 
tiva pretende tubrir los estudios fisitoquîmitos entaminados a tonoter al - 
DNA irradiado ton luz U.V., el analisis de los fotoproductos de mayor relê  
vantia biologita con especial ênfasis en su tuantization, el estudio de las 
modifitationes sufridas en la estruttura y conformation del DNA por la prê  
sentia de los fotoproductos asî tomo el estudio y tuantization de su influen 
tia en las propiedades funtionales del DNA; en tontreto a su tapatidad tran^ 
formante; por ultimo se intluyen tambiên las primeras experiencias realiza- 
das en el retonotimiento y liberation de fotoproductos, exactamente de dîmê  
ros de pirimidina, mediante el uso del sistema enzimâtito tompuesto por la 
DNA-U.V.-Endonutleasa, y la DNA-Polimerasa-I, enzimas implitadas en el met^ 
nismo de reparation por estision-resîntesis. Ello nos ba obligado a poner - 
a punto têcnicas de aislamiento y taratterization de enzimas, pues la U.V.- 
Endonutleasa no es una enzima tomertial.

Para la tomprension de] trabajo realizado se intluyen en esta memo 
ria, primeramente, una revision de los principales betbos conotidos en la - 
interaction radiation u.V.-materia biologita desde el punto de vista evolja



tivo y bajo la pregunta planteada anteriormente acerca de como ha sido p£ 
sible la aparicion y evolution de la vida sobre la Tierra, en un ambiante 
en el que las radiationes estuvieron présentes. Antes se destribiran som^ 
ramente las partitularidades fîsitas mas importantes de la interaction r^ 
diation-materia para poner de manifiesto la enorme especificidad de esta 
interaction tuando se considéra a las radiationes U.V.. Tras la revision 
de los diferentes metanismos de reparation de radiolesiones, en especial 
de radiolesiones U.V., desde dos puntos de vista: el del proteso en sî. de 
reparation de lesiones en el DNA que perturban su invarianza y el de met_a 
nismos por los que se elude el efetto létal de una tasa de agresion para 
tonvertirlo en un metanismo evolutivo; se tratarâ de poner de manifiesto 
la importantia de estos metanismos entre las solutiones que la naturaleza 
ha entontrado para la protection del material genêtito a lo largo del prô  
teso evolutivo.

Por ultimo se revisara la fotoquîmita de los atidos nutleitos, tm 
tiendo hintapiê en los diferentes fotoproductos y en su efetto en la es­
truttura y conformation del DNA, pues gran parte de los resultados experf 
mentales obtenidos aportan en este terreno tontributiones tanto cualitaLi 
vas tomo tuantitativas.

En el tapîtulo deditado a materiales y metodos, si bien se han - 
apartado en forma de apêndites las retetas exattas de los metodos utiliz^a 
dos, se han razonado las partitularidades esentiales de todos los metodos 
utilizados para llevar a la prâttita el présente trabajo. Sin embargo, en 
este tapîtulo han obtenido especial tratamiento los metodos de determina­
tion dosimêtrita, la determination de peso molecular de DNA por elettrofo 
resis en gel de agarosa, el ensayo de attividad de la U.V.-Endonutleasa y 
la dependentia de la tapatidad transformante ton el tamano del DNA utilisa 
do. En el primer taso, porque se ha realizado un estudio tomparativo de - 
las très dosimetrîas quîmitas mas utilizadas en la zona U.V. y por ser e_s 
te paramétré, la dosis, esential en todos los estudios realizadosy que 
es netesario tonoter lo mejor posible. En el segundo caso porque se ha - 
puesto a punto el mêtodo para DNAs de alto peso molecular. En el tertero 
porque se ha realizado una importante trîtita experimental al mêtodo de - 
determination de attividad U.V.-endonutleasica de Grossman (Kaplan et al.
1969) que es el mas utilizado en la bibliografîa mundial. Y en el ultimo 
taso porque ha sido netesario tonoter esa dependentia para trabajar des- 
puês en la zona de independentia de la tapatidad transformante ton el ta-
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mano molecular,

Finalmente, tras el capitulo de presentation e interpretation de 
resultados, se altanzan las tontlusiones definitivas a la vista del pre­
sente trabajo. Cierra la memoria, una lista alfabetita de las referentias 
bibliografitas aludidas en el trabajo. Me interesa destatar que las exhaus 
tivas determinationes realizadas en tada experientia, no responden a nin- 
guna fatilidad en obtenerlas, antes al contrario, sino que responden a - 
una intentionalidad précisa en el planteamiento que nos hitimos de este - 
trabajo, dado que la investigation actual, mas preotupada en su polîtita 
por obtener datos cualitativos nuevos, impide a vetes obtener la presion 
de trabajos exhaustivos y sistematicos, que tuando se realizan, general- 
mente ayudan a tomprender y elutidar, en la seguridad de sus resultados, - 
las dudas y huetos de tonotimiento produtidos por el trabajo tientifito - 
anterior.

I.2.- Especificidad de la interaction radiation U.V.-materia biologita.
El DNA tomo blanto trîtito

Dentro del amplîsimo tema de estudio de la interaction Radiation- 
Materia, vamos a intentar esquematizar aqui las caracterîstitas esentiales 
del fenomeno, en orden a centrar el problema particular que nos otupa: el 
de la interaction radiation U.V.-materia biologita.

Adelantaremos ya que si bien no existe una separation intrînseta 
en lo que a interaction ton la materia se refiere entre las radiationes - 
ionizantes y ultravioletas, las partitularidades del mundo vivo y las - - 
energetitas de las radiationes U.V. haten que este tipo de interaction 
tenga unas consetuentias espetîfitas dentro de la têlula. El que el resul 
tado final de esta interaction o de tualquier interaction radiation mate­
ria pueda condutir a efettos desastrosos para la tontinuidad de la vida, 
es solo tonsetuentia de la naturaleza jerarquita de la têlula y no de la 
interaction radiation-materia en sî.

Dejemos para mas adelante la distusion de la importantia de la ojr 
ganization celular en los fenômenos de interaction radiation-materia bio­
logita pues constituyen un aspetto importante de la justification de nues_ 
tra especial preotupation por esta interaction a nivel de una de las espe 
ties moletulares biolôgitas, el DNA, y vamos ahora a tratar de poner de - 
manifiesto las partitularidades esentiales de la interaction radiation -
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U.V.-materia biologita.

Esta interattion posee el taratter de una transferentia de ener­
gia entre el sistema portador, la radiation, y el sistema receptor, el urn 
terial biologito. Los tonditionamientos impuestos por el medio en la in­
teraction son muy tomplejos ya que la energia se distribuye en êl segun - 
leyes perfectamente definidas y derivadas de su estruttura molecular. Por 
su parte los tonditionamientos derivados del sistema portador son eviden- 
temente energêtitos. Por ultimo en tuanto a los efettos primarios produt^ 
dos y ton independentia de los metanismos por los que se produzta la in­
teraction, se pueden distinguir tres zonas:

Una primera en la que la interattion supone transferentias 
de energia tomprendidas entre el valor del ruido têrmito (0,25 eV), y - - 
1-2 eV, sus efettos se limitan unitamente a intrementar la energia rota­
tional y vibrational de las molêtulas del sistema, aumentando el grado de 
activation y por tanto su attividad quimita. La interattion en esta zona 
es completamente inespetîfita y protagonizada por tanto por las espeties 
moletulares mayoritarias.

Una segunda zona en la que se ponen en juego energies tom­
prendidas entre 1 eV y 12-13 eV (en la que estân intluidas las radiatio­
nes U.V,); esta zona présenta caracterîstitas absolutamente propias, deb^ 
do a que la energia transferida al sistema se distribuye tomo energia de 
excitation elettronita de sus enlaces, y détermina que a tada longitud de 
onda, solo las molêtulas que posean las estrutturas adetuadas se tonvier- 
tan en. protagonistes del fenomeno, ton independentia de su numéro en el - 
sistema; por ello esta zona esta taratterizada por su absolute espetifici 
dad a nivel molecular.

Por fin una tertera zona tuando la energia puesta en juego
es superior a 12 eV.. En este taso se produten fenômenos de ionization y
disotiatiôn moletulares, pero de modo que la estruttura no tondiciona de 
manera estricta la probabilidad de que tenga lugar tondutiendo dé nuevo a 
la mayor implication de las espeties en mayoria pondéral.

En la zona de 1-12 eV, y en tontreto para las radiationes del U.V. 
lejano (220 nm a 300 nm) es detir entre 5,63 eV y 4,13 eV la absortion de 
energia sutede por un ünito metanismo que implita la absortion del fotôn 
y que conduce en materiales biologitos, a estados de excitation molecular.



12

Cada molacula, de acuerdo con los orbitales moleculares de que disponga,
présenta una probabilidad diferente a cada valor de la energia para pasar
a un estado excitado por absorcion de un cuanto de energia de dicha fre-
cuencia. El espectro de excitation, es detir, la funtion de probabilidad
de excitation en funeion de la energia del tuanto absorbido no es fâtil -
de calculer y totalmente inabordable tuando tonsideramos molêtulas tomo -
los biopolimeros, pero de los espettros expérimentales de las diferentes
molêtulas biolôgitas se puede tontluir que normalmente, se trata de tran-

*sitiones pi -- ^ pi que en un doble enlace aislado tienen lugar a 170 nm
pero que se desplaza a 220 nm en el taso de tonjugatiôn y a 260 nm tuando 
la deslotalizatiôn elettrônita altanza a tres dobles enlaces. (Diaz Pena 
et al. 1972),

Las molêtulas asi extitadas son susceptibles de sufrir transforma 
tiones no permitidas desde el estado fundamental y que en general se deno^ 
minan reattiones fotoquimicas. En ellas se emplea la energia de extitatiôn 
elettrônita resultando un tompuesto transformado en estado fundamental.

Es importante inditar que no tiene por que darse netesariamente - 
reattiôn fotoquimita sino que por el contrario los metanismos de desexti- 
tatiôn pueden ser otros como: la désexcitation por tonversiôn interna, d^ 
sextitatiôn luminescente etc. , dependiendo siempre de las caracteristitas 
intrinsetas de la molêtula extitada, como por ejemplo: la vida media del 
estado extitado, o el tipo de estado extitado. A la especificidad en la - 
absortiôn hay que sumar la especificidad de los modos de desextitatiôn pji 
ra poner asi de manifiesto que no todas las molêtulas susceptibles de ex- 
titationes tondutirân a transformationes.

Pero intluso el que se produztan o no reattiones fotoquimicas dé­
pende tambiên del estado de agrégation y estruttura de la materia, y en - 
tontreto la biologita se entuentra en fase condensada. En esta fase, la - 
probabilidad de choque intermoletular es muy elevada por lo que la desex­
titatiôn por tonversiôn interna esta muy favoretida, aunque tambiên se - 
produce una mayor probabilidad de reattiones bimoletulares. De entre ellas 
hemos de destatar la alta formatiôn de hidratos, debido a la abundantia - 
de agua, las reattiones redox fotoquimicas por la presentia de oxigeno y 
por ultimo, las reattiones fotoquimicas de aditiôn entre molêtulas prôxi- 
mas y ligadas por una estruttura matromoletular que fija su orientatiôn y 
distantia.
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En este ultimo caso, es decir, medios condensados en los que ademas 
existe un alto grado de estructuracion se puede dar tambiên y a veces de ma. 
nera importante, una transferencia de energia de excitation, de tal forma - 
que molêtulas intapates de absorber el foton incidente son tapates de esta 
forma de sufrir transformationes fotoquimicas.

Entre las molêtulas biolôgitas existen determinados biopolimeros - 
que tomo resultado de sus caracteristitas elettrônitas presentan en sus e^ 
pettros de extitatiôn elettrônita grandes probabilidades de absortiôn en - 
zonas U.V. energêticamente bajas. En tontreto todos los anillos heteroti- 
tlitos de las bases puritas y pirimidinitas, los aminoâtidos aromâtitos etc. 
Y si ademas observâmes los espettros de absortiôn de las diferentes biomole^ 
culas, vemos tomo son los atidos nutlêitos los que presentan mayores toef_i 
tientes de absortiôn en esta zona U.V.; del ôrden de 10 vetes mas altos que 
los que presentan las proteinas; biomolêtulas que les siguen en toefitiente 
de absortiôn. En definitive pues, en la interaction radiatiôn U.V.-materia 
biolôgita la especificidad de la interaction se dara primordialmente sobre 
los atidos nutlêitos y en segundo têrmino sobre las proteinas.

Hasta aqui, ha quedado tlaro tomo va a ser la interaction entre - 
las radiationes U.V. y la materia biolôgita, mediante quê metanismos se va 
a liberar despuês la energia absorbida, y quê tipo de molêtulas de entre - 
las biolôgitas van a estar implitadas en la interaction. Sin embargo, no - 
se puede dedutir de lo expuesto la transtendentia y el grado de amplifie^ 
tiôn que la interattiôn tiene sobre los seres vivos. Es pues netesario, to 
mo anuntiabamos al printipio, que analicemos brevemente la compositiôn, o^ 
ganizatiôn y naturaleza jerarquita de la têlula para llegar a tomprender - 
la transtendentia de esta interattiôn:

La teoria celular nos ha proportionado la posibilidad de abstraer 
el fenomeno biolôgito a un sistema unitario al que adstribir toda la feno_ 
menologia de taratter universal. Por supuesto que este sistema unitario, - 
la têlula, es un sistema material y por tanto sujeto a todas las leyes g^ 
nerales de la naturaleza, aunque ton una caracteristica diferencial del - 
resto de los sistemas materiales, que es su grado de organization. Conside 
rationes no sôlo de tipo morfolôgico, sino tambiên cinetitas, bioquimitas 
y termodinarnicas asi lo tonfirman. El grado de heterogeneidad interna de - 
los sistemas biolôgitos, es tambiên una caracteristica diferencial, si bien 
ambas tualidades, heterogeneidad y organizatiôn, son a menudo difîtiles de 
separar.
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Del estudio analîtico y cuantitativo de la composition de los s£ 
res vivos, tomando tomo ejemplo de sistema celular unitario, a la têlula 
mejor tonotida, la bacteria E.toli, se llega a la conclusion de que ex in 
ten entre 4000 y 5000 espeties moletulares diferentes, présentes en toda 
una gradation de concentration; desde una unita molêtula de la espetie - 
DNA hasta del orden de 15 x 10^ de molêtulas de lîpidos. El peso molecu­
lar de estas espeties moletulares va desde 23 daltons para el ion Na"̂  -

g
hasta 2,5 x 10 daltons para la molêtula de DNA. (Watson 1965; Davila -
1970). Por otra parte los tonotimientos adquiridos ton el desarrollo de 
la Biologia y Genêtita moletulares, aterta de los metanismos fundamenta- 
les generalizados en todo titlo vital, han hetho tomprensible la aparen- 
te taprithosa heterogeneidad molecular de la têlula. En efetto, existe - 
una perfetta jerarquization molecular, y en esta, el DNA constituye la - 
materialization del tontenido informative tuya expresiôn fenomênita es - 
la têlula y su funtionalismo, intluyendo su autorreproduttiôn (DUPLICA- 
CION). Asi la information genêtita tontenida en la setuentia nutleotidi- 
ta del DNA se transfiere en pequehos paquetes de information, los mRNAs 
CTRANSCRIPCION) para ser tradutida del lenguaj e de los nutleotidos al de 
los aminoatidos CTRADUCCION) formando asi las proteinas, responsables en 
ultimo têrmino de las reattiones bioquimitas que tienen lugar en la têlu 
la (FUNCIONALISMO).

Es indudable que estos dos tipos de hethos, sumados a las tonŝ i 
derationes hethas anteriormente, respetto a la inespetifitidad de la iri 
terattion de las radiationes de alta energia a nivel molecular, y sobre 
todo dada la absoluta especificidad de la action de las radiationes U.V. 
respetto de determinadas estrutturas moletulares, de entre las que los - 
atidos nutlêitos poseen los mâximos toefitientes de absortion en el mun 
do vivo, apuntan al DNA tomo blanto trîtito del efetto de las radiationes. 
Queda pues perfectamente justifitada nuestra especial preotupation en - 
la interattion radiation U.V.-materia biologita por el estudio de esta - 
interattiôn al nivel del DNA (molêtula unita, dentro de su espetie, por- 
tadora del tontenido informativo para la vida y reproduction de la têlu­
la), ya que su alteration puede provotar protesos irréversibles, en ota­
siones létales, y es por tanto responsable del grado de amplifitatiôn o_b 
servada en la interattiôn radiatiôn-materia biologita en general.
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I.3.- Evoluciôn prebiôtita y radiation U.V^

1.3,1.- Atmosfera primitiva y fuentes de energia para la evolution prebio- 
tita

Urey (1956) ha determinado la composition al equilibrio de meztlas 
de hidrôgeno, tarbono, anhidrido tarbônito, metano, nitrogeno, amoniato y - 
oxigeno a partir de las propiedades termodinâmitas de estos tompuestos. Supo_ 
niendo constante la velotidad a la que el hidrôgeno esoapaba de la tierra - 
Miller y Urey (1959) taltulan la presiôn del hidrôgeno en la tierra hate 4.500 
millones de anos. A partir de esta taltulan la del metano y tontluyen que ya 
que el amoniato se tonvierte rapidamente en nitrôgeno por la attiôn de tual­
quier fuente energêtita, la atmosfera primitiva de la tierra era reduttora y 
estaba tompuesta por pequenas tantidades de hidrôgeno, amoniato y agua ademas 
de una moderada presiôn de metano.

El oxigeno en la atmôsfera actual de la tierra parete procéder prin.
tipalmente de dos tipos de fuentes: la de fotooxidatiôn del agua en las tapas
altas de la atmôsfera por la luz U.V. de longitud de onda torta y a partir -
de la fotosintesis de las plantas.

La fotosintesis, sin embargo, debiô tomenzar tuando ya la tapa de - 
ozono, desarrollada en las tapas altas de la atmôsfera, fue lo sufitiente pa 
ra protéger relativamente a la tierra de.la luz U.V. emitida por el sol. Pero 
se evitaba la posterior sintesis fotoquimita de tompuestos orgânitos en el en 
torno primitive. Los seres heterotrofos queprosperaban en los materiales orga 
nicos produtidos fotoquimicamente fueron reemplazados por los auxotrofos tapa 
tes de fotosintetizar por si mismos las molêtulas organitas para su desarrollo. 
Solamente aquellos organismes tapates de incorporer molêtulas como las porfiri 
nas y hater uso de la energia de la luz de onda mas alta, lograron "sobrevivir" 
y evolutionar posteriormente. (Ponnamperuma C, 1971).

En las reattiones bioquimitas que tienen lugar en los organismes 
vivos contemporaneos, el tarbono ha de ser primero redutido antes de incorpo­
rasse a los aminoâtidos, purinas, pirimidinas, etc. Este es ademas un hetho - 
universal en la biosfera (Fruton and Simmonds, 1961). La mayor parte de los or̂  
ganismos tienen tambiên metanismos para redutir el nitrôgeno antes de ser in- 
torporados a las molêtulas vivas. Estân tambiên dotados de metanismos para 
éliminar el nitrôgeno en forma de amoniato o urea. (Hutchinson, 1954). Todo -
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esto tal vez sea el resultado de la evoluciôn de rutas bioquimicas en la pri 
mitiva atmosfera reductora,

Hasta que las cêlulas no alcanzaron un estado altamente organizado 
y protegido, la presencia del oxigeno libre en la atmosfera no podria haber 
sido tolerado ya que por su accion los primeros precursores de la vida habrian 
sido oxidados y por tanto se habria impedido su évolution o intluso su exis- 
tentia. (Berkner and Marshall, 1965). Los deletereos efettos del oxigeno en 
los nutleos de las cêlulas tontemporâneas son tambiên inditativos de que fuesen 
las tonditiones anôxitas las que prevaletieran durante los primeros estados - 
de la evolution de las cêlulas (Stern, 1955). La existentia actualmente de - 
anaerobios obligados y la universalidad del titlo de glitolisis anaefobio sugie^ 
ren tambiên un ambiante reduttor en el despertar de la vida.

La energia incidente en la primitiva atmôsfera reduttora de la Tierra 
tapaz de initiar reattiones quîmitas pudo ser; luz procédante del sol, des- 
targas elêttritas, la radiatiôn ionizante del detaimiento radiattivo y el tâ  
lor procédante de los voltanes (Miller and Urey, 1959). La luz U.V. es ton - 
mutho la fuente energêtita mas intensa para la sîntesis de molêtulas mas com 
plejas a partir de molêtulas simples y la sîntesis posterior de molêtulas mas 
tomplejas aun a partir de estas. La alta intensidad de las radiationes U.V. 
en la radiatiôn solar que afettô a la Tierra, tondujo a la production de reac. 
tiones fotoquîmitas intluso a partir de produttos tuyos toefitientes de absor_ 
tiôn eran muy pequehos.

1.3.2.- La luz U.V. tomo fuente de energîa en la sîntesis de biomolêtulas en 
la atmôsfera primitiva.

Como ya hemos inditado los constituyentes mas probables en la Atmôs 
fera primitiva efan: hidrôgeno, metano, etano, amoniato, agua y posiblemente 
tambiên monôxido de tarbono y nitrôgeno. Se han realizado numerosas expe- 
rientias en intentes de reprodutir las tonditiones fîsitaê en las que se en- 
tontraban aquellas molêtulas ton el objeto de estudiar la sîntesis de molêcu 
las organitas y su evoluciôn en el seno de taies tonditiones. Asî ha sido po_ 
sible a partir de esas molêtulas y por irradiationes U.V. de corta longitud 
de onda produtir primeramente tianuros, aldehidos e hidrotarburos. Despuês - 
por posteriores irradiationes de estos tompuestos ton luz U.V. o radiatiôn - 
gamma se pudieron obtener purinas y deoxirribosa (Ponnamperuma, 1965). Tambiên 
ha podido sintetizarse estos tompuestos ademas de utatilo y titosina y una -
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variedad de azûcares a partir de molêtulas pretursoras sentillas por talefattion 
a moderadas temperaturas. (Oro, 1965; Santhez et al. 1966; Ferris et al. - 
1968). La timina ha sido sintetizada mas retientemente (Stephen - Sherwood 
et al. 1971), en posibles tonditiones prebiotitas, tomo resultado de la mje 
tilation del uratilo. En tonditiones prebiotitas la adepina se sintetiza mas 
fatilmente y en mayores tantidades que tualquiera de las otras bases. Si - 
tenemos en tuenta que de Çodas las bases de los atidos nutleitos, la adenf 
na es la de mayor energia résonante y que ademas es la mas radiorresisten­
te, ademas de las anteriores tonsiderationes de la sîntesis prebiôtita no 
nos extraha la universal distribution y los importantes papeles que los d£ 
rivados de adenina tienen en el mundo vivo. (ATP, tAMP)(Ponnamperuma et al 1963)

La formation de nutleosidos y nutleotidos en posibles tonditiones 
prebiotitas ha sido tambiên estudiada ton êxito en los ultimos anos. Asî 
por irradiation U.V. de bases sobre todo de adenina y ribosa atida se pro­
duce aienosina y esta en presentia de etil metafosfato rinde AMP, ADP y ATP 
(Sagan, 1965; Ponnamperuma, 1965). La formation de nutleotidos a partir de 
nutleosidos tambiên se ha conseguido mediante temperaturas moderadas en pre_ 
sentia de mitrotris taies de silitato o apatita attuando tomo una tatalisis 
primitiva, (Neuman et al. 1970). Mas retientemente se han obtenido en posi­
bles tonditiones prebiotitas nutleotidos de titosina y oligonutleotidos (T^ 
piere and Magyvary, 1971), nutleotidos de timina (Bishop et al. 1972) asî 
tomo glutosa^l-6ydifosfato. Sin embargo, la fosforilation de los nutleosidos 
ton vistas a la posterior polimerizatiôn permanete aun sin dilutidar aunque 
sobre ella inciden numerosos estudios. (Rabinowitz et al. 1971; Shwartz and 
Ponnamperuma, 1971) .

A partir de mononutleotidos^la polimerization a oligonutleotidos 
y polinucleotidos puede llevarse a cabo por varios posibles agentes prebio- 
titos taies tomo la irradiation U.V. (Ibahez et al. 1971)^ por interattion - 
de apilamiento entre bases (BuggS et al. 1961) o bien a partir de moldes g^ 
nuinos tomo el atido polititidilico o poliuridilito (Schneider - Bernloehr 
et al. 1968) (Sulston et al. 1969). La asotiation posterior de cadenas pol_i 
nutleotiditas complementarias puede haber tondutido a la formation de largas 
cadenas dobles (Calvin, 1969). Cualquiera de estas cadenas podrîa de nuevo 
servir de molde para la organization de dos nuevas cadenas dobles.

Por lo que respecta a los precursores de las proteinas baste detir



que por medio de la luz U.V. de 254, como fuente de energîa, y sulfuro de 
hidrôgeno o formaldehido como donadores de electrones,Steinman et al (1968) 
•y Sagan and Kare (197l) han obtenido con gran eficiencia la fotoproducciôn 
de aminoâcidos. Ademas y en los ya clâsicos experimentos de descargas elec 
tricas (Miller, 1955) se han sintetizado aminoâcidos, destaquemos sin embargo 
que, bajo estas condiciones no se ha sintetizado ningun compuesto que abso_r 
ba luz U.V. similares a las bases heterocîclicas. Tambiên parece que el ca- 
lor ha podido jugar un papel muy importante en la condensation del gliterol 
ton tetramero de tianuro de hidrôgeno para formar un dipeptido (Chang et 
al. 1973) o peptidos mâs tomplejos (Fox, 1964). La sîntesis de polipeptidos 
que tontienen aspârtito, serina, glutâmito, glitotola y alanina de un peso 
molecular de 2000 ha sido realizada por Ponnamperuma et al. (1969), en expê  
rimentos de descargas elettritas. En estos experimentos los aminoâtidos apŝ  
reten generalmente y en/su mayororîa en forma condensada, solamente tras la 
hidrolisis del peptido se entuentran aminoâtidos libres, algunos de los tu^ 
les han sido identifitados tomo los que existen en las proteinas naturales 
de los seres vivos attuales junto a otros que no han sido identifitados aun. 
P. Banda and Ponnamperuma en 1971 utilizando una meztla de 16 aminoâtidos y 
sus formas adeniladas y tras polimerizatiôn en presentia de alcali obtuvie- 
ron polimeros que pueden ser separados electroforêticamente en un numéro de 
bandas tuya tompositiôn media no responde a la composition media de la mez­
tla initial lo que es indicative de la distinta . reattividad de los aminoâtd^ 
dos o de su diferente fatilidad para la formatiôn de formas adeniladas.

A partir de alanil - adenilato, Katchaisky y su grupo han sintet^ 
zado polialanina en montmorillonita. El papel de estos cristaies tomo mol­
de para la polimerizatiôn de nutleôtidos esta fuertemente apoyado por el - 
hetho de que en estas experiencias ton taolîn se obtiene siempre nonameros 
o cadenas mâs largas aun (Paecht - Horowitz et al. 1970). Por ultimo sim­
ples molêtulas orgânitas tomo las poliaminas o los derivados de las gliti- 
nas pueden haber tontribuîdo de manera importante a la estabilizatiôn de - 
los nutleôtidos en el molde y la formatiôn catalîtica de las uniones inter 
nutleotiditas, tomo se ha observado en la sîntesis de poli-A a partir de - 
adenosina tîtlita 2'- 3"- fosfato unida organizadamente tomo una tertera - 
helite en dos cadenas de poli-U (Renz et al. 1971) .
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I.4.- Los procesos de reparation de la information genêtica. Su evoluciôn

Hasta ahora la paradoja enuntiada anteriormente al hablar de la inte_r 
attiôn del fenômeno vital ton las radiationes U.V., ha quedado disipada sôlo 
en parte. En efetto, hemos visto tomo ha sido pretisamente la existentia de - 
este tipo de radiationes las que hitieron posible la aparitiôn de las biomolê^ 
tulas, que constituyen ahora el punto de partida de la evoluciôn biolôgita. - 
Pero, y aquî aparete de nuevo la paradoja, esas molêtulas son atidos nutlêitos 
y proteinas, molê.tulas que sufren preferentemente los efettos de las radiatio 
nes U.V.. Estas tonsiderationes siguen teniendo validez intluso despuês de la 
aparitiôn de las primeras cêlulas organizadas y a lo largo de todo el proteso 
evolutivo.

Sin embargo, podemos afirmar hoy, que la tapatidad de retuperarse en 
mayor o menor proportion de las alterationes indutidas en su DNA por un ambien 
te agrèsivo, del que las radiationes U.V. han sido el agente mâs importante - 
evolutivamente, es una caracteristica intrînseta de todo sistema biolôgito. - 
Sea tuai sea el agente de la agresiôn y dependiendo sôlo del tipo de altera­
tion sufrida, se ponen en attiôn metanismos enzimâtitos tuya attuatiôn trata 
fundamentaimente de preserver la integridad de su informatiôn genêtita materia^ 
lizada en las setuentias del DNA.

Especlalmente durante esta ultima dêtada, se ha logrado un tuerpo de 
evidentia respetto al tarâtter potentialmente reversible de las etapas initia 
les de todos los protesos de alteratiôn del DNA. Hoy estâ completamente supe- 
rada la visiôn que la Radiobiologîa clâsita tenîa de las cêlulas tomo meros - 
blantos pasivos del impatto de las radiationes. Ahora tenemos que tontemplarlas 
como sistemas tapates, dentro de tiertos limites, de superar ton êxito el reto 
que comporta la alteratiôn derivada de la agresiôn del medio ambiente.

De hetho y por debajo de tasas de agresiôn létales, la reparation de 
las alterationes conduce ton tierta probabilidad a alterationes en la replica 
tiôn y por tanto en la transtriptiôn de la informatiôn genêtita, que no tiene 
que tradutirse netesariamente en la imposibilidad partial o total de una fun- 
tiôn, sino que puede aumentar su funtionalismo de alguna manera. Es detir, que 
puede dar lugar a la aparitiôn de una nueva caracteristica en la têlula que - 
salvo nuevas agresiones que la reviertan, da lugar a una cepa ton caratterîs- 
titas propias.

De aquî que el tonotimiento de los protesos biolôgitos por los tuales 
la têlula es tapaz de reparar, al menos para tiertas dosis, las lesiones câ i 
sadas en su DNA tubra una doble vertiente; la del proteso en sî de reparation 
de lesiones que perturben su invarianza, y la del metanismo por el tuai se -
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elude el efecto letal de una tasa de agresion para convertirlo en un mecanis 
mo de variation cualitativa del tontenido informativo, en definitive en un m^ 
tanismo de evolution. El desplazamiento en una u otra vertiente, en funtion - 
de las tonditiones ambientales a lo largo de la historié de la vida sobre la 
Tierra, ha tondutido el proteso evolutivo hasta nuestros dîas.

I.4.I.- Reparation de los âtidos nutleitos primitivos. Selection de los mâs 
aptos. Metanismos no enzimâtitos

Como veremos al reviser las lesiones tausadas por las radiationes U.V. 
en los âtidos nutleitos, los oligonutleotidos y polinucleotidos de tadena sim 
pie son muy susceptibles a la luz U.V.. La remotion de las lesiones, es detir, 
la elimination de los dimeros o de los hidratos por tualquier metanismo que - 
hubiese implitado la rotura de la tadena, habria tondutido tambiên a la inte­
rruption de la tontinuidad del molde y por tanto, a la perdida de la informa­
tion. Sin embargo, los dimeros pueden ser eliminados sin la interruption de la 
tadena por medio de un metanismo en todo semejante al que los produjo, la mon^ 
merizatiôn fotoindutida por luz U.V. aunque mâs energêtita (240nm) que la que 
los treo. Por supuesto que este tipo de radiation estuvo présente en las tondf 
tiones primitives y que solo tuando la tapa de ozono fue suficientemente protect 
tora dejaron de llegar apretiablemente. A pesar de ello este sistema de eliming 
cion de dimeros de pirimidina es efitaz hasta un nivel en el tuai la elimination 
de los dimeros se iguala ton la formation de êstos, pues la radiation U.V. a 240nm
tambiên es tapaz de fotoindutir la formation de dimeros aunque sea con menor efi
tatia que la de longitudes de onda superiores. (Setlow and Setlow, 1962).

Los hidratos, sin embargo, son eliminados ton muy baja efitatia por este 
sistema fotoindutido. El hidrato de Uratilo es un tompuesto muy astable que no 
se revierte ton fatilidad. Por tanto esta tirtunstantia habrâ presionado en el 
sentido de selettionar a la timina en lugar del Uratilo como componente del so 
porte informativo. (Lesk, 1969).

Por metanismos fotoindutidos, pero a travês de un intermediario que - 
attua tomo donador de electrones, es posible tambiên la elimination de los d_i 
meros sin privar a la molêtula de su tontinuidad. Asî, los derivados del indol 
como el triptofano y la serotonina (5-hidroxitriptamina) son tapates de inter; 
talarse entre las bases de los âtidos nutleitos y monomerizar los dimeros tuan 
do se les irradia con luz de 300nm (Helene and Charlier, 1971). Tambiên se ha 
observado la monomerization partial de algunos dîmeros de pirimidina, esential 
mente C C tuando se irradia DNA en presentia de proflavina entre 245 y 280nm
(Setlow and Setlow, 1965.),
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Estas molêtulas como la proflavina han podido jugar tambiên en f^ 
vor de la superviventia de los âtidos nutlêitos ante el ataque inespetîfi 
to de las radiationes ionizantes o U.V. de alta energîa que aunque prima- 
riamente fuesen absorbidas por las bases puritas o pirimidînitas, su enejr 
gîa puede haber migrado a travês de la tadena nutleotîdita hasta ser atr^ 
pada por estos agentes intercalantes (Sutherland and Shutherland, 1969; 
Gregori et al, 1970).

En conclusion, la evolution de los âtidos nutleitos y su supervi­
ventia en la etapa abiogênita ha estado tonditionada por la presion selec 
tiva de la radiation U.V.. La selection de los âtidos nutleitos mâs aptos 
se ha basado esentialmente en sus propiedades quîmitas: absortion de luz 
U.V. de 240 nm y tapatidad para asotiarse ton otras molêtulas (radiopro- 
tettores) o ton otros âtidos nutlêitos o moldes. Por tanto todas estas - 
propiedades se puede detir que constituyeron lo que podrîamos llamar el - 
fenotipo estructural de los primitivos âtidos nutlêitos. (Mills et. al. - 
1973).

Tras la etapa de evolution abiogênita, los siguientes datos de que 
disponemos estân todos tomados de las cêlulas que existen actualmente. - 
Nada podemos detir aterta de los metanismos de reparation de las primeras 
formas replitativas individuales, que aparetieron en la evolution, que no 
sea por extrapolation de lo que tonotemos actualmente. Sin embargo, se - 
ha podido comprobar la existentia de un metanismo de reparation de lesiones 
U.V. no enzimâtito y fotoindutido por luz de longitudes de onda que no - 
son directamente absorbidas por el DNA (Jagger and Stafford, 1965; Jagger 
et al. 1970). Asî tanto en Estafilototcs tomo en Estreptomices ha podido - 
evidentiarse este tipo de reparation fotoindutida por luz entre 310 y - - 
360 nm independiente de la temperatura que conduce, por liberation de dî­
meros a altos valores de superviventia tras irradiation U.V. de estas - 
batterias. Similares resultados se han obtenido en la interpretation del - 
espectro de action de Neurospora (Ikenaya, et al. 1970). Se ha pretendido 
adjuditar a estos metanismos gran importantia en el problema de la inter­
relation de âtidos nutlêitos ton otras molêtulas, durante la genesis del - 
material genêtito, asî como en la reparation de los âtidos nutleitos, en - 
las primeras etapas evolutivas. La elucidation de estos sistemas de repara 
cion fotoindutida quizâs ayuden a entender estos problèmes.
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1.4.2. - Fotorreactivacion o el acoplamiento de una actividad enzimatica a 
una fuente energetica electromagnêtica.

Los polinucleotidos de cadena simple que se dieron en las condici^ 
nes fuertemente reductoras de la atmosfera primitiva fueron probablemente 
polidesoxirribonucleotidos. Estos polinucleotidos pudieron constituir las 
primeras unidades autorreplicativas. Para su protection independiente de - 
las radiationes U.V. se desarrollo un metanismo de reparation altamente - 
efitaz, la fotorreactivation enzimatica.

La fotorreactivation enzimatica es un sistema de reparation 
espetîfito de dîmeros de pirimidina que no requiere una fuente de energîa 
quîmita tompleja y que es tapaz de eliminar eficientemente tanto "in vivo" 
tomo "in vitro" los dîmeros formados en DNAs de tadena simple o tadena do­
ble. Tambiên se ha demostrado su attividad en polîmeros sintêtitos.

La enzima fotorreactivamente es tapaz de unirse al DNA inde- 
pendientemente de la presentia de la luz. Este tomplejo es extremadamente 
astable e independiente de la temperatura (Harm, 1968). La enzima se activa 
por la presentia de luz de longitud de onda superior a 300 nm monomerizan- 
dose los dîmeros, tras lo que se libera la enzima del tomplèjo formado ton 
el DNA, CWulffand Rupert, 1962). El grupo tromôforo de la enzima no ha sido 
identifitado aun a pesar de haberse conseguido preparationes altamente puri 
fitadas de la enzima (Minato and Werbin, 1971). La difitultad principal es- 
triba en tonseguir grandes tantidades de esta enzima altamente purifitada, 
pues por ejemplo el numéro de molêtulas por têlula estimado en E.toli es - 
tan solo de 20 (Harm, 1969). Los mutantes que han sido obtenidos a partir - 
de esta tepa tan solo poseen 5 vetes mâs enzima (Harm, 1969). Sin embargo, 
se ha conseguido aumentar hasta 2.000 vetes la tantidad de enzima en E.toli 
utilizando un especial fago lambda transductor (Sutherland, 1973 a y b).

Es importante resehar que en los ültimos anos, en el estudio 
del metanismo de action de la enzima fotorreactivante se ha logrado définir 
exactamente el substrato espetîfito mînimo, (Setlow and Bollum 1968, Williams 
et al. 1971). Asî es netesario un oligodesoxitimidilato ton 9 residuos de - 
timina entre los que existe 1 dîmero de T T para la union efettiva de la 
enzima.

La distribution filogenêtita de la attividad fotorreactivante apoya 
la idea de su aparitiôn en los primeros momentos de la evolution tomo un si^
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tema de réparation de DNA. Esta attividad ha sido entontrada en la mayor 
parte de los grupos de organismes estudiados desde algas verde-azuladas, 
levaduraS; protozoos, tejidos de metazoos, plantas e intluso ultimamente 
en mamiferos,

El RNA viral (fuera del virus) tras irradiationes ton luz U.V. - 
puede ser fotorreattivado eficientemente (Werbin et al. 1968) (Hidalgo 
Salvatierra and Mtlaren, 1969). La presentia de metanismos fotorreparati- 
vos enzimâtitos en plantas estâ tambiên destrito (Murphy and Gordon, - - 
1971— a y b) aunque la naturaleza de las lesiones y el metanismo de re­
paration no se tonote ton la misma tlaridad que en el taso de la fotorrepa^ 
ration del DNA, en batterias.

1.4.3.- Union de roturas simples. Selection de cadenas dobles.

Una estruttura de doble tadena permanente de DNA no es netesaria - 
para la replication o para la transcription, pero la tomplementariedad de - 
las dos cadenas ofrete la posibilidad de la reparation de las roturas sim­
ples sin perdida de la information y la posibilidad de utilizer la informa­
tion de la tadena opuesta para la reparation de roturas simples seguidas de 
degradation partial de un trozo de una de las cadenas. Es detir, que la re- 
dundantia de una estruttura permanente de DNA de doble tadena debe haber te 
nido una enorme importantia selettiva en tuanto a la conservation de la in­
formation genêtita ya que de hetho las roturas simples constituyen una de - 
las lesiones mâs tomunes produtidas, tanto "in vivo" como "in vitro" y no - 
sôlo por las radiationes ionizantes sino por una variédad de agentes.

Dos tipos de ligasas han sido purifitadas de diverses organismes; 
las que como en el taso de la aislada a partir de E.toli netesita de la for̂  
matiôn previa de un tomplèjo entre la Ligasa y el NAD (nitotinamido-adenin- 
dinutleotido) para formar Ligasa —AMP o la que tomo en el taso de atom- 
pleja ton ATP (Ademina trifosfato) para dar lugar a Ligasa - AMP. En tual^ 
quier taso, es este tomplèjo el que se une al 5’ fosfato de la rotura simple 
de DNA para despuês produtir la uniôn del fosfato al 3' OH de la ribosa del 
nutleotido anterior en la rotura. Para el funtionamiento de la uniôn ultima 
es estrictamente netesario, no sôlamente que la rotura sea en 3' OH y 5'P - 
tomo hemos inditado, sino tambiên que no faite ningun nutleotido entre estos 
dos terminales. (Geller, 1971; Jacobs et al. 1972; Weiss and Richardson, 
1967).
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La importantia biologita de la DNA-Ligasa ha quedado demostrada 
en todos los tasos no solo tomo enzima responsable de la reparation de rô  
turas simples o de la ultima etapa de la reparation por estision y resîn- 
tesis de lesiones U.V,, sino que tambiên es netesaria para llevar a cabo 
la replication del DNA en E.toli (Sugino and Okazaki, 1972; Geller and - 
Bullotk, 1970) asî tomo para el tretimiento y recombination en el Fago T 4 
(Geller and Bullotk, 1970; Anraku and Lehrman, 1969). De hetho no se han 
logrado aislar mutantes viables que no posean en absoluto attividad DNA- 
ligasita,

1.4.4.- Reparation por estision y resîntesis

Solo una fraction de las posibles lesiones, esentialmente dîmeros 
de pirimidina y roturas simples, se pueden reparar eficientemente por foto_ 
reactivation enzimatica o por union de roturas simples por la action diret 
ta de la DNA-Ligasa. El resto de las posibles lesiones, tomo la destruction 
de las bases heterotîtlicas, de los azutares, roturas simples que no tumplen 
las estrictas tonditiones de actuation de la DNA-ligasa (roturas en 3' OH - 
5 ’-P) etc., dîmeros de pirimidina, uniones truzadas intra e intertadena, - 
uniones truzadas con proteinas, etc. pueden en printipio ser reparadas median 
te una elimination fîsita efitaz del segmento dahado. Naturalmente tal meta_ 
nismo requiere la presentia de todo un tomplèjo sistema enzimâtito pues supo 
ne el retonotimiento de la lesion, su elimination fîsita en una extension - 
mâs o menos grande, la reconstruction del segmento_ de la cadena de DNA degra 
dada y el restabletimiento de su perfetta tontinuidad tovalente.

La evidentia experimental de la primera de las etapas del proteso 
y en el taso de la reparation de los dîmeros de pirimidina, se consiguio al 
verifitar que eran eliminados "in vivo" desde el DNA (donde se habîan orig_i 
nado por irradiation ton luz U.V.) al titoplasma junto ton cierto numéro de 
nutleotidos durante el proteso post-irradiatorio. (Setlow and Carrier, 1964; 
Boyte and Howard-Flanders, 1964; Swenson and Setlow, 1966; Setlow et al. - 
1963). La segunda parte del proteso, es detir, la etapa de resîntesis fue - 
conseguida por Pettijohn and Hanawalt (1965) y ha retibido despuês amplia - 
confirmation (Pauling and Hanawalt, 1965; Hanawalt and Hayes, 1965; Reiter 
and Strauss, 1965). Pero quizâs la evidentia mâs importante la constituye - 
el que los mutantes déficientes en DNA-Polimerasa presentan una exaltada 
sensibilidad frente a la luz U.V. (de Lutia and Cairns, 1969; Gross et al. 
1971; Kelly et al. 1969).
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La evidencia experimental de que este mécanisme sea capaz tambiên 
de reparar otro tipo de lesiones ademas de los dîmeros de pirimidina se o_b 
tuvo al comparar la supervivencia frente a diferentes mutagenos quîmicos - 
de las estirpes salvajes y de los mutantes u.v.r. (1) de E.coli (Howard - 
Flanders, 1968).

La comprension detallada de este sofisticado mecanismo de repara- 
cion esta siendo en la actualidad obtenida a travês de las numerosas expê  
riencias "in vitro" llevadas a cabo gracias al aislamiento previo de las 
enzimas supuestamente implicadas. Asî fueron aisladas las enzimas de reco_ 
nocimiento de los dîmeros de pirimidina en bacterias y fagos primeramente 
(Setlow, et al. 1969; Kaplan et al. 1969; Kushner et al. 1969; Oshikama and 
Sekigushi, 1970; Friedberg and King, 1971; Ohshikama and Sekigushi, 1972). 
En los ultimos anos se ha podido aislar U.V. — Endonucleasa a partir de — 
otros organismes entre ellos de celulas de mamîferos. (Reagan et al. 1968. 
Painter, 1970; Edenberg and Hanawalt, 1972).

Los estudios "in vitro" con DNA - Polimerasa han demostrado sus - 
multiples actividades enzimâticas (Kelly et al. 1969, 1970). Las evidencias 
obtenidas de los mutantes PolA (1) indican claramente la implicacion de - 
esta enzima en la replicacion reparadora del mecanismo de escision-resîn- 
tesis (de Lucîa and Cairns,1969; Gross and Gross, 1969). Parece prudente, 
sin embargo, no confundir la polimerizacion que tiene lugar durante la r^ 
plicacion normal del cromosoma con la resintesis reparadora ya que ademas 
de los mutantes PolA que son déficientes en resintesis reparadora y no en 
replicacion normal, existen otros cuya resintesis reparadora sucede a ve- 
locidades normales estando, por el contrario, lentificada la replicacion 
normal en un factor 50 a 100 (Hanawalt et al. 1968; Fangman and Russel, - 
1971). En este sentido se ha sugerido que en ausencia de DNA-Polimerasa I 
funciona otro sistema de replicacion reparadora controlada por el produc- 
to del gen recA (1) en E.coli (Gross et al. 1971; Cooper and Hanawalt 1972; 
Gefter et al. 1971).

La ultima etapa del proceso se realiza mediante la enzima DNA - Lî  
gasa que ha sido aislada de muy diferentes origenes; su presencia es estri^c 
tamente necesaria para la culminacion de la reparacion como lo demuestra - 
el hecho de que los mutantes déficientes en dicha enzima presentan una gran 
sensibilidad a las radiaciones U.V. (Pauling and Hamm, 1968; Gellert and 
Bullock, 1970; Dean and Pauling, 1970).

(1) Ver Apëndice I.
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Podemos decir que la distribucion filogenêtica de este tipo de re 
paracion es total, asî ademas de en bacterias ha sido identificada en leva 
duras mediante el aislamiento de mutantes defectives (Unrau et al. 1971; - 
Fabre and Moustacchi, 1972). Tambiên en celulas humanas (Reagan et al. 1968. 
Painter, 1970; Edenberg and Hanawalt, 1972) y se ha demostrado su ausencia 
en fibroblastos epidërmicos de enfermes afectados con el Xeroderma -pigment^ 
so; concretamente se ha demostrado la imposibilidad de realizar la etapa - 
inicial de la escision (Cleaver, 1970) a pesar de que las celulas aparente^ 
mente contienen U.V.-Endonucleasa (Bacchetti et al. 1972).

1.4.5.- La recombinacion genëtica como un proceso de reparacion

Podemos decir que en todos los organismes vivos en los que se ha - 
estudiado, se ha podido comprobar que las radiaciones en general, asî como 
muchos réactivés quîmicos, aumentan la frecuencia de recombinacion genëti­
ca. (Jacob and Wollman 1955; Roman and Jacob, 1858; Sharp and Freiferder,
19 70; Lawrence 1970; Manney and Mortimer, 1964; Wood and Kafer, 1969; Shan 
field and Kafer, 1971; Jansen, 1970; Holliday, 1971; Proust, 1967; Prudhom 
meau and Proust, 1969; Garcîa Bellido, 1972; Kofman-Alfare and Chandley - 
1971).

En cuanto a la luz U.V. en concrete, parece claro que son las lesio 
nes primaries del DNA, es decir los dîmeros de pirimidina, la causa directa 
del aumento de la frecuencia de recombinacion genëtica; constituyendose ellos 
mismos en zonas promotoras de recombinacion. En efecto, asî ha sido demostr^ 
do elegantemente por Gordons and Radman (1970) al comprobar que los cambios 
genëticos inducidos en el fago Lambda con radiaciones U.V. son mas frecuen- 
tes en los segmentes ricos en AT que en los segmentes rices en GC.

La recombinacion genëtica puede ser entonces un mecanismo de repa­
racion por segregacion de las zonas lesionadas. Existen numerosas eviden­
cias expérimentales que asî parecen confirmarlo; de un lado tenemos los dh 
versos fenomenos de reactivacion genëtica tras irradiacion U.V. como: la - 
reactivacion por multiplicidad (Luria 1947), la reactivacion por profagos 
(Jacob and Wollman, 1955); Blanco and Devoret, 1973) y la reactivacion cru 
zada (Luria 1952) . De otra parte se han aislado mutantes radiosensibles d_e 
ficientes en recombinacion en hongos y levaduras (Jansen 1970; Fortuin 1971).

Es interesante hacer notar que la reparacion dependiente de la re­
combinacion no se identifica exactamente con la recombinacion misma. En -
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efecto Rup y sus colaboradores (Rup and Howard—Flanders, 1968; Rup et al.
1971) han establecido convincentemente que la reparacion dependiente de - 
recombinacion es desde luego postreplicativa; que las nuevas cadenas re- 
plicadas a partir de DNA lesionado con radiacion U.V. contienen énormes - 
huecos opuestos a cada dîmero de pirimidina de la cadena original y que - 
estos huecos pueden ser despuês reparados en el metabolismo postreplicati 
vo del DNA por polimerizacion o por cambios entre las copias de DNA hijas 
o ambas cosas simultâneamente. En definitiva la presencia de los huecos - 
favorecen los intercambios moleculares entre las nuevas cadenas del DNA.

1.4.6.- Evolucion de los procesos de reparacion: distribucion filogenêtica. 
Tamano del DNA reparable. Coordinacion entre la reparacion y la replicacion.

El orden que hemos seguido a lo largo de la exposicion de los dife­
rentes mecanismos de reparacion postulaba ya una secuencia evolutiva de su 
aparicion en la biosfera; primero la reparacion por absorcion de la luz U.V. 
de longitud de onda corta, despuês la fotorreactivacion. Tras estos procesos 
fotoquîmicos la reparacion enzimâtica por escision resintesis, la recombina^ 
cion genëtica y un mecanismo aun no conocido al grado de los anteriores, la 
reparacion postreplicativa. En suma, podemos decir que existen evidencias - 
suficientes para sustentar la idea de que en los primeros estados de la - - 
evolucion prebiotica, la luz U.V. de longitud de onda alrededor de 240 nm - 
jugo un importante papel en la reversion fotoquîmica de los dîmeros de pir^ 
midina de los âcidos nucleicos primitives; la posterior proteccion de la - 
tierra, por la capa de ozono formada por las capas altas de la atmosfera, a 
las radiaciones U.V. especialmente a las mas energëticas, convirtiô en inop_e 
rante este sistema de reparacion. Aunque concomitantemente con esto se redu 
jo considerablemente la dosis de radiacion absorbida por las incipiences es 
tructuras vitales. La fotorreactivacion enzimâtica con luz visible es un - 
sistema que, como hemos visto, esta distribuîdo filogenêticamente de mane- 
ra amplia y podemos arriesgarnos a decir, incluso que totalmente en el mun- 
do vivo. Supone ademas una situacion intermedia entre los mecanismos pura- 
mente fotoquîmicos y los puramente enzimâticos, al acoplar a un mecanismo - 
enzimâtico una fuente energëtica electromagnêtica. Sin embargo su accion es 
completamente especîfica de un determinado fotoproducto y no es por tanto - 
capaz de reparar otras lesiones en el DNA. Por ultimo, los mecanismos de re 
paracion enzimâtica por escision, resîntesis y postreplicativos, no solamen



te estan distribuidos en la naturaleza sino que ademas son capaces de rep^ 
rar una variedad de lesiones mucho mas amplia. Su grado de complejidad es 
al tiempo mucho mayor, requieren la presencia activa de una serie de enzi­
mas ademas de las especificas de reconocimiento de las lesiones. Su efica- 
cia, como veremos mas adelante, esta condicionada por un complej îsimo con­
trol en la coordinacion de todas ellas al actuar conjuntamente y con los - 
procesos de replicacion,

Ademas de las anteriores consideraciones filogenëticas y mecanîs- 
ticas (grado de complejidad enzimâtica y requerimientos energeticos) es nê  
césario destacar, por lo sugerente, las consideraciones que vamos a hacer 
acerca de la naturaleza y tamano mînimo del DNA susceptible de reparacion 
con los diferentes sistemas estudiados.

La reversion de dîmeros de pirimidina mediante el sistema puramen 
te fotoquîmico, es decir, por absorcion de la luz U.V. de longitud de onda 
alrededor de 240 nm puede reparar como mînimo incluso un unico dîmero, es 
decir, un dinucleotido (Setlow and Setlow, 1962).La fotorreactivacion enzima 
tica por su parte requiere como hemos visto, un mînimo de 9 nucleotidos. - 
(Setlow and Bollum, 1968; Williams et al. 1971) aunque sin embargo no es - 
especîfico de DNA de doble cadena, es decir, que es igualmente activo en - 
âcidos nucleicos de cadena simple tanto naturales como sinteticos. El mec^ 
nismo de reparacion enzimâtica por escision-resîntesis requiere DNA de'.do­
ble cadena y altamente polimerizado, pues como hemos visto desde la libera,
cion del orden de 10 nucleotidos por cada dîmero reparado, cuando actua la
U.V.-Exonucleasa, se pasa hasta algunas decenas de ellos (20 a 50 nucleot^i 
dos) cuando en el proceso actua la actividad exonucleasica de la DNA-Poli- 
merasa (Billen et al. 1967, Ley and Setlow, 1972).

Los huecos producidos en la reparacion postreplicativa en DNA irra 
diado con luz U.V. puede ser aproximadamente de 1000 nucleotidos de longitud 
(Rup and Howard - Flanders, 1968; Lehman, 1972; Buhl et al. 1972). Por ûl 
timo el tamano de la region de solapamiento hîbrido formado durante la recom 
binacion genetica es tambiên aproximadamente 1000 pares de bases. La diferejn 
cia con la reparacion postreplicativa es que necesita de la presencia de dos 
moleculas de DNA y la de esta ultima y el mecanismo de escision resîntesis -
con el de fotorreactivacion enzimâtica es que necesitan de la existencia de
DNA de doble cadena, para que los huecos producidos no conduzcan a la dis- 
continuidad total de la cadena.
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Tras lo expuesto parece que los diferentes mecanismos de reparacion 
que evolutivamente han ido apareciendo han sido consecuencias logicas en or­
den a acoplarse eficientemente a las condiciones ambientales utilizando las 
fuentes energëticas disponibles.

Aparentemente no existe redundancia mecanistica ni operativa en los 
sistemas estudiados salvo en los casos de la reparacion por escision resint^e 
sis y de reparacion postreplicativa; pues ambos utilizan un mecanismo enzima 
tico de liberacion de dîmeros en el que hay un reconocimiento de la lesion - 
en un momento dado para posteriormente, y tras la produccion de un hueco mas 
o menos grande, la reparacion polimerizante de dicho hueco, iPorquë ambos - 
sistemas de reparacion coexisten en las celulas de una manera universal?. Si 
ambos sistemas de reparacion son independientes, iComo no se ha seleccionado
el mas eficiente? îEs que es necesaria la presencia de ambos sistemas para -
una reparacion eficiente?,

Efectivamente los hechos expérimentales han confirmado no solo esta 
ultima hipotesis, sino que tambiên han ofrecido la vision de un complejo me­
canismo de coordinacion entre la replicacion y ambos mecanismos de reparacion 
Cualquiera que sea la verdadera estructura y el mecanismo detallado del pun­
to de replicacion, hemos de suponer la necesidad de la continuidad fîsica de 
las cadenas simples de DNA que se estan replicando. Es decir, que la pre­
sencia de roturas simples o de huecos en cualquiera de las cadenas del DNA -
podria conducir a una replicacion abortiva y en definitiva a la produccion -
de un suceso que podrîa ser létal. Por tanto, los requerimientos estructura- 
les exigidos por la replicacion obligan necesariamente o a la reparacion 
por escision resîntesis de las lesiones U.V. incluîda la recuperacion de la 
continuidad covalente de las cadenas antes del punto de replicacion o no co- 
menzar a excindir dîmeros proximamente al punto de replicacion. En este ulti 
mo caso en la replicacion se forman huecos en las nuevas cadenas frente a los 
dîmeros de pirimidina de las cadenas originales y se reparan despuês en un - 
proceso de reparacion postreplicativo. (Rup and Howard - Flanders, 1968). Si 
esto fuese asî, serîa logico esperar que la eficiencia de la reparacion del 
mecanismo de escision-resîntesis aumentase si retrasamos la replicacion del 
DNA y descendiese la eficiencia del mecanismo de reparacion postreplicativo 
ya que requiere la replicacion previa del DNA. Osea, en general, cualquier - 
tratamiento que afecte o retrase la sîntesis de DNA deberâ afectar a la coor 
dinacion entre ambos mecanismos de reparacion. Estas predicciones se han corn 
probado positivamente mediante experimentos genëticos (Radman et al. 1970, -
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Radman and Herrera, 1970).
Se ha podido medir en E.coli como la presencia de unicamente dos 

dîmeros por genoma son suficientes para producir un efecto letal con celu
las que no poseen ninguno de los dos tipos de mecanismos de reparacion. Y
que son necesarios del orden de 20 a 50 dîmeros por genoma para producir
efectos letales cuando opera unicamente la escision o la reparacion depen
diente del gen recA respectivamente. Pero son necesarios mas de 3.000 dî­
meros para matar celulas que poseen ambos mecanismos de reparacion funci_o 
nales. (Howard-Flanders et al. 1968). Osea, que la mayor eficiencia, cuan 
do existen coordinadamente ambos mecanismos, no es simplemente la mera ad^ 
cion de los efectos considerados independientes. Las interpretaciones te^ 
ricas de los datos expérimentales (Formili et al. 1971) sugiere que esta 
cooperatividad surge de la coordinacion con la replicacion del DNA.

L.5.- Los procesos de reparacion como mecanismos de variacion de la informa- 
cion genetica. Coordinacion entre la reparacion recombinacion y replicacion. 
Teorîa del "S.O.S. repair"

Los procesos de variabilidad de la informacion genetica son todos - 
aquellos que en definitiva conducen a la produccion de mutaciones. Es en e^ 
te sentido en el que vamos a tratar de estudiar ahora a los mecanismos de - 
reparacion,

Como ya hemos visto, la radiacion U.V. fue probablemente el factor 
ambiental mas importante en la inducciôn de variaciones en las cadenas poli 
nucleôtidicas, antes de que fuera eliminado en gran medida, por la capa de 
ozono. Aûn asî la luz U.V. ha continuado siendo un factor importante en la 
production de variaciones como lo demuestra el hecho de la amplia distrib_u 
cion de los mecanismos de reparacion y la diversidad de sus mecanismos de 
accion en todos los organismes vivos.

A lo largo de los ultimos 15 anos, ha sido posible con el desarrollo 
de la Biologîa y Genëtica moleculares, identificar los diferentes mecanismos 
que pueden estar implicados en los procesos de mutagenesis espontânea, ya - 
que se cuenta con numerosas evidencias de que la replicacion de DNA, al menos 
en bacterias y fagos, es un elemento decisive en la determination de la tasa 
de mutation espontânea. Por otra parte podemos afirmar que al menos en E.coli 
la mutagenesis inducida, depende de la funcion del gen recA. Pero esto no - 
quiere decir necesariamente que las mutaciones dependan de la recombinacion
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genëtica. Ya hemos indicado como Rup et al. (1971) han demostrado que - 
tras la irradiacion U.V. se producen frecuentemente cambios entre las - 
cadenas que se estan sintetizando, pero que ello no implicaba que la rê  
combination genëtica fuese el principal mecanismo de la reparacion de - 
los huecos de las cadenas del DNA. , sino que el g en recA estaba implic_a 
do en dos mecanismos de reparacion: el primero se trata de un proceso de 
llenado de huecos, mientras que el segundo es un mecanismo de reparacion 
por recombinacion de las cromatidas que se han sintetizado.

Lo que es importante subrayar es que en las cëlulas lesionadas - 
genêticamente, los mecanismos de supervivencia, es decir, de mutagenesis, 
reparacion, recombination y replicacion son inseparables. Una cëlula con 
suficientes lesiones potencialmente letales (inducidas por radiaciones o 
por tratamientos quîmicos) puede o no sobrevivir. Sobreviviendo puede o - 
no, ademas, haber introducido cambios en el contenido de su informacion - 
genëtica. El resultado final depende pues, tanto de la naturaleza y grado 
de las lesiones en su DNA como de los mecanismos de réparation de que dis_ 
ponga y tambiên en cierta medida de las condiciones ambientales en que se 
encuentra, ya que pueden conditioner la eficacia de estos mecanismos asî 
como su coordinacion con la replicacion.

Vamos a intenter, a continuation, dar una vision global acerca de 
las conclusiones actuales sobre la mutagenesis reparacion y replicacion - 
de acuerdo con las hipotesis ultimamente expuestas, en el marco de la teo_ 
rîa del "S.O.S. repair" (Radman, 1975; Witkin, 1975; Dondney, 1975; Devoret 
et al. 1975).

Supongamos al DNA danado, como un disparador de senales que inducen 
coordinadamente un conjunto de funciones encaminadas a lograr la superviven 
cia de la cëlula dahada. Algunas de estas funciones son extraordinariamente 
eficaces y de muy baja probabilidad de error, otras pueden inducir errores, 
aunque con baja frecuencia, al tratar de eliminar las lesiones y por ultimo 
algunas, las menos, estan sujetas a una gran probabilidad de error. Ver Fig. 
I.l.

Supongamos un dîmero de pirimidina producido por radiaciones U.V. 
en una cëlula de E.coli. Si esta cëlula posee enzima fotorreactivante (es 
decir, es una estirpe salvaje) y se encuentra en presencia de luz de la lo_n 
gitud de onda apropiada reparara esa lesion eficazmente y con muy baja proba^ 
bilidad de error. Por tanto sin la produccion de ninguna mutation. La sehal 
"S 0 S" permanecera sin embargo si la cëlula no esta en presencia de luz. -
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Entonces si como decîamos estamos hablando del caso de una estirpe salvaje, 
es decir, u.v.rf (1), el mecanismo de escision liberara al DNA rapidamente 
de sus lesiones, aunque si existen algunas proximas al punto de replicacion 
estas se libraran de la escision. Algunos dîmeros, por tanto, pueden pasar sin 
ser escindidos al menos par una replicacion. Naturalmente que en estirpes ce_ 
lulares u.v.r.,(l) déficientes en escision, ninguno de los dîmeros produci­
dos en el DNA sera escindido y por tanto todos ellos pasaran el punto de re_ 
plicacion. Pero volvamos de nuevo a la favorable situacion de la escision - 
total de los dîmeros. En las estirpes salvajes los pequenos huecos produci­
dos en la escision se reparan eficazmente, en el mecanismo de escision-resîn 
tesis, por la accion de la DNA-Polimerasa I altamente especîfica que no prô  
duce errores en la replicacion de estos huecos tomando como molde la informa^ 
cion contenida en la cadena opuesta. El panorama se compléta felizmente con 
el concurso de la DNA—Ligasa. Todo esto sucede tambiên en las estirpes recA 
y en las lex (1). (Algunas evidencias sugieren la posibilidad de que estos 
huecos sean a veces reparados mediante un mecanismo de reparacion por esci­
sion con ciertas probabilidades de error y que dependa del fenotipo recA*^ 
lex^(l). Sin embargo, hay que aclarar que la frecuencia de mutacion induci­
da por estos huecos es muy baja). En concrete podemos decir que en ambos - 
casos, estirpes salvajes y recA lex, la reparacion por escision-resîntesis 
es altamente eficaz y que utilize el concurso de la DNA-Polimerasa I. - - 
(Kanner and Hanawalt, 1970; Boyle et al. 1970; Cooper and Hanawalt, 1972).

Supongamos ahora que algunos dîmeros han llegado al punto de repli^ 
cacion, bien porque han escapado de la escision en las estirpes u.v.r."*” 6 - 
porque estamos en presencia de una estirpe u.v.r. . Durante la replicacion 
de las cadenas se forman enormes huecos en frente de los dîmeros, que nece­
sitan ser reparados a continuacion para lograr la supervivencia de la celu- 
la. Existe tambiên la posibilidad de que algunos dîmeros no sean reconocidos 
durante la replicacion, en estos casos la replicacion continua progresando - 
pero se produciran irremediablemente errores, pues la DNA-Polimerasa corres 
pondiente no sabe con seguridad que tiene que copiar ante la presencia de - 
los dîmeros como moldes. Esta replicacion tras un dîmero de pirimidina suce 
de en celulas con genotipo recA*^ lex"*" ya que como hemos visto las mutaciones 
inducidas por la luz U.V. no aparecen en las estirpes recA o lex (Witkin, 1969)

No esta claro, sin embargo, que esta replicacion semiconservativa - 
con probabilidad de error ait a, que puede suceder cuando un dîmero ha. logr^a 
do pasar el punto de replicacion, pueda ser efectuada por cualquiera de las

O) Ver apëndice I
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très DNA-Polimerasas conocidas en E.coli, al menos en sus formas constituti 
vas sin modificar (ya que las cëlulas recA y lex (1) no son diferentes en - 
ninguna de estas actividades). Por tanto este tipo de actividad polimerizan 
te, capaz de actuar en presencia de dîmeros, podrîa depender de una polime­
rasa inducible y que se sintetizase en respuesta a la interrupcion de la re_ 
plicacion, o tambiên, simplemente tras la modification de alguna de las très 
polimerasas conocidas mediante un factor, este sî inducible, que en defini­
tiva relajase los estrictos requerimientos de molde de estas polimerasas. - 
(Esta hipotesis esta dentro del marco general de la teorîa que estamos espo^ 
niendo como veremos al final de la discusion).

Ya que el numéro aproximado de huecos producidos en las cadenas - 
hijas es aproximadamente igual al numéro de dîmeros en la cadena molde, - 
(Rupp and Howard-Flanders, 1968) solo una pequeha fraction de ellos produ- 
cirâ este anomalo tipo de replicacion, que sin embargo da una probabilidad 
de error del 100%, Es decir, que siempre que se de este proceso se produ— 
ciran mutaciones.

Volvamos de nuevo a los huecos formados en las nuevas cadenas por 
esa mayor parte de los dîmeros de pirimidina no escindidos tanto proceden 
tes de las estirpes u.v.r."*" como de las u.v.r.". Dos tipos de reparacion - 
postreplicativa pueden operar a continuacion: Sîntesis postreplicativa de 
los huecos y reparacion postreplicativa por recombination.

Las estirpes recA son incapaces de realizar ninguna de ambas fun­
ciones, pues el producto del gen recA esta implicado en ambas. (Smith and 
Meum, 1970). Por tanto, en estas estirpes se acaba la posibilidad de répa­
ration aquî, ya sean u.v.r."*" 6 u.v.r.". S in embargo, en las estirpes lex - 
que tampoco son capaces de realizar la sîntesis reparadora postreplicativa, 
sî son capaces de realizar la reparacion por recombinacion postreplicativa. 
(Young and Smith, 1973) con tal eficacia que llegan a ser tan résistantes 
como las estirpes u.v.r."*". Se trata por tanto, de un mecanismo de répara­
tion por recombinacion postreplicativo libre de error, que puede darse - 
tambiên cuando las dosis son muy bajas en estirpes recA"*" lex^.

En general, sin embargo, sabemos que la reparacion postreplicativa 
por cualquiera de los dos mëtodos en las estirpes recA"*" lex"*" produce muta 
clones. Es decir, que son vîas de reparacion con posibilidad de error que 
actuan conjuntamente o competitivamente con la reparacion por recombinacion 
postreplicativa llevada a cabo por las estirpes lex.
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La reparacion postreplicativa de los huecos producidos enfrente de 
los dîmeros de pirimidina, pueden realizarse mediante el mecanismo de sînte^ 
sis merced a la presencia de una DNA-Polimerasa sin un requerimiento estric_ 
to de molde, y que naturalmente producirâ errores en el llenado de los hue­
cos. Por otra parte, la recombinacion reparadora de estos huecos puede ser 
algo mas eficaz (de hecho esta libre de error en las estirpes lex y en las 
mismas recA^ lex"*" a bajas dosis) pero siempre inducir a a algun error. En - 
realidad la distincion entre ambos tipos de vîas reparadoras desaparece si 
pensamos que la sîntesis reparadora se lleva a cabo en conjuncion con la re 
combination.

En definitiva las cuatro posibilidades de producir mutaciones por 
errores en la reparacion, es decir posibilidad de error, aunque con poca - 
frecuencia, en la reparacion de los huecos producidos en la escision de los 
dîmeros en las estirpes u.v.r."*”. Reparacion postreplicativa de los huecos - 
opuestos a los dîmeros de pirimidina vîa sîntesis reparadora (alta probabi­
lidad de error) o vîa recombinacion reparadora (alta probabilidad de error 
en recA**” lex”*”, libre de error en lex) y por ultimo reparacion por replica­
cion semiconservativa tras el paso de un dîmero no escindido (alta probabi­
lidad de error) estan identificando una ünica funcion responsable del exito 
total de la reparacion; se trata de una actividad polimerâsica sin los es­
trictos requerimientos de molde de las polimerasas normales de E.coli (DNA- 
Polimerasa I, II, III).

Tal actividad postulada es capaz de copiar la cadena de DNA molde 
aunque tenga dîmeros, pero induciendo siempre la presencia de bases erroneas 
enfrente de los dîmeros y quizâs alrededor de ellos o en otras zonas del fra^ 
men to reparado. Esta actividad polimerâsica serîa pues la respuesta al nant_e 
nimiento de la senal de "S.O.S" del DNA lesionado e irîa a inducir allî don- 
de los mecanismos primaries de reparacion mas eficaces (reparacion por esci­
sion-resîntesis prerreplicativa) no hubiesen logrado un exito total. La indu_c 
cion de esta enzima esta condicionada como hemos visto, por diverses factores 
geneticos pero es requiriente siempre el genotipo recA”*” lex"*” y responsable - 
siempre de la mutagenesis producida por la radiacion U.V.

La ausencia de evidencias bioquîmicas de la existencia de tal DNA- 
polimerasa con probabilidades de error en extractos de E.coli puede ser deb_i 
da a su naturaleza inducible y solo podrîa ser encontrada, por tanto, en ex­
tractos de cëlulas que han sido lesionadas previamente con radiaciones U.V. 
y a las que les ha sido permitido despuês la sîntesis de proteînas.
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1.6.— El problema del aumento de la informacion genëtica y la radiosensibi- 
lidad. Importancia de los mecanismos de reparacion.

Los estudios de radiosensibilidad en diferentes organismes de la e^ 
cala evolutiva, han venido siempre a poner en evidencia la transcendental - 
importancia que los mecanismos de reparacion de radiolesiones han tenido an 
tre la vulnerabilidad que représenta el almacenamiento e incremento de la - 
information genëtica.

Hasta que punto son importantes estos mecanismos, que desde los pr_i 
meros intentos de correlation entre radiosensibilidad y tamano del bianco - 
crîtico (contenido en DNA) (Lea 1946; Epstein 1953; Puk 1959; Terzi 1961 y 
1965), fue necesario subdividir en diverses clases radiosensibles indepen­
dientes a los diferentes organismos, quedando agrupados segün niveles es- - 
tructurales. (Kaplan and Mosses, 1964; Sparrow et al. 1963 y 1967; Kaufman 
and Miller, 1970). Y he aquî que aunque dentro de cada clase radiosensible 
los individuos con mas DNA, son mas radiosensibles, entre las diferentes - 
clases se observa un menor blanco crîtico para clases cuyo contenido en DNA 
es mayor. Todo ello viene a indicar que la presencia de niveles estructura- 
les mas altos evolutivamente y por tanto, mayor numéro de diferentes mecani^ 
mos de réparation actuando coordinadamente, aportan a la cëlula capacidades 
de resistencia muy superiores a las que le corresponde segun su contenido - 
en DNA.

Quizâs la evidencia experimental mâs fuerte de la tremenda dependejn 
cia de la radiosensibilidad con los mecanismos de reparacion sea el que cual 
quiera de estas correlaciones, asî como las obtenidas con organismos de di- 
ferente composition en GC dentro de una misma clase radiosensible y tanto - 
frente a radiaciones gamma como U.V. (Haynes, 1962; Kaplan and Zabarine, - 
1962; Phil and Sauner, 1966; Underbrink and Sparrow, 1968; Sâez and Dâvila 
1974) no se cumplen para individuos mutantes en cualquiera de los genes es- 
tructurales de los mecanismos de reparacion. De hecho, mutantes de este tipo 
de una misma especie con un mismo % GC, poseen una radiosensibilidad varios 
ordenes de magnitud superior a la de las estirpes salvajes, (Haynes, 1964; 
Moseley and Schein, 1964).

Por supuesto que las diferencias estructurales y de niveles de orga 
nizacion han influîdo tambiên en la mayor radiorresistencia de clases con - 
mayor volumen de blanco crîtico, pero no olvidemos que algunos niveles de -
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organization lo que vienen a aportar de hecho son situaciones en las que 
se aumenta la eficacia de los mecanismos de reparacion. Asî, la aparicion 
de los procesos de parasexualidad en bacterias, asî como la aparicion de 
la sexualidad y de la fase diploide en organismos superiores vino a poten
ciar los procesos de reparacion por recombinacion genetica y segregacion
de mutaciones, ademas de que tanto la aparicion de celulas diploides como 
la aparicion de genomas eucarioticos subdivididos en diferentes cromosomas, 
la aparicion de la membrana nuclear y la redundancia genetica, ha venido 
a contribuir positivamente con su capacidad tampon frente a la agresion - 
de las radiaciones, y la posibilidad de la actuation simultanea de varios 
puntos de replicacion, a una mejor coordinacion de los mecanismos de rep^ 
ration con los de replicacion y transcription del DNA.

En efecto, la existencia de los complejos entre el DNA y las his-
tonas y otras proteînas en los cromosomas de los organismos eucarioticos, 
constituyen de por sî una proteccion eficaz contra el ataque de las radi^a 
clones, bien directamente, o indirectamente al estabilizar al DNA. De ma­
nera que no es aventurado pensar en la posibilidad de que la probabilidad 
de roturas dobles en el DNA y por tanto de discontinuidad total en el men 
saje genetico en funcion de la densidad de roturas simples (producidas d^ 
rectamente por efecto del ataque de los radicales libres radioinducidos 6 
las formadas como consecuencia de la actuation de las enzimas de repara­
tion por escision-resîntesis, o de los huecos formados para la posterior 
reparacion postreplicativa) sea menor que en el caso del genoma de celulas 
procarioticas que carecen de esa estructura cromosomica.

De cualquier manera y en orden a estimar los efectos de la organi 
zacion del material genetico en la resistencia celular a las radiolesiones 
en el DNA, se deberâ comparar por ejemplo, la situacion de celulas de E.cjo 
li y de levaduras, ambas totalmente déficientes en cualquiera de los sis­
temas de reparacion. Si a pesar de que las celulas de levadura tienen cu^ 
tro veces mâs genoma que las de E.coli, continuan siendo mâs radiorresis- 
tentes a las radiaciones U.V. , hemos de suponer que el DNA "silencioso" - 
(no funcional) ha contribuîdo a la resistencia. Si estos mutantes de leva 
duras fuesen mâs radiosensibles que los de E.coli, entonces habrîa que iri 
clinarse a pensar que la mayor eficiencia de la reparacion en las estir­
pes salvajes de las levaduras es debida a una mejor coordinacion entre - 
los mecanismos pre y postreplicativos con la replicacion cuando existen - 
estructuras cromosomicas (Radman et al. 1970).
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I.7.- Efectos de las radiaciones U.V. en los âcidos Nucleicos.

La organizacion y jerarquizacion estructural y funcional de los 
seres vivos, ha desvelado la paradoja del grado de amplificacion causa- - 
efecto que se alcanza por la absorcion de discrètes cantidades de energia.
Si el DNA se présenta asî como blanco crîtico de la accion inespecîfica - 
de las radiaciones ionizantes, mucho mâs lo es cuando considérâmes a las - 
radiaciones U.V., pues estas son absorbidas preferentemente por los âcidos 
nucleicos. Las proteînas, biomoleculas que les siguen en coeficientes de - 
absorcion molar, ni dan lugar ellas mismas a fotoproductos con alto rendi- 
miento cuântico ni ocupan un papel transcendental en el funcionamiento de 
la celula. Existe sin embargo una situacion intermedia, en la que cobran - 
especial importancia, y es el caso de las reacciones fotoquîmicas entre 
âcidos nucleicos y proteînas que conducen a fotoproductos de adicion entre 
ambas macromoleculas y que en numerosas ocasiones producen letalidad en los 
seres vivos.

A pesar de que existen cuatro tipos de evidencias expérimentales - 
de la accion biologica de las radiaciones U.V. como son: el que la mutage- 
neicidad molecular al U.V. présente un espectro de accion congruente con - 
el espectro de absorcion U.V. de los âcidos nucleicos; el que la radiosen­
sibilidad celular al U.V. depende de su contenido en DNA y de su composicion 
en bases; el que la replicacion del DNA sea extremadamente sensible a las - 
radiaciones U.V.; y por ultimo, el que se produce una tremenda exaltacion - 
de la radiosensibilidad celular al U.V. por incorporacion de ciertos anâl_o 
gos de bases en el DNA, la demostracion de la transcendencia de los fotopro_ 
ductos de los âcidos Nucleicos en estos procesos no fue fâcil. Fundamental 
mente porque la tremenda amplificacion de la relation causa-efecto hace que 
concentraciones del orden de 10 ^ M de fotoproducto produzcan ya la muerte 
de un 90% de las celulas irradiadas. Si a esto unimos las diferencias exis_ 
tentes entre la fotoquîmica de las bases aisladas y de las bases formando 
parte de los âcidos nucleicos, e incluso de las dependencias conformaciona. 
les de la fotoquîmica de los âcidos nucleicos, se comprende que se haya - 
tenido que trabajar en sistemas modelos "in vitro" a dosis mucho mâs altas 
que las de signification biologica, a pesar de los problèmes que se preseii 
tan siempre despues al intenter extrapoler a condiciones "in vivo".

Ademâs se ha recurrido al marcage isotopico para aumentar los nive_ 
les de sensibilidad y al estudio de los estados excitados de los grupos cro 
moforos individualmente.
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For lo tanto en este apartado, y para la comprension del tema de 
trabajo que estamos desarrollando, estudiaremos la fotoquîmica de los âc^ 
dos nucleicos, dada su transcendencia y las reacciones fotoquîmicas entre 
âcidos nucleicos y proteînas, pero siempre haciendo hincapie en los foto­
productos formados en su rendimiento y en su signification biologica, mâs 
que en los mecanismos por los que tiene lugar su formation. No sin antes,
sin embargo, realizar algunas consideraciones mecanisticas que nos permi-
tan simplificar primero la fotoquîmica de los âcidos nucleicos y despues
la de las pirimidinas. La bibliografîa al respecto es exhaustive por lo - 
que en este apartado se han omitido las citas, a exception de las afirma- 
ciones que no estân contenidas en las revisiones que se han utilizado para 
la elaboration de este apartado y que son las siguientes: Smith, K,C. and 
Hanawalt, P.C. (1969), Setlow, R.B. (1968), Setlow, R.B. and Setlow J.K. 
(1972) y Fisher C.J. and Johns, H.E. (1976).

Principios simplificadores en la fotoquîmica de los âcidos nucleicos

El conocimiento al que se ha llegado acerca de los estados excit^a 
dos de los grupos cromoforos de los âcidos nucleicos y de los mecanismos - 
de transferencia de la energîa de escitacion electronica conducen ya a una 
serie de simplificaciones en la fotoquîmica de los âcidos nucleicos:

1° Las transiciones electronicas en los grupos cromoforos de los - 
âcidos nucleicos en la zona del ultravioleta proximo, se corresponden con 
transiciones pi —  ̂pi y n —  ̂pi de las bases puricas y pirimidinicas.

2° La absorcion de un foton de frecuencia proxima a la del grupo -
cromoforo se da en 10 a 10 segundos.

3° La desexcitacion puede ocurrir despuês fundamentalmente por uno 
de estos très procesos: A) Desexcitacion al estado fundamental por reemi-
sion de un foton de menor energîa que la inicialmente absorbida. B) Trans 
ferencia de la energîa de excitation electronica a otra molêcula del entor 
no que actua de extintor. C) Formation de una nueva entidad quîmica o fo­
toproducto con otra molêcula no excitada del entomo.

En las dos primeras vîas se récupéra el estado fundamental, no asî 
en la tercera. Los estudios de fluorescencia del DNA demuestran que la des 
excitation con émision de fluorescencia solo se producen en las pirimidi­
nas V no desde las ourinas. Ademâs la émision de fosforescencia solo se -
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produce desde la timina. En efecto solo se puede observer fosforescencia 
desde las purinas si se les hidroliza previamente del DNA. Numerosas evd 
dencias expérimentales demuestran que las purinas en los âcidos nucleicos 
se desexcitan segun la segunda via, es decir, transfiriendo la energîa - 
de excitation electronica a las pirimidinas. Esta migration de excitation 
electronica estâ comprobado que llega hasta de 5 a 10 bases consécutives.

En cuanto a la ultima via, la formation de fotoproducto con otra 
molecule, de nuevo se simplifica mucho la fotoquîmica de los âcidos nuclei^ 
cos pues las purinas, ni libres ni formando parte del DNA producen foto­
productos estables, formândolos sin embargo y con gran rendimiento cuant_i 
CO las pirimidinas.

De todo esto se desprende evidentemente que serân los fotoproduc­
tos de las pirimidinas los que justifiquen la accion biologica de las radia, 
ciones U.V.

Reacciones fotoquîmicas de las pirimidinas. Nuevas simplificacio -
nes.

Los fotoproductos se forman por reaction de la molecula en estado 
excitado con otra de su entomo en estado fundamental. La reaction depende 
por tanto de la concentration de las otras moleculas y del tiempo de vida 
medio del estado excitado.

Las pirimidinas presentan tres tipos de estados excitados:
•k1° Excitation por transition p i  > pi . Con un tiempo de vida me­

dio del estado excitado singlete menor que 10  ̂ segundos. La desexcitacion 
desde este estado excitado puede ocurrir por cualquiera de los mecanismos 
de desexcitacion,

k2® Excitation por transition n  ) pi . Con un tiempo de vida medio
 ̂ —4 —5del estado singlete inferior a del orden de 10 a 10 segundos.

3** Excitation a estado triplete, Poco probable en principle por la 
necesidad de inversion del espîn. Pero la distribucion real de los orbita 
les moleculares de las pirimidinas es tal que sus estados excitados single_ 
te y triplete no son demasiado diferentes en energîa y presentan una buena 
coincidencia en los niveles vibrationales, por lo que la inversion de spin 
produce con gran probabilidad un cruce entre sistemas singlete y triplete.
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La desexcitacion desde el estado triplete es ahora mucho mâs lenta. Preci 
samente por su marcada asimetria, cuando la transition se realiza por tran 
sicion n   ̂pi se produce con cierta probabilidad el acceso a triplete.

Si bien el estado singlete de menor energîa de las pirimidinas se
alcanza por la transition p i   ̂pi del doble enlace de los carbonos cin-
co y seis, el triplete de menor energîa de las pirimidinas se consigne mas 
fâcilmente en la timina. En efecto existen moleculas orgânicas que por su 
especial estructura molecular presentan alto rendimiento cuântico en el - 
cruce entre sistemas y algunas de ellas, como la acetofenona, presentan - 
un estado triplete ligeramente superior en energîa al de las pirimidinas, 
en concrete al de la timina por lo que pueden actuar de sensibilizadores, 
al absorber luz de frecuencia fuera de la banda de absorcion de los âcidos 
nucleicos y transferir la energîa de excitation electronica desde un esta, 
do triplete al de la timina.

En definitiva pues la fotoquîmica de los âcidos nucleicos queda - 
reducida a la fotoquîmica del estado excitado singlete mâs bajo de las p_i 
rimidinas, el de la transition pi — ) pi del doble enlace de los carbonos 
cinco y seis y del estado excitado triplete de la timina a donde convergen 
diverses mecanismos de excitation.

I.7.1.- Efectos directes en la ribosa desoxirribosa y purinas

Los carbohidratos representan el 41% en peso de los âcidos nuclei 
COS. De hecho este percentage les hace importantes a la hora de considérer 
los efectos de las radiaciones ionizantes, es decir, de un ataque inespec^ 
fico. Sin embargo son transparentes a las radiaciones U.V. por encima de - 
230 nm por lo que resultan intranscendentes a la hora de considérât los - 
efectos fotoquîmicos primarios de la radiacion U.V. sobre los âcidos nuclei^ 
COS. (Ver efectos indirectes)

El rendimiento cuântico del ataque fotoquîmico en la guanina 6 ad_e 
nina es del orden de 10 veces menor que en las pirimidinas. Incluso la ab­
sorcion U.V. por las purinas no produce cambio fotoquîmico en el anillo - 
con gran eficiencia, asî en los âcidos nucleicos parte de la energîa abso_r 
bida por las purinas se transfiere a las pirimidinas 6 al esqueleto azucar 
fosfato.
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I.7.2.- Efectos directos en las pirimidinas.

Productos de hidratacion de las pirimidinas

En 1954 Sinsheiner descubrio e identified la primera reaccion 
fotoquîmica, la hidratacion del uracilo. Cuando se irradian soluciones de - 
utacilo o citosina o sus derivados con luz U.V. pierden su banda de absor­
cion U.V., hecho que se revierte por calentamiento con alcali o acido. (Ver 
Fig.-1—2).

Se ha postulado que tanto la perdida de absorcion como su reversion 
es debido a la hidratacion del doble enlace entre los carbonos 5 y 6, A pe­
sar de que todos los isdmeros del hidrato de la timina se han podido prépa­
rât quîmicamente y de que son productos estables, no se ha logrado demostrar 
la existencia del hidrato de la timina cuando se la irradia con luz U.V.

Productos de hidratacion de los âcidos nucleicos

Cuando se irradian soluciones de DNA no se observa la desaparicion 
de ninguna banda de absorcion reversible por calot. Esto mismo se aprecia - 
cuando lo que se irradia son âcidos bicatenarios sinteticos como poli dC:dI 
o poli rC: rl. S in embargo, sî se encuentran evidencias de la formacion de 
hidratos en âcidos nucleicos monocatenarios sinteticos y en RNAs bicateria- 
nos. En este ultimo caso, la pirimidina hidratada pierde su capacidad para 
producir puentes de hidrogeno.

La formacion de hidratos conduce en ultimo extremo a efectos leta­
les o mutagenicos en los seres vivos:

Asî los hidratos pueden ser letales en sistemas cuyo material gene 
tico sea monocatenario, caso del RNA del virus del mosaico del tabaco. En al 
bacteriofago R^- RNA se ha podido medir que por cada acontecimiento letal se
produce una molecula de hidrato al irradiar con luz U.V. a 280 nm. la forma
cion de dîmeros de U U es prâcticamente nula

En sistemas cuyo material genetico es DNA bicatenario, durante la r^ 
plicacion y posihlemente durante la transcripcion del DNA existen cortas re- 
giones de cadena simple en donde la formacion de hidratos puede ser posible 
e importante produciendo o no mutaciones letales.

Los cambios de citosina a su hidrato o de uracilo a su hidrato codi^
fican como si fueran timina o citosina respectivamente:
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C ------- ) c* que codifica como si fuera T
U ------- > U* que codifica como si fuera C

Asî cuando se irradia âcido policitidîlico y se intenta "in vitro"
la formacion de su mRNA con RNA - Polimerasa se produce âcido riboguanîlico 
pero con adeninas en aumento. Este incremento en la incorporacion de adeni- 
nas disminuye y desaparece si tras la irradiacion se calienta o trata con - 
alcali el âcido policitidîlico.

De la misma forma cuando se utiliza "in vitro" poli - U como mRNA
se sintetiza polifenilalanina pero tras la irradiacion con luz U.V. de este

*mRNA se produce el cambio de triplete U U U en U U U en alguna proportion 
que codifica como si fuese U U C, es decir, serina y aparecen serinas en - 
aumento y fenilalanina en disminucion en la cadena de proteîna que se estâ 
sintetizando,

Productos de dimerizacion de las pirimidinas.

La timina en solution pierde su caracterîstica banda de absorcion
a 253 nm 10 veces menos que lo hace el nracilo cuando se les irradia con 
luz U.V.. Esta aparente insensibilidad desaparece cuando la irradiacion se 
hace sobre timina congelada. En estas condiciones la timina es muy fotosen 
sible perdiendo su caracterîstica banda de absorcion (0 = 0,2) pero no de­
bido a la hidratacion del doble enlace ------- ya que la fotorreaccion
no es reversible por calor o alcali. Sin embargo sî se revierte en su mayor 
parte por irradiacion con luz U.V. de longitud de onda mâs baja. (240 nm) .

Una nueva reaccion ocurre en este caso en la que estâ implicada la 
aparicion de un dîmero mediante la formacion de un anillo ciclobutano a par
tir de los dobles enlaces -------  de ambas timinas. Son posibles cuatro
isomeros de este tipo de dîmero. (Ver Fig.-1-2).

El papel del estado solido en el aumento del rendimiento cuântico 
de la reaccion no estâ muy claro, aunque se ha supuesto que las moleculas - 
de timina no estân distribuîdas uniformemente en la solution congelada, sino 
que al congelar quedan rodeadas de moleculas de agua fuertemente orientadas 
quedando atrapadas en situacion favorable para la dimerizacion.

Asî por varias tecnicas que incluyen la autorradiografîa se ha po­
dido comprobar como al congelar las moleculas de timina se reunen formando 
grupos cuyas caracterîsticas dependen de las condiciones de experimentation.



44

En estos grupos estaria favorecida la formacion de dîmeros al estar algunas 
posicionadas lo suficientemente cerca para que ambos enlaces puedan interajc 
cionar al absorber energîa de la luz U.V.

Todas las bases pirimidinicas pueden al ser irradiadas en solucio­
nes congeladas, dar lugar a fotodîmeros, pero la maxima eficiencia de dimer^
zacion por foton y por par de nucleotidos se obtiene con el dîmero de ^imina 
/\ /\T T. El dîmero de citosina C G tiende a desaminarse formando el dîmero de

/\uracilo U U lo mismo que el de citosina - timina C T para formar el de urac^ 
lo - timina, Por supuesto que tambiên se pueden formar directamente dîmeros 
de iO j 6 de o de U T. Por tanto son 6 los tipos de dîmeros de pirimidina 
que se pueden formar en experiencias de irradiacion de soluciones congeladas 
de pirimidinas o mezclas de ellas a pesar incluso de la competencia de la 
formacion de hidratos en el caso del uracilo o de la citosina.

Productos de dimerizacion de los âcidos nucleicos.

El posicionado interbases exigido para la dimerizacion in vitro de 
soluciones de pirimidina se dâ de modo natural en las cadenas de los âcidos 
nucleicos. De hecho la fotodimerizacion de las pirimidinas ocurre in vivo en 
los âcidos nucleicos de sistemas celulares, subcelulares y virâsicos al irra 
diar con luz U.V.

En las cadenas dobles de los âcidos nucleicos, en el DNA humedo - 
(forma< 3) en general, los dîmeros se forman entre bases adyacentes de la 
misma cadena. En la forma B o forma humeda las bases en el DNA estân apila- 
das unas sobre otras paralelamente y perpendicularmente al eje de la hélice. 
Sin embargo, cada base estâ rotada ligeramente (36®) sobre la siguiente. La 
dimerizacion causa una deformacion local al hacer coincidir perfectamente - 
los pianos de ambas bases vêrtice a vêrtice, lo que se traduce en la desapa_ 
ricion de los enlaces de hidrogeno correspondientes a las bases implicadas 
y sus complementarias.

La reaccion de dimerizacion en los âcidos nucleicos es tambiên re­
versible por irradiacion con luz U.V., llegândose a un equilibrio entre la 
formacion de dîmeros y su monomerizacion:

APi-Pi  PiPi

Las constantes de velocidad Cl y C2 dependen de la pirimidina de - 
que se trate, y de la longitud de onda a la que se irradie, pero en el valor
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final del equilibrio influyen ademâs la absorcion molar de las bases impl^ 
cadas y del dîmero, Asî aunque en el caso de la timina y a 254 nm Cl*0,01 
y C2=0,5 como la timina absorbe 400 veces mâs que el dîmero, en el equili­
brio la proporcion TT/T=8, En general y para cualquiera de las bases piri­
midinicas la dimerizacion alcanza un mâximo rendimiento a 280 nm y la mono^ 
merizacion estâ mâs favorecida a 240 nm. Asî nunca se puede obtener un 100% 
de los dîmeros posibles cuando se irradia DNA en la forma B a no ser en prje 
sencia de fotosensibilizadores. (Ver mâs adelante).

La forma A de DNA o DNA seco se dâ en la naturaleza en las esporas. 
En esta configuration, los pianos de las bases, aunque siguen siendo paral^ 
los estân rotados de forma que tienen entre ellos un ângulo de 70® con re^ 
pecto al eje de la helice. En esta configuration y tras fuertes irradiacio 
nes de las esporas se pueden conseguir hasta del orden de un 30% de las 
minas en forma de dîmeros, que sin embargo no se revierten a la forma mon^ 
mero por posterior irradiacion con luz U.V. de longitud de onda corta - - 
(240 nm). El rendimiento de dîmeros en estas circunstancias se puede acer- 
car mucho mâs al 100% de los posibles. Este especial tipo de dîmeros (SP) se 
ha obtenido tambiên por irradiation de soluciones congeladas a altas dosis. 
(Ver Fig.1-2).

La dimerizacion tambiên puede ocurrir entre cadenas diferentes; - 
este tipo de dimerizacion no ha sido observado en DNA humedo (B) y solo en 
DNA seco (A) o tras irradiacion exhaustiva de esperma de salmon. La forma­
tion de dîmeros intercadenas estâ tambiên favorecida en DNA desnaturado o 
parcialmente desnaturado, dependiendo su rendimiento del contenido en AT.
Se ha propuesto una conformation para este tipo de dîmeros. (Ver Fig-1-2.) 
que es extremadamente sensible al âcido, monomerizândose. Quizâ esta sea - 
la razon por la que no se han detectado en DNA irradiado pues normalmente 
se utiliza una hidrolisis âcida para su anâlisis.

Ademâs de la dimerizacion, la asociacion de la timina y de la cito
sina puede ocurrir por otra vîa: por apertura del doble enlace 5 --- 6 de
la ^imina y formacion de un puente entre el carbono 6 de la timina y la p^ 
sicion 4 de la citosina cuando son adyacentes en la misma cadena. La cito­
sina pierde entonces su grupo amino formando, por tanto, un enlace T - U. 
(Ver Fig-I-2 PO-T)

Este compuesto absorbe a 313 nm lo que explica por que el DNA -
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irradiado muestra un aumento de absorcion en esta zona del espectro. Este - 
compuesto puede ser relativamente abundante. Asî en Microccocus radiodurans 
représenta el 18% de los productos acido soluble de la timina.

Para que esta reaccion se produzca ambas bases deben estar una ce^ 
ca de la otra, aunque debido a la estructura terciaria de los âcidos nuclei 
cos pueden darse incluso a una distancia de 2 bases. Asî con un t-RNA E.coli 
que contiene una base particular el tiouracilo que absorbe especialmente a 
334 nm e irradiando a esta longitud de onda, se forma un enlace covalente - 
entre esta base y la citosina que estâ separada 5 nucleotidos pero suficien
temente proxima debido a la estructura terciaria de este RNA.

Existen numerosas evidencias de la implicacion directa de los dim^
ros de pirimidina como las lesiones de mayor importancia biologica en la m
teraccion entre la radiacion U.V..y los seres vivos.

Asî utilizando la reversibilidad que experimentan los dîmeros de - 
timina cuando se les irradia a 240 nm se ha podido demostrar que tras altas 
dosis de U.V. a 280 nm, aproximadamente el 50% de la inactivacion de la ca­
pacidad transformante del DNA en Hemofilus influence puede ser atribuîda a 
ellos.

”In vitro" la capacidad de DNA-desnaturado para actuar como molde 
para la sîntesis enzimâtica de DNA, desciende drâsticamente cuando se irra­
dia con luz U.V. a 280 nm al DNA. Esta capacidad se récupéra parcialmente -
por irradiacion posterior con luz U.V. a 240 nm.

La sîntesis de los âcidos nucleicos se interrumpe a nivel del dîme_
ro constituyendo asî una lesion letal. En el caso de que la celula no se
este dividiendo pero este metabolizando los dîmeros no se transcriben. De - 
esta forma la composicion en bases del mRNA se modifica incrementando la r^ 
lacion purinas/pirimidinas.

Las celulas bacterianas que han sido irradiadas con luz U.V. mues- 
tran un aumento de supervivencia si son posteriormente irradiadas con luz - 
visible. (Vease Apdo. 1-4—2). Este proceso se conoce como: Fotorreactiva­
cion y la enzima responsable de esta reparacion reconoce especîficamente dî 
meros de pirimidina de tipo ciclobutano.

Ciertas estirpes bacterianas son muy sensibles a la luz U.V. mien­
tras otras son muy résistantes. Todas las estirpes résistantes estudiadas - 
poseen la capacidad de escindir dîmeros de su DNA. Sin embargo las celulas
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sensibles son incapaces de llevar a cabo este tipo de reparacion que libera 
dîmeros del DNA.

Secciones eficaces y rendimientos cuânticos del proceso de dimerizacion

El estudio del proceso de dimerizacion de las pirimidinas en los âc_i 
dos nucleicos, en concrete en el DNA natural, ha presentado diverses problèmes 
tëcnicos derivados sobre todo de dos factores; la reversibilidad de la reac­
cion ya comentada, y las dificultades en la determinacion del numéro de dîmeros 
formados.

En efecto, si la determinacion de la concentracion de dîmeros por m_e 
dida de cambios de absorcion ha dado buenos resultados en sistemas modelo como 
TpT etc, es necesario tener en cuenta que debido al efecto hipocromico inheren 
te a la estructura bihelicoidal, el descenso en la absorcion del dîmero res­
pecto de la base se compensa e incluso se sobrepasa al tener en cuenta el efec^ 
to hipercromico de la desnaturacion local producida por la presencia de un d_î 
mero en el DNA. (Fisher and Johns 1976). Asî ha sido necesario recurrir al ma_r 
cado isotopico de las pirimidanas en DNAs naturales para aumentar la sensibili 
dad de los ya de por sî tediosos mëtodos cromatogrâficos de separacion y cuan 
tizacion de dîmeros de pirimidina.

En la Tabla I-l ne resumido los datos mas importantes de calcule de 
secciones eficaces de dimerizacion y monomerizacion asî como de rendimientos 
cuânticos que existen en la bibliografia al respecto para timina libre o posi 
cionada en situacion favorable a la dimerizacion (soluciones de timina congé 
ladas, TpT, poliT etc) asî como los pocos datos existantes en DNA. Como se - 
observa hasta 1977 no se ha realizado un estudio exaustivo de determinacion 
de secciones eficaces de formacion de dîmeros en DNA. A pesar incluso de este 
intento, y debido a que de nuevo se ha eludido la tediosidad de las determine 
ciones, el estudio résulta incompleto. En efecto Patrick en este trabajo ha - 
ajustado sus cinëticas de formacion de dîmeros a la pendiente inicial mâxima, 

circunstanciaque le impide calculer las secciones eficaces de monomerizacion en 
el proceso. (Al pie de la Tabla I-l se presentan algunos datos de la crîtica - 
que el mismo realiza de los valores asî obtenidos en el câlculo de las secciones 
eficaces y rendimientos cuânticos).
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La determinacion de las secciones eficaces y rendimientos cuânticos 
de monomerizacion y de formacion de dimeros y para los dimeros de TT y de CT 
en DNAs naturales y para varios longitudes de onda del espectro U.V., ha con^ 
tituido parte muy importante del trabajo de esta memoria. Por esc presentarê - 
aquî la exposition del modelo utilizado en la description del proceso de dinæ 
rizacion del DNA y que como veremos aunque posee tiertas simplificaciones no 
ha eludido el problema que supone la monomerizaciôn simultanea de los dimeros 
formados. Este modelo es semejante al propuesto por Johns.(Johns, H.E. 1969)

En un DNA bacteriano como los utilizados en este trabajo se puede su 
poner que se da una situation proxima al azar en cuanto a la secuencia prima^ 
ria de sus bases. Sobre todo en el DNA de E.coli en el que ademâs de poseer 
un numéro suficientemente de bases, del orden de 10^, el percentage de cada - 
una de las cuatro posible es aproximadamente del 25%. Pero ademâs y segün los 
resultados de anâlisis de secuencia por el metodo de anâlisis del vecino mas 
proximo, se ha podido comprobar como la frecuencia de las 16 combinaciones po_ 
sibles de las cuatro bases tomadas de dos en dos son tambien aproximadamente 
iguales y de cualquier forma conocidas para este DNA. En definitive la simpl_i 
ficacion introducida es la de considérât como si de la irradiation de dinucleo 
tidos de TT 6 de CT se tratase. (Aunque el modelo tendria la misma validez p^ 
ra el caso de los dîmeros de CC, sin embargo adelantaré aqui ya que, el marc^ 
je isotopico utilizado no nos permite determiner este tipo de dîmeros, que por 
otra parte se producen ton mucho menor rendimiento que los de CT y estos que 
los de TT).

Supongamos pues la reaction fotoquîmica que estamos estudiando como 
la de formacion de dîmeros (D) a partir de molecules precursoras (P). Como ya 
sabemos la reaction es reversible por la misma radiation U.V. , por tanto deno_ 
minaremos k a la section eficaz de formacion de dîmeros y r a la section ef^ 
caz de monomerizacion:

AP D
--------------

La variation del numéro de dîmeros en funcion de la fluencia fotonica o ener 
getica sera igual al numéro de dîmeros que se estan formando menos el numéro 
de dîmeros que se estan monomerizando. Es decir;

dD/dL = kP - rD (1)
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Donde L es la fluencia media. Si ahora denominamos Po al numéro initial de 
monomeros susceptibles de absorber un foton U.V. y transformarse fotoquimâ 
camente en dîmeros, podemos poner:

dD/dL = kP - rD = k(Po - D) -rD = kPo - (k+r)D 
Integrando:

D = kPo/Ck+r) (1 - e"(k (2)

Esta es pues la ecuacion que describe el proceso de formacion de
dîmeros.

En esta ecuacion el numéro de dîmeros a saturation, es decir, el 
numéro de dîmeros cuando se ha alcanzado el equilibrio entre la formacion 
y la monomerizacion se obtiene al calcular el valor de D para L infinite.
Es decir:

“saturacion ‘ °* ° kP°/(k + r) (3)
Podemos poner por tanto que:

D* - D = kPO/(k + r) e”^^
Tomando logaritmos:

ln(D* - D) = In kPO/(k + r) - (k + r)L (4)

Es decir, obtenemos la ecuacion de una recta en la que la ordenada en el orî  
gen (m) vale in kPo/(k + r) y la pendiente (n) es (k + r). El ajuste de los 
resultados expérimentales de cantidad de dîmeros a cada valor de L y para c^ 
da longitud de onda estudiada nos permitirâ obtener los valores de esta ord_e 
nada en el origen (m) y de esta pendiente (n) que nos permitiran conocer los
valores de k y de r, es decir, las secciones eficaces de formacion de dîme­
ros y de monomerizacion si conocemos la frecuencia dinucleotidica de las b_a 
ses que forman el dîmero considerado. Es decir:

m = In kPo/(k + r) (5)
n = (k + r) (6)

Sustituyendo

m = in (n - r)Po/n; e™ = (n - r)Po/n; ne™/Po = n - r
Es decir:

r = n(Po - e^)/Po (7)
k = n - r (8)

El câlculo de los rendimientos cuânticos de formacion de dîmeros y 
de monomerizacion a partir de las secciones eficaces asî calculadas résulta
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ya fâcil si se conocen las secciones eficaces de absorcion del DNA, lo que 
conocidos los coeficientes de absorcion molar a diferentes longitudes de o_n 
da résulta inmediato,

1.7.3.- Efectos indirectes fotosensibilizacion molecular

Production de dîmeros en presencia de acetona o acetofenona

Hasta ahora hemos hablado de las reacciones que tienen lugar como 
consecuencia de la absorcion directa de los fotones U.V. por las especies 
reaccionantes, Sin embargo, los dîmeros de timina se pueden formar tambien 
por irradiation a longitudes de onda que no son apenas absorbidas por la - 
timina siempre que se este en presencia de ciertas moleculas que sî absor- 
ben a esas longitudes de onda. Este proceso denominado de fotosensibiliza­
cion molecular requiere que el estado triplete de la especie absorbante - 
sea debilmente mas energetico que el de la timina. Tras la colision, la - 
energîa del triplete del fotosensibilizador se transfiere a la timina ori- 
ginando tiniina en estado triplete ton la subsecuente. posibilidad de form^ 
cion de dîmeros de timina.

Ejemplos de esta situation son: La formacion de dîmeros de timina 
por luz de longitud de onda superior a 300 nm cuando la timina se disuelve 
en acetona y la formacion de dîmeros de timina en DNA cuando la irradiation 
se realiza en presencia de acetofenona y a longitud de onda superior a 300nm. 
Esta clase de reacciones rinde grandes cantidades de dîmeros porque la reac_ 
cion de rotura del dîmero no ocurre.

En cuanto a la importancia biologica de este tipo de reacciones de 
dimerizacion por fotosensibilizacion molecular, diremos que algunas celulas 
se inactivan o sufren mutaciones bajo la action de la luz visible y que - - 
podrîa por tanto pensarse en mecanismos como el descrito para explicar taies 
efectos.

Production de roturas simples por sustitucion ton halogenoderivados

Mas indirecto que el efecto estudiado anteriormente es el que se 
produce como consecuencia de la irradiation ton luz U.V. de los âcidos nuclei 
cos con anâlogos halogenados,

Efectivamente, los 5-halogenoderivados del uracilo se pueden - -
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confundir estericamente por timina y consecuentemente incorporarse en el 
DNA en lugar de la timina. De igual forma si el fluoruracilo se combina - 
con la ribosa puede ser incorporado al RNA en lugar del uracilo.

Si en estas condiciones se produce la absorcion de un foton U.V. 
por estas nuevas bases se produce inicialmente la perdida del halogeno 
quedando un radical 5-uracilo. Este radical toma un hidrogeno de la posi­
tion 2 del azucar mas proximo, es decir, del siguiente nucleotido. Esta - 
migration del hidrogeno esta acompanada de la production de una rotura 
simple y posterior separation de la base del azucar que ha sido modifica- 
do.

Esta fotosensibilizacion por sustitucion hate que los virus que 
contienen RNA sean mas sensibles a la luz U.V. cuando parte de sus urâci- 
los han sido sustituidos por 5-fluoruracilo, de identica forma las batte­
ries son del orden de dos veces mas sensibles y las celulas de mamiferos 
cinco veces cuando han incorporado anâlogos halogenados de timina en su - 
DNA.

Este aumento de la sensibilidad "in vivo" estâ tambien aumentado 
por la menor eficiencia de reparation, por los mecanismos enzimâticos cono_ 
cidos, de este tipo de lesiones.

"In vitro" la irradiation de tales DNAs produce una degradation - 
de tamaho molecular y un aumento de la production de uniones cruzadas inte_r 
cadena.

Union fotoquîmica, âcidos nucleicos - proteinas

"In vivo" los âcidos nucleicos estân asociados a proteinas, por lo 
que en algun momento las bases pueden estar lo suficientemente cerca de los 
aminoacidos como para que se produzcan reacciones fotoquîmicas entre ambos 
monomeros.

Los mecanismos quîmicos por los que sucede este tipo de reaction - 
no son perfectamente conocidos por el momento. Sin embargo el aislamiento - 
del fotoproducto 5-S-cisteina-6-hidrouracilo a partir de una mezcla de ura­
cilo y cisteina irradiada nos proportions uno posible para este fenomeno.

En experiencias in vitro se ha producido ademâs de esta reaction - 
la de cisteina con: poli-rU, poli-rC, poli-dC, y poli-dT ademâs de ton RNA 
y DNA. Ha sido identificado como fotoproducto la 5-S-cisteina-6-hidrotimina 
asî como otros fotoproductos de la citosina. Al DNA se. le pueden unir tambien



55

fotoquîmicamente la tiroxina y la serina.

Al uracilo se le pueden unir fotoquîmicamente cisteina, lisina, 
tionina arginina, histidina, triptofano, fenilalanina y tiroxina. Los demâs 
aminoacidos no se unen en las condiciones hasta ahora estudiadas.

"In vivo" este tipo de uniones se ha encontrado en virus de bacte 
rias e incluso en celulas de mamiferos. Por ello es razonable pensar que la 
fotoquîmica real entre materia viva y luz U.V. no sea exclusivamente la del 
DNA o de las proteînas por separado, sino que esta interaction fotoquîmica 
entre DNA y proteînas juegue un papel importante en la inactivation de las 
celulas irradiadas ton luz U.V. bajo ciertas condiciones.

1.7.4.- Dependencia de las reacciones fotoquîmicas ton la conformation de los 
âcidos nucleicos.

Los fotoproductos inducidos por la radiation U.V. en los âcidos nu­
cleicos muestran una gran dependencia ton la conformation de estos. Esta d^ 
pendencia es muy importante por cuanto implica la posibilidad de formacion - 
de una gran variedad de fotoproductos y reacciones. Reacciones ton el agua, 
transferencia de energîa ton otros solutos, transferencias energeticas desde 
o a moleculas que se encuentran proximas o unidas a los âcidos nucleicos, 
ademâs de poder afectar en mayor o menor grado a la formacion de distintos - 
dîmeros de bases. En este ultimo caso, no solo la cantidad sino tambien el - 
tipo de ellos estâ condicionado por la conformation de los âcidos nucleicos 
durante la irradiation.

Un ejemplo simple de ello es la dependencia ton la conformation de 
la formacion de hidratos de residues de citosina en DNA por irradiation ton 
luz U.V.. En efecto, el rendimiento de taies fotoproductos en DNA nativo es 
aproximadamente un orden de magnitud menor que en DNA desnaturado. Otro ejem 
plo es la production de dîmeros que contienen alguna timina en DNA irradiado 
"in vitro" a diferentes temperatures. El rendimiento en DNA nativo es esencia^ 
mente independiente de la temperature y cae bruscamente ton la temperature de 
fusion. El rendimiento de los dîmeros en DNA desnaturado décrété invariable- 
mente ton la temperature. Por otra parte en DNA nativo la mayor parte de los 
dîmeros son de la forma cis-sin, mien tras que en DNA desnaturado una apreci^a 
ble parte de ellos son de la forma trans-sin. Este ultimo tipo de dîmero no 
es fotorreactivable por la enzima fotorreactivante.
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Los cambios en la reactividad fotoquîmica del DNA son profundame^ 
te dependientes de la humedad y consistantes con las diferentes reactivid^ 
des de las diferentes formas A, B y DNA-desorganizado. A humedades bajas - 
hay una réduction en el rendimiento de la production de dîmeros de pirimi- 
dina en tanto que aparece un nuevo fotoproducto que parece identico al fo­
toproducto formado en las esporas y que tampoco es fotorreactivable. El - 
cambio de fotorreactividad del DNA en funcion de la humedad tiene su anal^ 
gîa con la mutagenesis y muerte de levaduras a diferentes grados de hume­
dad. Esto quiere decir que "in vivo" y a bajos grados de humedad se produ­
ce una alteration fotoquîmica que no puede ser fotorreactivâda y que por - 
tanto no es un dîmero de pirimidina del tipo ciclobutano.

Dependencies cualitativamente seraejantes han sido observadas tanto 
en especies sensibles como resistentes a las radiaciones U.V. en levaduras, 
aunque los datos cuantitativos sugieren que la eficiencia de reparation en 
la oscuridad de los productos formados a bajo grado de humedad es menor - 
que la eficiencia de reparation de los dîmeros de pirimidina de tipo ciclo^ 
butano. Los cambios de sensibilidad entre bajos y altos grados de humedad, 
tienen lugar a valores que se corresponden con cambios de conformation del 
DNA como se comprueba por los cambios de absorcion en pelîculas delgadas - 
de DNA. Cuando E.coli se irradia en el vacîo, su sensibilidad aumenta un - 
orden de magnitud. Es de suponer que el resultado del vacîo sea semejante 
al de la baja humedad (humedad relative cero) ya que como en el caso de 1^ 
vaduras antes citado, las celulas de E.coli irradiadas en el vacîo no son 
fotorreactivables. Semejantes conclusiones a las de levaduras se han obte- 
nido en cuanto a la eficiencia de reparation en la obscuridad en E.coli 
irradiado en el vacîo.

La naturaleza de los fotoproductos responsables de la alta sensi­
bilidad no se conocen aun. Se especula con la idea de que pudieran ser fo­
toproductos del tipo de los encontrados en las esporas o uniones entre el 
DNA y las proteînas o uniones cruzadas en el DNA.. Sin embargo, es indica­
tive el hecho de que tanto las esporas como las celulas vegetativas de B. 
subtilis sean mucho mas sensibles cuando se irradian en el vacîo.

En el aire las reacciongs fotoquîmicas en el DNA de esporas y ce­
lulas son completamente diferentes. En las celulas vegetativas los fotopro_ 
ductos que son observables en mayor proportion son los dîmeros de pirimid_i 
na del tipo ciclobutano como los que se dan en el DNA en solution (forma B)
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mientras que en los hidrolizados en âcido de los DNAs procédantes de espo_ 
ras irradiadas no se presentan este tipo de dîmeros. Ademâs la resistencia de 
las esporas a las radiaciones U.V. en el aire hacen suponer que los fotopro^ 
ductos formados en ellas (5-timinil-5, 6 dihidrotimina = SP) son solo un - 
orden de magnitud menos eficientes en la production de efectos létales en 
las bacterias,

Por ultimo, la irradiation a temperaturas por debajo de 0“C tambien 
afecta a la formacion de fotoproductos en polinucleotidos. Tanto los dîmeros 
de tipo ciclobutano como los fotoproductos del tipo de las esporas se produ­
cen a bajas temperaturas aunque el rendimiento de los dîmeros del tipo ciclo_ 
butano décrété a medida que décrété la temperatura. La sensibilidad de los - 
sistemas bacterianos y virâsicos tambien aumenta al descender la temperatura, 
asî la mayor parte de los organismos son mas sensibles a -70°C. Los cambios 
en los fotoproductos responsables de este cambio de sensibilidad no se cono 
cen aunque se tiene una correlation aproximada a bajas temperaturas entre - 
uniones cruzadas DNA-Proteînas y muerte.

1.7.5.- Efectos producidos en la estructura secundaria por la presencia de 
los dîmeros.

Hasta ahora hemos hablado exclusivamente de los efectos primarios, 
es decir, de los fotoproductos formados en los âcidos nucleicos por la radia 
cion U.V.. Los dîmeros de pirimidina de tipo ciclobutano evidentemente tie­
nen que afectar a la estructura macromolecular del DNA, en efecto, pensemos 
que la formacion de un dîmero lleva consigo la desaparicion de los 35° de - 
giro de una molecula de pirimidina respecto de la otra. iComo afecta es to a 
las propiedades macromoleculares del DNA?. Es decir a las propiedades opti­
cas, hidrodinâmicas, de estabilidad a la temperatura etc...

Diverses trabajos han pretendido responder a estas cuestiones aun­
que los resultados han sido ciertamente contradictories. Asî por irradiacion 
de soluciones acuosas de DNA a 254 nm varios autores han coincidido en encon 
trar un descenso de la viscosidad de la solucion (Moroson and Alexander, 1960) 
y en el radio giro de las moleculas (Moroson and Alexander, 1961, 1960) e in 
terpretan estas variaciones como una mayor flexibilidad del DNA como conse­
cuencia de los dîmeros porque afirman que no sucede ningun descenso del peso 
molecular de la preparacion a no ser a muy altas dosis. Zieremberg et al. e_n 
cuentran estos mismos resultados de variation de viscosidad y radio de giro
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pero al evaluar el numéro de roturas simples y dobles de la preparacion lo 
interpretan como un descenso del peso molecular no encontrando por ello ese 
cambio de flexibilidad. Bagchi et al. (1960) han descrito sin embargo este 
efecto encontrando incluso un aumento previo del coeficiente de sedimenta- 
cion a dosis bajas para observer despues un descenso paulatino de este con 
la dosis, Pero reconocen haber observado la produccion de roturas dobles - 
medidas en microscopia electronics. La conclusion de estos autores es que 
solamente a dosis bajas, cuando aun el peso molecular de la muestra es alto, 
se puede apreciar el cambio conformacional producido por la aparicion de - 
los dîmeros (aumento del coeficiente sedimentation) efecto que deja de obse^ 
varse debido a la aparicion creciente de roturas simples donde el cambio - 
de conformacion es mas difîcil de observer. Otros autores han apreciado d_e 
gradaciones del DNA similares cuantitativamente (Cremonese, 1968).

En resumen,se postula un cambio conformacional producido por la - 
presencia de dîmeros en el DNA medido por cambios en el tamaho del DNA por 
procedimientos hidrodinamicos y opticos. Ademâs de los 3 grupos de autores 
citados, al menos 2 de ellos reconocen detectar la presencia de roturas 
simples y por tanto a partir de ciertas dosis, dobles, durante la irradia­
tion.

En lo que sî parecen estar de acuerdo todos los autores, es en la 
rotura dê  al menos, los enlaces de hidrogeno implicados en las bases que 
forman los dîmeros y sus complementarias. Y es especialmente esta altera­
tion estructural lo que estâ en la base del buscado cambio conformational.

Diversos autores han comunicado tambien el descenso de la tempera 
tura media de transition del DNA con dîmeros de pirimidina (Setlow et al. 
1936..,), incluso Beretetskaya et al. (1970) han demostrado como el aumento 
de la anchura de la desnaturacion de DNAs rotas por fuerzas de cizalla como 
consecuencia de la desaparicion del apareamiento en los terminales de cade 
na, es indistinguible del ensanchamiento producido por la presencia de los 
dîmeros.

Kelly et al. (1969) postularon que la rotura de enlaces de hidro­
geno afectaba ademâs de a las bases implicadas en el dîmero y sus complemen 
tarias a un par de bases a cada lado del dîmero. En 1971 Hayes et al. aunque 
utilizando DNAs sinteticos de pequeho tamaho formados ünicamente por dA y dT 
han logrado realizar una évaluation, por estudios de Tm, de la region afecta
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da por la presencia de un dîmero y encuentran que ademâs de las bases im 
plicadas en el dîmero solo los dos pares de bases adyacentes pierden tam 
bien sus enlaces de hidrogeno.

Sin embargo el proceso de dimerizacion en un DNA es mâs complejo, 
por metodos de estudio cinetico con formaldehido en DNA irradiado con U.V. 
Shafranovskaya et al. (1973) han medido el numéro de zonas desnaturadas no 
habiendo encontrado el mismo numéro de estas que de dîmeros de pirimidina, 
sino que se forman zonas ricas en dîmeros en los que existen aproximadame^ 
te 5, valor este superior al supuesto por Kelly y al medido por Hayes - 
en DNAs sinteticos.

No ha aparecido hasta la fecha ningun trabajo exhaustivo de rel^ 
cion entre cantidad de dîmeros y variation de la temperatura media de tran_ 
sicion, anchura de la transition, etc...

El descenso del efecto hipercromico en funcion de la dosis ha sido 
siempre interpretado como consecuencia del menor coeficiente de absorcion - 
molar del dîmero de pirimidina respecto de sus monomeros. Este hecho, ha si 
do aprovechado por Setlow and Carrier (1963) para el estudio cinetico del - 
acumulo de dîmeros en DNA por medidas opticas a 270 nm. En los ultimos 5 
ahos con la incorporation de las tecnicas de dicroismo circular y dispersion 
rotatoria optica a los estudios conformacionales de âcidos nucleicos se estân 
empezando a obtener los primeros resultados en DNAs irradiados con luz U.V. 
(MClaren, 1972; Lang and Lunk, 1973). En estos estudios parece confirmarse 
los resultados de Bagchi et al. (1969) ya comentados, en el sentido de que 
en los espectros de dicroismo circular de DNA irradiado, se observa un aumen 
to del mâximo positive a 275 nm a bajas dosis, para descender despues con el 
aumento de la dosis, Los valores de dosis para el mâximo cambio a 275 nm 
coinciden con los de Bagchi.et al. En estos espectros aparece tambien la pre 
sencia de un nuevo efecto Cotton negative alrededor de 320 nm, que aumenta 
continuamente con la dosis. En resumen Lang y Lunk concluyen que en las regio_ 
nés fotoquîmicamente modificadas del DNA debe existir una conformacion del t_i 
po C. En definitiva, proponen el paso de la forma B del DNA por una estructu 
ra superhelice a bajas dosis para terminar en DNA en comformacion tipo 0. 
Opinan, que estas regiones con conformacion C pudieran estar en la base del 
reconocimiento especîfico de las enzimas de reparacion.
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Apendice I

- Los genes u.v.r. codifican la informacion necesaria para las fim 
clones responsables del reconocimiento de los dîmeros de pirimidina. El 
gen u.v.r.A determine una Endonuclease, la U.V.-Endonuclease, responsable 
de la primera etapa de la egcision de dîmeros de pirimidina; su localiza- 
cion en el mapa genético del cromosoma de E.coli es la posicion 81. El g en 
U.V.r.Bdetermine, otra subunidad, de la misma endonuclease determinada por 
el gen u.v.r.A y su localization en el mapa genëtico del cromosoma de E.co_ 
li es la 18.

El producto del gen u.v.r.C détermina una proteîna que interaccio- 
na con el sistema ligasico, impidiendo la inmediata restauration de la coti 
tinuidad covalente de las roturas simples producidas junto a los dîmeros - 
por la U.V.-Endonuclease, antes de la liberacion de los dîmeros por la ac- 
tividad exonucleasica subsecuente.

Las estirpes celulares de E.coli que son u.v.r.^ presentan niveles 
normales de estas actividades, mostrando por tanto una sensibilidad a la - 
radiacion U.V. como las estirpes salvajes, y unos niveles de degradacion - 
de DNA tras la irradiacion tambien normales. Las estirpes u.v.r,” son entre 
sî fenotipicamente similares en cuanto que no pueden escindir los dîmeros 
de pirimidina del DNA, sin embargo las estirpes u.v.r.B y u.v.r.C son menos 
sensibles que los u.v.r.A. En todos estos mutantes los niveles de dégrada­
tion del DNA tras irradiacion U.V. son mucho mâs pequenos.

- Los genes pol A pol B y pol C, son genes estructurales de las 
très DNA-Polimerasas conocidas en E.coli (DNA-Polimerasa, I,II y III respec- 
tivamente). Estân localizados en las posiciones 76, 2 y 4, respectivamente 
del mapa genetico del cromosoma de E.coli. El mutante polA-L no posee su - 
actividad polimerizante y es muy sensible a la radiacion U.V.. Aunque ape­
nas tiene afectada su capacidad para la escision de los dîmeros de pirimi­
dina Cprobablemente porque la DNA-Polimerasa producida en estos mutantes - 
conserva su actividad exonucleasa 5'— ^ 3'') el DNA tras irradiacion U.V. - 
se dégrada extraordinariamente produciendo un alargamiento incontrolado de 
los huecos. La polimerizacion de estos huecos se puede llevar a cabo por - 
el producto del gen polC es decir por la DNA-Polimerasa III, y su eficacia 
es tal que la sensibilidad al U.V. en las estirpes u.v.r. y en los dobles 
mutantes u.v.r. polA 1 es semejante. La DNA-Polimerasa II no parece jugar 
ningun papel en los procesos de reparacion por escision y resîntesis.

- El gen recA contrôla la produccion de un inhibidor de la Endonu-
cleasa VII producida por el gen recBC. El producto del gen recA es necesa-
rio para la recombination, aunque pudiera estar tambien implicado en otros 
procesos como la reparacion de los dîmeros de pirimidina a travës de la - 
produccion y reparacion de los grandes huecos producidos por la presencia 
de los dîmeros, mecanismo en el que por supuesto estarîa tambien implicado 
el producto de los genes recB y C, es decir, la Endonucleasa VII. La loca­
lization en el mapa genetico del cromosoma de E.coli del gen recA es la po_ 
sicion 51, siendo la 54 para los recB y recC.

Los mutantes recA son mâs sensibles a la radiacion U.V. que los
recB y recC. La escision de dîmeros ocurre normalmente en todos ellos aun­
que solo alcanza el 75% del valor normal en el caso de los recA”*. La dife- 
rencia fenotîpica fundamental entre todos estos mutantes estâ en que aunque 
todos ellos tienen muy disminuida su capacidad de recombination, los mutan 
tes recA no la poseen en absolute. Los mutantes recA ademâs degradan râpi- 
damente su DNA tras irradiacion U.V.
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- Los mutantes en el gen LexA, que ocupa la posicion 81 del mapa 
genetico del cromosoma de E.coli, son dominantes y presentan como los nm 
tantes recA una gran sensibilidad a la radiacion U.V., pero y al contra­
rio que los recA no tienen apenas disminuida su capacidad recombinante. 
Como el gen recA el gen Lex estâ implicado en la regulation de la nuclea 
sa producida por el gen recBC.
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

En cualquier experimentation de laboratorio en Biologie, tan im 
portante como disponer de buenas tecnicas y equipos instrumentales es el 
disponer de unos materiales biologicos de partida en calidad y cantidad 
acorde con la experimentation que se desea realizar.

La puesta en rutina de los metodos de aislamiento y purification 
asî como los de caracterizacion de los materiales en estudio es solo ef^ 
caz si va acompanada del inconformismo que oblige a un intento constante 
de revision y mej ora. Esta labor, a menudo ingrata, es la que de manera - 
practica da la pauta de las posibilidades reales de un laboratorio,

El conocimiento exacto de la calidad de nuestro material es in­
dispensable a la bora de exigirle un comportamiento idoneo en las expe­
riencias que planeamos, otra cosa solo conduciria al error en la interpre 
tacion de los resultados obtenidos.

Es por todo esto que si bien se han apartado en forma de apendices 
las recetas exactas de los metodos utilizados, se haga h in c a p ie  razonadamen 
te en este capîtulo de las particularidades esenciales de los materiales y 
metodos utilizados para llevar a la prâctica este trabajo.

11.1.- Produccion de materiales biologicos de nartida.

11.1.1.- Cultivo continue de E.coli. (MONOD, J; 1950) (HERBERT, D. et al. 
1956) (ELSWORTH, R, et al.; 1968)

En el sistema de cultivo continue de crecimiento de E.coli se ut_i 
lizo un medio de' crecimiento definido con todos los substratos en exceso iri 
cluîdo el 0^ a excepcion de la unica fuente de carbono, la glicerina, que 
se utilizo como substrate limitante. (Ver Apëndice-II-1-1 para la composi- 
cion compléta del medio).

La ecuacion que define el comportamiento de un cultivo continuo en 
estado estacionario, en lo que a production se refiere, es la que liga la
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cantidad de organismos producidos y la cantidad de substrate limitante 
utilizado mediante un factor de rendimiento:

dx / dt = -y ds / dt x = peso de celulas.
£ = peso de substrate
y= constante de rendimiento.

En realidad podemos poner:
Peso de bacterias formado / Peso de substrate utilizado = y

En la determinacion de las condiciones de cultivo en continue - 
debe conocerse la concentracion de las celulas en el cultivo en rëgimen 
estacionario en funcion de la velocidad de flujo y tambien la velocidad
de dilucion a la que la produccion de celulas es maxima.

La concentracion de celulas en funcion de la velocidad de flujo 
viene dada por la ecuacion:

X = 7 (Sr - Kg ( ) ) donde:
y m

X = Concentracion de bacterias en estado estacionario de crecimien 
to.

= Concentracion del substrato limitante en el medio suplementado, 
= Coeficiente de saturacion del substrato. = Concentracion del 

substrato cuando la velocidad especifica del crecimiento ) 
es la mitad de su valor mâximo .

D = Velocidad de dilucion = f/v; donde f es el flujo y v es la ca 
pacidad del vaso de cultivo.

La velocidad de dilucion (DM) a la que la salida de celulas es m_â 
xima viene dada por:

El medio de cultivo utilizado tiene como substrato limitante la 
glicerina, a una concentracion de 8 g/l (S^ = 8 g/l) y todos los demâs - 
componentes en exceso. En un medio como este y en nuestra instalacion se 
consigne un valor mâximo deyUm trabajando entre 600 y 700 r.p.m. de agi- 
tacion y a 16 l/h de aireacion. (Ver Fig-II-1.), el tiempo de duplicacion 
équivalente para esta velocidad de crecimiento es de 50 min. Utilizando - 
como valor de Ks 0,0124 g/l y de rendimiento y = 0,5, (Herberdt, D. et al. 
1956; Elsworth, R. et al. 1968) y sustituyendo en la ecuacion que nos dâ
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X en funcion de D para valores conocidos de y S^, Ks yyüm, se obtiene que 
se puede trabajar con valores de D entre 0,2 y 0,75 h ^; es decir entre 2 
y 7,5 litros por hora de flujo, para que se mantenga aproximadamente con_s 
tante x = 3,9 g/l. Valores superiores de D disminuyen la produccion de c_e 
lulas hasta un valor de la dilucion critico de 0,794 h  ̂ en el que x = 0.
En orden a una maxima produccion habrîa que trabajar a una velocidad de - 
dilucion de 0,71 h ^.

En la prâctica normal del laboratorio sin embargo, no se utilizo 
un valor de flujo de 7,5 l/h, ni siquiera la DM équivalente a 7,1 l/h 
por problemas en la capacidad del procesado (Almacenamiento y centrifuga- 
cion). Incluso a veces, y de acuerdo con la teoria del cultivo continuo se 
paro este durante los fines de semana para, tras el vaciado del vaso, a ex̂  
cepcion de una pequeha parte utilizada como inoculo, llenar de nuevo con - 
medio fresco y comenzar el crecimiento. Al poco tiempo se pasa a regimen - 
de cultivo continuo. Esta operacion permite comprobar la velocidad especi­
fica de crecimiento del cultivo, maxima garantia de que el proceso perma- 
nece correcto. (Ver Eig-II-1).

El cultivo se mantuvo intermitentemente en continuo con paradas 
obligatorias por necesidad de limpieza de la instalacion o de esteriliza- 
cion debido a la presencia de algün contaminante. En el mejor de los casos 
se mantuvo durante 10 dias ininterrumpidos a un flujo medio de 3 l/h y a - 
una densidad optica de bacterias a 450 nm. de 14 a 16 Unidades Opticas 
lo que rinde del orden de 15 g. de pasta humeda de celulas por litro.

El medio de cultivo crecido se recoge en recipiente refrigerado 
a 4®C del que pasa a un tanque de almacenamiento de 100 litros de capac_i 
dad. La centrifugacion de las celulas se realizo en una centrifuge Sharpies 
de flujo continuo y se almacena despues a -30°C.

La esterilizacion de la instalacion se realiza con formaldehido 
al 16% que se recicla por ella. El formaldehido se retira con vapor fluyen 
te a 100°C desde autoclave, manteniendolo fluyendo despues 3 horas en cada 
tanque de medio fresco (100 1. de capacidad cada uno) y en el fermentador 
y conducciones. Esta ultima operacion se realiza très veces. La esteriliza 
cion del medio se realiza por ultrafiltracion.

La regulacion del pH temperatura y nivel de espuraa se hace automâ
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ticamente. Dado que el E.coli B acidifica el medio de cultivo se utilizo 
hidroxido amonico para su neutralizacion. La espuma se rompio con silico 
na antiespumante, El esquema de la instalacion aparece en la Fig-II-2.

II-1-2.- Cultivo discontinue de; B.subtilis, B.cereus, y M.lisodeikticus

Microccocus lisodeickticus se cultivo en fermentador de 10 litros 
de capacidad con regulacion de temperatura a 37°C, aireacion a 8 litros/m_i 
nuto y agitacion mecanica centrifuga a 200 rpm. El medio de cultivo es un 
medio rico como ya es habitual en el crecimiento de esta bacteria que pré­
senta un tiempo de generacion muy largo y que en medios definidos plantea 
problemas de crecimiento. El inoculo de 1 litro de medio se crece durante 
la noche y antes de inocular se observa al microscopio para detectar la - 
presencia de algün contaminante si lo hubiera. Tras la inoculacion del cul_ 
tivo, se deja crecer durante 24 horas y antes de procéder a su centrifuga- 
cion se comprueba de nuevo microscopicamente. La recogida de las celulas se 
realiza centrifugando en centrifuga de flujo continuo SHARPLES. El rendi­
miento medio fue de 104,2 g de pasta humeda de celulas por cada 10 litros 
de cultivo compuesto por 58,44 g de NaCl, 100 g de triptona, 100 g de ex­
tracto de levaduras y agua hasta 10 litros. El pH se ajusta a 7,4.

B. subtilis y B. cereus se crecen en un medio definido con glicer^i 
na y glucosa como fuente de carbono y acido casaminico como aporte peptidi 
co. Ambos tambien en fermentador de.10 litros con agitacion y aireacion a 
200 rpm y 8 litros/minuto respectivamente. Del orden de 60 g de celulas por 
fermentador ha sido la media obtenida en estas condiciones. Ver Aoendice II-1-2

11-1-3.- Produccion a gran escala de fagos: T_,]\ y SPP-1. (THOMAS C.A. et 
al. 1966):

La produccion de fagos a gran escala requiere la busqueda de las - 
condiciones de lisis de mayor rendimiento. En definitiva son la cantidad de 
fagos por bacteria utilizados en la infeccion y el momento en que hacemos 
esta, lo que de manera prâctica ha de ajustarse. Sin embargo ambas condicio 
nés no son sino la expresion de dos constantes del cultivo, nos referimos a 
la velocidad de crecimiento de las celulas en las condiciones de cultivo y 
la velocidad de produccion de fagos, que viene determinada por el tiempo entre
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infeccion y lisis de una cêlula y el numéro de fagos producidos por cada 
lisis celular. Ya que el tiempo de lisis de una bacteria es mucho menor 
que el de su duplicacion, pero sobre todo debido a que el numéro de fagos 
producidos por cada lisis es de algunas decenas, incluso centenas, a la 
larga se produce una lisis total del cultivo.

Si el numéro de fagos por bacteria utilizados en la infeccion y 
el momento en que sucede esta son taies que algunas bacterias llegan a - 
la fase estacionaria de crecimiento, situacion en la que ya no son lisa- 
das por los fagos producidos, tendremos una lisis parcial y el rendimien 
to sera bajo ademâs de tener una concentracion de celulas no lisadas que 
nos empeoraran el rendimiento de la purification posterior.

Si ambas condiciones son taies que la lisis se produce tan râpi^ 
damente que el cultivo apenas crece, la lisis sera total pero de un num^ 
ro reducido de celulas. En las condiciones optimas se consigne mantener 
el crecimiento hasta que antes de entrar en fase estacionaria lisa comple_ 
tamente y por tanto se produce un rendimiento mâximo con la minima cont_a 
minacion de celulas no lisadas.

En la Fig-II-3. se présenta un ejemplo tîpico de busqueda de coii 
diciones de lisis. En la Fig-II-3-a se presentan los resultados obtenidos
en cuanto a rendimiento de fagos A . en E.coli en funcion de la multi-® virA i
plicidad de la infeccion cuando se infecta el cultivo bacteriano a 0,8  

U.C. (a 450 nm) y como se observa se obtiene un mâximo de rendimiento p_a 
ra multiplicidades de infeccion de 1 fago por cada 600 bacterias aproxim^a 
damente. Este estudio se realizo en pequenos matraces de 50 ml de capaci^
dad. A partir de este dato en la Fig-II-3-b-c aparece el estudio del mo­
mento de la infeccion de mâximo rendimiento en fermentadores de 10 litros 
de capacidad.

Actualmente la produccion de fagos X se hace a partir de fagos
clear que infectan a E.coli, lo que produce rendimientos del orden -

11 ^ 2+  de 10 fagos/ml. creciendo en un medio rico que contiene ademâs Mg -
necesario para que tenga lugar la infeccion. La purificacion se realiza 
mediante très ciclos de centrifugation diferencial, tras una précipita­
tion previa con polietilenglicol - 6000 y HaCl cuando se parte de 10 - 
litros de lisado. Finalmente se realiza un gradiente de CsCl prepara­
tive. Los fagos flotan a una densidad de CsCl a la que corresponde - -
un indice de réfraction a 25 °C de 1,379 a 1,380. Cuando se parte - -

X
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de lisados de un litro la purificacion se realiza como la descrita mâs - 
delante para el fago SPP-1. (RIVA, S. et al.; 1968), El fago se pro&u 
ce infectando E.coli B que crece en un medio definido suplementado con - 
Mg^^. La purificacion se realiza por précipitation selectiva a pH âcido 
y posteriores centrifugaciones diferenciales. Finalmente se realiza un — 
gradiente preparativo en CsCl, los fagos se concentran en una banda a un 
indice de réfraction de 1,381. (HARRIOT, R.M. et al.; 1952).

Los fagos SPP-1 se producen infectando B.subtilis que crece en
2+ 2+un medio rico suplementado con Mg y Mn . La purificacion se realiza - 

mediante una centrifugation diferencial seguida de un gradiente preform^ 
do de CsCl. (CZEKALA, A. et al.; 1972).

En todos ellos el CsCl se retira por dialisis trente a SSC (0,15M
NaCl 0,015 citrato sodico) y se guardan a 4'*C en esta solucion ajustada a
0,02% NaNg. En estas condiciones se pueden conserver durante meses sin ap_e 
nas perdida de viabîlidad. Las condiciones exactas de produccion y purifi 
cation aparecen en el Apendice-II-1-3.

Los contajes de los fagos se realizaron por el metodo de Gratia 
o modificaciones de el (ADAMS, M.H.; 1959). Consiste en esencia en la pro_ 
duccion de un cesped uniforme de bacterias en una plaça donde se extienden 
diluciones de la solucion de fagos que se desea contar, en las diluciones
apropiadas aparece una plaça de lisis por cada fago estendido. Ver Apend^i
ce—II-1-4,

APENDICES DEL APARTADO II-l
Apendice II-l-l.- Composition de los medios de cultivo continuo. 

Minérales ;
M CI2 ................................  1,23 mM.
H 33O 3 ................................  0,005 mM.
NaoMoO^ ..............................  0,001 mM.
HCL  .................................  2,5 mM.
FeSO^ ................................  0,01 mM,
KH2PO4 ...............................  3,3 mM.
K2SO4 ........      5,0 mM.
Citrato Trisodico ...................  5,0 mM.

Tampon:
Fosfato potasico pH=6,9 ..............  50,0 mM.

Fuente de Nitrogeno:
(NH^),SO/   17,5 mM.

Fuente de carbono: (J.)
Glicerina ..........................  8 g/l

(1) La glicerina constituyo el substrato limitante.
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Anadir despues amoniaco en forma de NH^Cl hasta una concentracion 
de 5 mM. para dejar el pH entre 6,7 y 6,9.

Apendice 11-1-2.- Composition de los medios de cultivo de B.subtilis B.ce-
reus V M.lisodeickticus

Compuestos M. lisodeick B. subtilis B. cereus

Triptona 
Extr. de lev. 
NaCl

■10 C. /1
10 g/l
5.8 g/l 5,0 g/l 5,0 g/l

KCl — — — 1,5 g/l 1,5 g/l
NH,C1 --- 0,25g/l 0,25g/l
Na SO4 
MgCl,

— — 50 mg/1 50 mg/1
--- 100 mg /1 100 mg /1

CaCl --- 2 mg /1 2 mg /1
FeClj --- 1,5 mg/1 1,5 mg /1

Na.KPO — — — 6,1 g/l 6,1 g/l
NaB^PO^ --- 3,0 g/l 3,0 g/l
Glicerina 98% --- 1,5 ml/1 1,5 ml/1
Glucosa 5 g/l 5 g/l
Acido casaminico --- 10 g/l 10 g/l
pH 7,4 7,1 7,1

Apendice 11-1-3.- Condiciones de llsis v purificacion de fagos clear SPPI
V T 2

E. coli C 600 se hace crecer en medio rico compuesto por 25 g. de 
peptona, 5 g. de NaCl y 2,5 g. de MgSO^ por litro, se infecta con clear
purificado. La infeccion del cultivo se realizo cuando el cultivo alcanzo 
2 UO. Las condiciones de aireacion y agitacion fueron 8 y  min. y 200 rpm en 
fermentador de 10 1. a 37*C. Cuando la lisis comienza se anadieron 5 ml de 
silicona-antiespumante. El crecimiento y la lisis fue seguido por turbidi- 
metria a 450 nm en un Spectronic.

La purificacion de los fagos se realiza por centrifugation dife­
rencial aunque dado el volumen tan grande de 10 litros se procédé previa- 
mente a la concentracion de estos por medio de una precipitation con 24,2g 
de NaCl y 120 g. de PEG/litro.

Cuando la precipitation se realiza directamente sobre el lisado 
se pierden practicamente todos los fagos, no asi cuando el lisado se cen­
trifuga previamente en Sharpies para retirar rastros celulares en cuyo ca 
so se obtiene, tras la precipitation, el 90% de los fagos.

Tras la resuspension en 200 ml de Tris-gelatina-cloruro sodico - 
(4,3 ml de NaCl 4M, 10,0 ml de gelatina al 1% y 10,0 ml de TRIS-HCl 1 M 
pH= 7,4 por cada litro de solucion) se realizan 3 centrifugaciones diferen 
ciales consistentes cada una de ellas en 2 a 10.000 rpm durante 10 min. y 
una a 28.000 rpm 90 min. El sedimento final se resuspende de nuevo y la op_e 
ration se repite. El ultimo sedimento se resuspende en 25 ml de SSC y se le 
realizan dos centrifugaciones mâs a 10.000 rpm durante 10 minutos.

Cuando se pretende una mayor purificacion de los fagos se realiza 
una sedimentation en cloruro de cesio ajustando la solucion a 1,381 de in­
dice de réfraction y rodando 23 horas a 28.000 rnm. Una banda intensamente
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azul aparece entre 1.379 y 1.380 de indice de réfraction en el gradiente.
El cloruro de cesio se retira por dialisis frente a un volumen 500 veces 
superior de SSC con très cambios.

En matraz de 2.000 ml que contiene 1000 ml de medio rico cuya corn 
posicion es: 10 g de triptona, 5 g de cloruro sodico, 5 g de extracto de 
levadura, en 1000 ml de H2} destilada. El pH se ajusta a 7,3 con NaOH 1 M. 
Tras la esterilizacion se le anade 1 ml de M^SO^ 0,1 M y  10 ml de MgSO^
1.0 M. Se inocula con B.subtilis Mcl, La incubation se realiza en estufa 
37*C con agitation a 250 rpm. Cuando el cultivo alcanza 0.8 UO a 500 nm -
se infecta con fagos SPP 1 a una multiplicidad de 1 fago cada 20 bacterias.
La lisis se compléta durante la noche. La purificacion se realiza por cen­
trifugation del lisado a 13.000 x g 35 minutos para retirar bacterias y - 
rastros celulares. El sobrenadante se centrifuga a 30,000 xg 3 horas. El - 
sedimento se recoge en 30 ml de MgCl2 0,01 M y se incuba con RNasa pancrea 
tica 50 microgramos/ml y DNasa 1 microgramo/ml 30 min. a 37°C. La reaction 
se para al ahadir 3 ml de EDTA 0,1 M.

Tras concentracion a 6 ml en evaporatubos se preforma un gradien­
te de cluroro de cesio con 5 ml de solucion al 50% sobre la que se pone - 
10 ml de solucion al 33% y sobre esta, los fagos.

El gradiente se centrifuga 3 horas a 35.000 x g en Spinco L-2 y
despues se recogen dos bandas de fagos que se dializan frente a un volumen 
500 veces superior de SSC con très cambios.

Para la obtention del fago T2 se inoculan 9,5 litros de medio de 
cultivo (NaH2P0 , 10 nff, NaHPO, 20 mM, NE,Cl 20 mM, KCl 6,7 mM, MgCl2 1 mM, 
Na2S0  ̂ 2 mM y glucosa 16 mM.) con 0,5 litros de inoculo de E.coli B (CECT 
10I) creciendo durante la noche. Cuando la densidad optica a 450 nm del cui 
tivo ha llegado a 0,8 UO/ml, se infecta con a una multiplicidad de un 
fago cada 10 bacterias. Se mantiene el crecimiento a 37*C y 200 r.p.m. de 
agitacion y 8 1/min de aireacion durante 12 horas transcurridas las cuales 
el cultivo ha lisado hasta quedar a aproximadamente 0,3 UO/ml a 450 nm.
Las celulas que quedan se retiran por filtration selectiva a travës de - 
varios filtros de poros entre 3 y 0,4/^. El filtrado se précipita ajus­
tando el pH entre 3,9 y 4,0 con CIH 1 N. El precipitado que contiene los 
fagos se resuspende en 200 ml de 0,14 M NaCl y se lleva lentamente hasta 
pH 6,5 con NaHCO^ 1 M. A continuation se incuba con DNasa a una concentra 
cion de l^g/ml previa adicion de 2 ml de SO^Mg.

Tras la incubation la purificacion de los fagos se realiza por cen 
trifugacion diferencial: 30 min a 2.400 xg, el sobrenedante 30 min a 5000xg, 
el sobrenadante a 11.000 xg, el sedimento asî obtenido se resuspende y se 
repite la operacion de centrifugation diferencial hasta que la suspension 
de fagos présenta una relation entre la absorcion del mâximo y del mînimo 
de su espectro U.V. (240 - 330 nm) de aproximadamente 1,5. Si se desea - 
una mayor purificacion puede ahora realizarse una centrifugation en gradien 
te de CsCl como se ha descrito para los fagos SPP-1 y X  , El DNA se extrae 
por tratamiento con fenol recientemente destilado,

Apendice II-1-4.- Metodos de contaje de bacteriofagos.
Los metodos de contaje utilizados usan de la propiedad que tienen 

los fagos de lisar a sus respectivas bacterias huespedes. Si la lisis se 
realiza en un medio solido sobre el que crece una monocapa uniforme de ta 
les bacterias y sobre la que tambien se extienden los fagos, al cabo del -
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tiempo aparecerâ una capa opaca de bacterias salpicada de pequenas plaças 
de lisis transparentes; cada plaça de lisis es la consecuencia de un fago 
lisandoa las bacterias que van creciendo a su alrededor.

Dos tipos de modif icaciones a este metodo original han sido ut_i 
lizados: el primero de ellos consiste en formar la monocapa de celulas d^ 
rectamente sobre una plaça de agar nutritive. Previamente se han mezclado 
con las celulas diluciones apropiadas de los fagos para evitar tanto la - 
aparicion de un numéro pequeno de plaças como de obtener una lisis conflueii 
te. Se acepta como un buen contaje aquel en el que se pueden contar entre 
aproximadamente 30 y 300 plaças de lisis. El segundo metodo utiliza una - 
solucion de agar blando, que es lîquido a 40®C, donde se mezclan las bac­
terias que han de formar el cesped y las diluciones de los fagos. Tras la 
extension de esta mezcla en la plaça de agar nutritive se solidifica al - 
enfriarse formando una capa de distribution uniforme. En cualquiera de los 
dos casos es necesario que las plaças de agar nutritive estën bien secas.

Las diluciones de los fagos se realizan en medio de peptona y 
NaCl suplementado con las sales necesarias en cada caso para la infeccion 
del fago. Se tomo siempre 0,1ml de suspension bacteriana que esta crecien 
do en estos mementos en fase exponential que se mezclo con 0,1 ml de fagos 
diluîdos que se extienden directamente sobre la plaça de agar o se mezclan 
con 0,3 ml de agar blando a 40®C antes de extender.

Tras la extension las plaças se dejan abiertas durante 20min en 
la estufa a 37®C antes de cerrarlas e invertirlas. Despuës se dejan crecer 
asî al menos 5 horas o mejor toda la noche antes de procéder al recuento - 
de las plaças de lisis. La composition de los medios es la siguiente:
Agar nutritive: Agar nutritive al 2,5% en agua destilada.
Agar blando: 25g de oepton^ 5g de NaCl 4g de agar nutritive por litro su

plementado con 2,5g de MgSO^ para los fagos X  y T_ y con ,5g
de MnSO^ ademâs para los fagos SPPI. ^

Medio de dilucion de los fagos: Igual que el medio anterior pero sin agar.
Este mismo medio se utilizo para el crecimiento de las bacterias.

II-2.- Aislamiento y caracterizacion de DNA de diferentes orîgenes CCROSSîlAN, 
L, et al. 1968).

II-2-1.- Introduction

Con el fîn de proveernos de DNAs de unas caracterîsticas determi 
nadas en funcion del tipo de experimentation a realizar, nos hemos visto obli 
gados a llegar a diferentes grados de aislamiento y purificacion de los DNAs 
en estudio y, en consecuencia, a su caracterizacion.

Asî ante la imposibilidad de obtener un DNA homcgeneo en tamaho, 
partiendo de materiales biologicos Eucarionticos en los que intrinsecamente 
las celulas poseen una heterogeneidad inherence a su propia naturaleza, ya 
que poseen mâs de un cromosoma diferente. 0 bien ante la imposibilidad tec_ 
nica de obtener intacto este DNA homogeneo préparâtivamente en bacterias, 
celulas que sî poseen este grado de homogeneidad en su DNA, es necesario -
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recurrir al aislamiento de estos DNAs perfectamente homogeneos e intactos 
de virus bacterianos.

En cualquier caso el primer problema planteado en el aislamien 
to de DNA de cualquiera de estos tres orîgenes es el de produccion en es­
cala preparativa. Este problema es practicamente inexistante en el caso - 
de la obtention de DNA a partir de timo de temera, cuyo alto rendimiento 
contrasta con su poca utilidad analîtica en la experimentation habitual - 
del laboratorio. Sin embargo a parte de los estudios realizados en este - 
DNA como représentante de DNA de origen Eucarionte, es muy util como copre 
cipitante en muchas manipulaciones a las que se someten a otros DNAs, como 
estabilizante de enzimas y como substrato para ensayos de actividad de al 
gunas enzimas.

Los DNAs utilizados lo son en funcion de sus caracterîsticas - 
particulares, como por ejemplo su contenido en Guanina-Citosina, su capa­
cidad transformante, etc...

Por ultimo los DNAs de origen virasico se utilizan como material 
biologico de caracterîsticas homogëneas e idéales, fîsicamente hablando, en 
cuanto que muchos de los parâmetros medidos o de sus propiedades ante tier 
tas condiciones fîsicas ofrecen este comportamiento idoneo. (Propiedades - 
hidrodinâmicas, migracion electroforetica, cooperatividad macromolecular..),

Por supuesto que aun en los casos en que tecnicamente es imposi 
ble en plan preparativo la obtencion de DNAs de tamano natural, se forzaron 
las condiciones de los aislamientos en el sentido de obtener la maxima apro 
ximacion a las medidas y condiciones naturales.

II-2-2.- Aislamiento de DNA de bacterias.

El aislamiento de DNA de bacterias plantea de origen tres proble 
mas importantes: tamaho, pureza y rendimiento. Entendiendo siempre que cual 
quier DNA que se obtenga debera poseer un tamaho molecular lo mas proximo
posible a su tamaho original y cuya estructura no ha sido dahada o alterada 
tanto por agentes internos a la cllula como por los procédantes de la misma 
manipulation del aislamiento. El DNA sera tanto mas puro cuanto menos conta 
minantes de otros materiales biologicos (proteînas, tcidos ribnnucleicos, 
mucopolisacaridos etc. . contenga. El rendimiento vendra condicionado por 
la cantidad de manipulaciones y el tipo de Istas que sea necesario realizar.
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Es évidente que entre calidad y pureza por un lado y rendimien 
to por otro, se hace necesario encontrar una solucion de compromiso que - 
permita trabajar con el DNA deseado y en las cantidades necesarias.

En la actualidad el mêtodo utilizado en el laboratorio intenta 
resclver todos estos problemas haciendo uso de los mêtodos que en la bi 
bliografîa y en la prâctica de nuestro laboratorio produce majores resul- 
tados en cada etapa particular del aislamiento y segün el tipo de DNA que 
se desea producir. CApêndice II-2-1).

Asi la lisis clasica de MARMUR (MAEMUR, J.; 1961) ha sido re- 
emplazada por la de FREIFELDER CEREIFELDER, D.; 1968), produccion de esfe 
roplastos y posterior lisis, mediante la cual el momento de lisis es prâc_ 
ticamente instantaneo en toda la solucion y casi al mismo tiempo se produ 
ce la primera desproteinizacion con fenol, segün el metodo de MIURA (MIURA, 
K. I.; 1963). Todo ello se realiza en un ambiente quelante para inhibir en 
lo posible la actuacion de las DNasas en los breves momentos entre la li­
sis y la primera desproteinizacion.

Como ya queda dicho las desproteinizaciones se realizan con fe 
nol y no con cioroformo-isoamilico segün el metodo clâsico descrito por — 
î̂lARMUR menos efectivo. La eliminacion del fenol se realiza mediante un sis 
tema de dialisis continua y a 4°C.

La eliminacion de los acidos ribonucleicos se consigne actual— 
mente de una manera mas eficaz al hacer actuar junto a la RNasa pancreâti 
ca (que produce ribonucleotides pirimidinicos no dializables) la RNasa de 
Tĵ , que hidroliza estos ültimos nucleotidos, dializando al tiempo que se 
produce la reaccion, con lo que se évita la inhibicion por productos fin_a 
les sobre ambas RNasas, A continuacion en la Tabla-II-1 se expresan los 
diferentes resultados obtenidos con ambos tratamientos.

Anâlisis de RI'IA
TA3LA- 

RNA control
II-l
RNA+RNasa-Panc. RN A-rRN as a-P an c+RN as aT ̂

RNA-Macromolec. 100,00% 0,27% 0,27%
RNA-Soluble en 0 ,00% 2,90% 0,38%
acido V no dia
lizable.

Por supuesto que estos resultados permiten eliminar la etapa de 
précipitation selective de DNA con alcohol isopropilico lo que redunda en 
beneficio del rendimiento.
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De este modo la ultima etapa del aislamiento no es mas que una 
precipitacion del DNA, lo que contrasta con las très precipitaciones rea- 
lizadas por el metodo ‘MARMUR o las dos segün el metodo de FREIFELDER, Es 
necesario destacar la violenta manipulacion que supone la precipitacion y 
posterior redisolucion del DNA y que es ademâs mucho mas cuanto menos pu- 
rificado esta el DNA, siendo practicamente inocua sin embargo cuando se - 
hace sobre DNA purificado si se toman las debidas precauciones.

La ribonucleasa de es comercialmente cara, por lo que segün 
los casos su utilizacion en los aislamientos esta condicionada por las c_a 
racterîsticas requeridas para un DNA dado.

En cualquier caso el aislamiento segün el metodo de MARMUR aun 
que con lisis segün FREIFELDER Eue a veces utilizado en el aislamiento de 
DNA de B. subtilis con fines transformantes (Apendice-II-2-2) con pocas - 
desproteinizaciones con lo que se consigue DNAs de incluso 60x10^ daltons 
aunque con un porcentaje alto de proteînas. En la Tabla-II-2 se especifi- 
ca un estudio comparative de los diferentes mêtodos empleados en cuanto a 
los très paramétrés que han privado a la hora de realizar los aislamientos 
tamano pureza y rendimiento. (Se incluyen ademas los datos relatives al
mêtodo de KAY en el aislamiento de DNA a partir de time de temera. Ver _a
partado II-2- 3).

TABLA-II-2

METODO PM en Daltons % RNA % Prêt. N®de Prec. mgDNA/gCel.

MARMUR 15-20x10* 1 1,5-2 3 1

FREIFELDER fl
MIURA 25-50x10 1 1,5-2 2 1,5-2
MARMUR

FREIFELDER
MIURA
RNasa-Panc 80x10* 0.1 1,5-2 1 1,5-2
RNasa-T ̂

KAY (1) 15x10* 0.1 0,5 5-6 10-12

(1) Riqueza del DNA desecado del 60%.
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II-rZ-3.- Aislamiento de DNA de Timo de temera (TUNG YUE WANG 1968)

En el aislamiento de DNA de Timo de ternera se utilizo el mêtodo 
de KAY (KAY, E.R.; 1952), La eleccion de este mêtodo esta justificada por 
las especiales caracterîsticas de este tejido si las comparâmes con las - 
de las bacterias: la ausencia de pared celular y el bajo contenido en RNA. 
Asî en el mêtodo KAY no existe una etapa de lisis enzimâtica, ni un trata. 
miento con RNasa, s in embargo es necesario una disgregacion previa del t_e 
jido con un homogeneizador, Las.desproteinizaciones se consiguen simple- 
mente por la accion simultanea del SDS (Dodecil-sulfato-sodico) y la alta 
concentracion salina. El alto rendimiento de este mêtodo no es sino cons^ 
cuencia del"tejido utilizado como fuente de DNA, el Timo, glândula cuyas 
cêlulas apenas poseen citoplasma, en las que el nücleo ocupa la mayor par 
te. En % a TablaII-2 aparecen los datos tîpicos de un aislamiento. Los deta. 
Iles del mêtodo aparecen en el Apêndice-II-2-3.

II-2-4.- Aislamiento de DNA de bacteriofagos.

Los bacteriofagos X^T^ y SPPl purificados previamente se ajustan 
a una densidad optica a 260 n.m de 5 a 10 unidades aproximadamente en - - 
solucion 0,15 H NaCl 0,015 M citrato sôdico. La ruptura de la capsida se 
consigue en cualquier caso por tratamiento suave con fenol recientemente 
destilado y saturado con la misma solucion, durante 10 min. en frîo. Tras 
centrifugacion 15"* a 3000x g a la fase acuosa superior se la repite el tra 
tamiento. El fenol se retira por dialisis frente a un volumen 500 veces -
superior con dos cambios de très horas y uno de 15.

El rendimiento suele ser en cualquier caso entre 1 y 2 U.C. a -
250n.m por cada U.O. de fago. La determinacion del peso molecular de la -
prepafacion asî como el estudio del limite de sedimentacion dan ya un buen 
indice del grado de homogeneidad del DNA en cuestiôn. Ademas el intervalo 
de desnaturacion têrmica y la velocidad de renaturacion son tambiên garan 
tîa de un origen virasico. La determinacion del P.M. del DNA desnaturado 
por sedimentacion nos indica la ausencia de roturas simples intercadena. 
Ver Fig-Il-4-a y b .

II-2-5.- Caracterizaciones a los DNAs (GROSSMAN, L. et al, 1968)
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Los dos contaminantes mas importantes que se pueden presenter en una 
preparacion de DNA son: RNA y proteînas. El contenido en RNA se midio por el 
mêtodo de determinacion de acidos nuclêicos de SCHMIDT-THANHAUSER (SCHMIDT, - 
THANHAUSER, 1966) basado en la precitabilidad en medio acido de las molécules 
de acidos nuclêicos. Si por hidrolisis alcaline se produce degradacion del RNA 
présente y previamente se ha eliminado la fraction soluble, caso de existir, 
una nueva precipitacion dejarâ como acido soluble solamente los oligorribonu- 
cleotidos procedentes de la dégradation del RNA. Es posible asî cuantizar el 
porcentaje de RNA contaminante. (Apêndice II-2-4).

El contenido en proteînas se determine por el mêtodo colorimêtrico de 
LOURY (Loury et al. 1951) aunque hubo que introducir en êl algunas modification 
nés para lograr detectar cantidades del orden del microgramo, ya que si no ton 
taminaciones del orden del 1 al 2% de proteînas consumirîan cantidades de varies 
mg de DNA en la determinacion. La curva patron se realizo con se ro albumin a bobj. 
na. Las concentraciones de SAB se determinaron espectrofotomêtricamente. (Apên­
dice II-2-5).

En el DNA la comprobacion de la exacta correspondencia entre las conceri 
traciones de fosforo, deoxirribosa y base, es decir, de las caracterîsticas de 
la unidad monomerica es quîmicamente la mejor caracterizacion al DNA y la mejor 
comprobacion de la ausencia de proporciones importantes de polinucleotidos dis- 
tintos al DNA.

El mêtodo mas directo de determinacion del coeficiente de Absorcion Mo_ 
lar (E) de una preparacion de DNA es la cuantizacion de la concentracion de fo^ 
foro de una muestra de la cual se conoce la absorcion. Esta determinacion de 
fosforo la hemos realizado por el mêtodo de GRISWOLD (GRISWOLD, B.L. et al; 1951), 
basado en esencia en el desarrollo de color que tiene lugar en la réduction por 
el acido amino naftol sulfonico (ANSA) del complej o fosfomolibdico formado por la 
reaccion entre el molibdato amonico anadido como réactive y el fosforo inorganico 
de la muestra. Es precise por tante que todo el fosforo del DNA se encuentre en 
esta forma, lo que exige una mineralization previa. (Apêndice II-2-6).

La determinacion cuantitativa de la deoxirribosa se consigue por la re 
accion del azucar con la difenilamina cuando el azucar se ha hidrolizado previa 
mente. En las condiciones de DISHE (DISHE, Z.; 1930) modification de BURTON - - 
(BURTON, K; 1956) solo se liberan las deoxirribosas unidas a bases pûricas por 
lo cual la concentracion que se obtiene se corrige multiplicande por dos. (Apên 
dite II-2-7).

La comprobacion de la equimolaridad del azdcar y fosfato con la base 
se realizo con el calcule del coeficiente de absorcion molar referido a deoxi­
rribosa o fosforo del DNA. Este paramétré muy importante en la estimation del
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grado de desnaturacion del DNA (la relation entre la densidad optica de su 
solution y su concentracion en atomos gramo por litro) aunque varia ligera 
mente con la proportion de las cuatro bases es esencialmente distinto del que 
se obtiene para DNA desnaturado.

El valor del E (p) se puede obtener tambiên por calculo, a partir de 
las absorciones a diversas longitudes de onda de la muestra. Este calculo - 
esta basado en que la forma del espectro (no solo la absorcion) esta afecCa 
da por las interacciones que tienen lugar entre las bases cuando la estructij
ra del polîmero es tal que las bases se encuentran apiladas. El que la abso_r
cion a las diversas longitudes de onda esté afectada de distinta manera por 
este apilamiento refleja el hecho de que la interaction tiene distintas ton 
secuencias dependiendo de la base. Asî pues un estudio de la forma del espe^c 
trO; permite reconocer la estructura en que se encuentra la muestra y en coii 
secuencia, calcular el E (p). Asî mismo este estudio, debido a las diferencias 
en las bandas de absorcion de las diferentes bases, permite conocer la relation 
de bases de este DNA. Para estos câlculos se utilizan el mêtodo y parametros - 
propuestos por HIRSCHMAN y FELSENFED (FELSENFELD, G. et al.; 1965).

Esta relation de bases a la que aludimos es un paramétré importante 
en la caracterizacion de un DNA ya que refleja su origen especîfico. La de­
terminacion de bases puede realizarse cromatograficamente, a partir de un - 
hidrolizado en acido formico del DNA. La cromatografîa se realiza en tapa - 
fina con pasta de celulosa en polvo tipo M - N - 300 WATMAN con METOH/H^O 
como solvente. Las manchas se localizan con luz U.V. a 254 n.m. y su concen 
tracion se détermina espectrofotometricamente teniendo en cuenta los coef_i 
cientes de absorcion molar de las bases al pH correspondiente. (BENDICH, -
A. ; 1957).

Ademas la estabilidad en funcion de la temperatura de la estructu. 
ra nativa del DNA esta relacionada con la composition en bases del DNA, de— 
bido a las diferentes posibilidades de formation de puentes de hidrogeno en 
funcion de las bases. En definitive el estudio de la transicion têrmica nos 
permite conocer la relation de bases de un DNA mediante una correlation em-
pîrica que liga la temperatura media de transicion con el contenido en guan_i
na-citosina. (MARMUR, J. y DOTY, P.; 1959) (MANDEL, M. y MARMUR, J.; 1968) 
(SAEZ, R.M. y DAVILA, C.A.; 1974). El valor del efecto hipercromico observ^a 
do permite una estimation del estado de una preparacion de DNA.

Estas determinaciones se realizaron en un espectrofotometro UNICAM 
SP 700 con accesorio que permite la regulation de la temperatura o en un -
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TABLA-II-3.

DNA E (p) Abs 100*/Abs 25*C % GC % PROT % RNA TmSSC

E. coli
6,370 Ca) 
6,670-70 Cb) 
6,650-85 Ce)

1,37
51,8^1,3(d) 
51,1:0,4 Ce) 1,5-2 1 91,7

B. subtilis 6,340^250Ca) 
6,450l200Cb)

1,39 45,5±2,5(d) 
44,0:1,2(e)

1,5-2 1 88,8

B. cereus 6,660^240Ca) 1,39 33,9±0,8Cd) 
35,3-1,4(e) 1,5-2 1 84,5

M. lisodeick. 6,670^300Ca) 
6,950:90 Cb)

1,37 71,3-1,7(d) 
72,9 Ce)

1,5-2 1 99,2

Timo 6,420^100Ca) 
6,510:l50Cb)

1,41 43,5^0,7(d) 
40,0 (e)

0,5 1 86,4

(a).- Calculo a partir del espectro.
(b).- Determinacion de P.
(c).- Determinacion de deoxirribosa.
(d).- Promedio de 12 hidrolizados.
(e).- A partir de la Tm segün la expresion (SAEZ, R.M. y DAVILA, C»A.; 1974)
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VARIAM con programador automatico. En cualquiera de los dos la temperatura 
se midio directamente de la cubeta de muestra mediante la introduction en 
ella de un termopar calibrado.

Por ultimo las medidas de peso molecular se realizaron por vis- 
cosimetria en un viscosimetro ZIMM-CROTHERS (ZIMM, B.H. y CROTHERS, D.M. ; 
1962) y por sedimentaciSn analitica en ultracentrifuga BECKMAN modelo E,
La heterogeneidad macromolecular y la densidad de roturas :■ simples se obtuvo 
estudiando los limites de sedimentacion del DNA nativo y desnaturado en - 
sosa y formaldehido, CVer II-5-2). En las tablas 2 y 3 se han resumido los 
resultados de las caracterizaciones a los DNAs.

II-2-6.- Aislamiento y caracterizacion de DNA marcado isotopicamente.

Algunas de las tecnicas utilizadas en el seguimiento de los pro_ 
cesos biologicos en estudio imponen condiciones de sensibilidad a veces - 
muy importantes, Estos condicionamientos limitan el uso de esas tecnicas.

Entre los intentos de ampliar el rango de sensibilidad de estas 
tecnicas de detection tiene un ébcito espectacular el disponer de los bio- 
polimeros en estudio marcados isotopicamente.

En general en el marcado de DNA se obtienen me jores resultados 
en cuanto a actividad especifica se refiere si se dispone de cepas requi- 
rientes geneticos en timina. Asî, siendo la timina exclusiva del DNA como 
polîmero, al suministrar en el medio de cultivo este precursor marcado - 
acaba incorporandose al DNA de la bacteria.

- 32Cuando se pretende marcar con fosforo (P ), tan solo es nece­
sario suministrarlo en forma de fosfato; mejor en un medio definido, pues 
la presencia de fosfatos no radioactivos en los medios ricos nos enfriaria 
el DNA obtenido.

Naturalmente que suministrando ambos precursores con distintos
y - 3 32isotopes, es decir; timina- H y PO^H^ se cnnsiguen marcajes dobles y -

en diferentes zonas del DNA lo que en algün caso puede ser de gran util_i
dad prâctica. Teniendo a punto el marcado de DNA bacteriano, conseguir -
DNA de fagos tambiên marcado requiere casi exclusivamente solucionar el
problems de la lisis de cultives bacterianos huêspedes que estên creciendo
en presencia del precursor marcado.
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TABLA-II-4

D N A M A R C A Act, Esp. Prec. Act. Esp. DNA Rendimiento PM-Cromt.

E. coli 3H-r-Metilo de
500 mg/1 de 
2 Ci / mM 2 , 4xl0^dpm/^g Img/g celu. 20xl0*d.

TAU-bar(1) la Timina

E. coli 
B 101 C2)

32P-Fosfatos
intemucleot 10m CÎ 9 ,lxl0^dpm/yVvg Img/g celu 15xl0^d.

500 mg/1 de
^H-Metilo de 1 Ci / mM 2,0xl0^dpm/^ g

E, coli la Timina Img/g celu 10-15x10*
TAU-bar (3) 32P-Fosfatos 10m Ci 4,6xl0^dpm/ywg

intemucleot

B. subtilis 
168-Thy (4)

^H-Metilo de 
la Timina

1500 mg/1 de 
4 Ci/mM IxlO^dpm/yag Img/g celu 20xl0^d.

B, cereus (5)
3H-metilo de 
la Timina.

lOOOmg/1 de 
4 Ci/mM 2, 3xl0^dpm/y\Ag Img/g celu 20xl0*d.

SPPl (6) ^H-Metilo de 
la Timina

1500 mg/1 de 
1,5-3 Ci/mM 3xl0^dpm/y*g 1-2 mg/litro 

de lisado SxlO^d.

(1).- Valores medios de 10 aislamientos.
(2).- Valores medios de 11 aislamientos.
(3).- Valores medios de 4 aislamientos.
(4).- II II II 3 II

(5).- II If If 4 II
(6).- If II If 2 II
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El aislamiento de DNA marcado plantea los problemas normales 
del manejo de un isotopo radioactivo. Por tanto en la prâctica se évita 
el manejo de grandes volümenes lo que lleva inmediatamente a desechar - 
el fenol como medio de desproteinizacion pues las dialisis posteriores 
o el flujo con eter sulfurico para retirar el fenol dan volümenes cont^ 
minados muy grandes. Entonces se recurre a la desproteinizacion con cl^ 
roformo-isoamilico (segün el mêtodo MARMUR) que resuelve este problems.
La purification de los fagos y de su DNA marcado se realizo como la ya 
descrita para los no marcados.

En nuestro trabajo se utilizaron DNAs marcados con tritio o -
32P o con ambos tanto de bacterias como de fagos SPPl; asî se obtuvo - 

3 3 32DNA- H y DNA- H- P a partir de E. coli TAU-bar cepa requiriente en tim_iO ^
na suministrada por el Dr. HANAWALT. DNA- H de B. subtilis-Thy suminia

3trada por el doctor PORTOLES. DNA- H de B. cereus en cepa no requiriente.
3DNA- H a partir de SPP-1 infectando a la cepa de B. subtilis mencionada

32y por ültimo DNA- P a partir de E. coli B 101. En los Apêndices-II-2, 8 , 
9, 10, 11 y 12 se detallan las condiciones de estos aislamientos.

En las caracterizaciones de todos estos DNAs se omitieron todas 
aquellas que consumen cantidades importantes de DNA como: determinacion - 
de RNA,de proteînas, determinacion colorimetrica de fosforo y de desorri- 
bosa, determinacion cromatografica de bases aunque se calcularon el coefi^ 
ciënte de absorcion molar y el contenido en guanina-citosina por câlculo 
a partir del espectro, efecto hipercromico, determinacion de la TM y con­
tenido en GC a partir de ella; la determinacion del peso molecular y la - 
heterogeneidad molecular por cromatografîa centrifugada en DEAE-Celulosa 
(MINGOT, F. y DAVILA, C.A.; 1974). Por ültimo se hizo un ênfasis especial 
en la determinacion de la actividad especîfica que es por supuesto la ca- 
racteristica mâs importante de estos DNAs. En el Apêndice-II-2-13 se det_a 
lia el mêtodo de determinacion de peso molecular de DNA por cromatografîa 
centrifugada en DEAE-Celulosa. En la Tabla-4- aparece un resumen de los - 
aislamientos de estos DNAs.

II-2-7.- Mêtodos de contaje radioactivo.

En general y dados los isotopos radiactivos utilizados se utilizo 
siempre el contaje en centelleo lîquido a excepcion del caso de las deternm 
naciones cromatograficas de dîmeros de pirimidina donde ademâs y previamen 
te al contaje en centelleo lîquido para la cuantizacion de los dîmeros se
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utilizo el contaje en camara.:de ionizacion en un contador proportional 
Philips.

32A excepcion del contaje de muestras que contienen P que se 
realiza en un medio que tan solo contenia dioxano, el resto de las mez_ 
clas centelleantes fueron esencialmente el medio de Bray, o modifi- 
caciones de êl. Cuando las muestras contenîan altas concentraciones s^ 
linas o pHs extremos se ahadio etilenglicol a la mezcla de contaje para 
lograr su solubilization.

Las condiciones de contaje se buscaron en orden a obtener un 
mâximo de eficiencia compatible con fondos bajos. En cualquier caso y 
para cada tipo de solvente de las muestras medidas se calculo su efi­
ciencia. A continuacion se detallan las diferentes composiciones de 
los medios utilizados y la procedencia de las muestras que se cuentan 
en estos medios:

2 3 4
600ml/I

1

Dioxano
Metanol
Etanol
Etilenglicol
PPO
POPOP
Naftaleno
Tolueno

lOOOml/1

150ml/l 
250ml/l 

7 g/l 
0,25 g/l 

60 g/l

900ml/I 
lOOml/1

29ml/l 
4 g/l 

0 ,2 g/l 
60 g/l

6,9g/l

1000 ml /1

32
En el medio 1 se contaron todas las muestras que contenîan — 

P fuese cual fuese su procedencia. En el medio 2 las muestras proce­
dentes de cualquier tratamiento que las dej ase con alto contenido en - 
sales o fuerte pH como tras cromatografîa centrifugada en DEAE-Celulo— 
sa, gradiente de sacarosa neutro o alcalino, determinaciones de actiyi 
dad enzimâtica que requieran precipitaciones en acido etc. El medio 3 
se empleo en el contaje de muestras de DNA atrapadas en gel de agarosa 
tras electroforesis. El medio 4 se empleo para el contaje de muestras 
que estân contenidas en papel como las procedentes de cromatografîas - 
de papel etc.
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APENDICES DEL APARTADO I1-2

Apêndice II-2-1.- Aislamiento de DNA de E.coli B.; B. subtilis. B. cereus
y M, lisodeickticus. Metodo del laboratorio.

Todas las operaciones menos las indicadas se realizan a 4*C. - 
Todas las centrifugaciones se llevaron a cabo en una centrifuga Sorwall 
refrigerada.

En cada aislamiento se partio de 15 gr de pasta humeda de celu 
los. . La cantidad en la receta se expresa por gramo de pasta.

1 g. de cêlulas se lava en 20 ml de NaCl 0,14 M y se centrifuga 
20 min. a 9.000 rpm (rotor 30). El sedimento se suspendio en 12 ml de una 
solucion al 15% en sacarosa en TRIS 0,03 M EDTA 0,02 HClpH=8,0.

La incubaciôn con Lisozima se realiza en bano de agua a 37*C - 
30 min siendo la concentracion de enzima de 0,5 mg/ml. (44.000 unidades/mg). 
Finalizada la incubaciôn se anade hasta una concentracion final de 0,5% - 
SDS^ al 25% en EDTA^ al 50%. La lisis celular produce un aumento de la vis 
cosidad y transparencia del lisado.

A continuacion se anade al lisado 12 ml de fenol recientemente - 
destilado y saturado con TRIS 0,1 M NaCl 0,15 M pH=9 al 1% de SDS.

La emulsion se consigue habitualmente agitando en matraz Erleme- 
yer durante 30 a 50 min. Alcanzada la emulsion se centrifuga 2 horas a - -
15.000 rpm (rotor 30).

A la fase acuosa asi obtenida se le repite el tratamiento- fenoli 
co y centrifugacion, se pone a dializar frente a solucion 0>15 M NaCl^ 0,0T5M 
citrato sodico en sistema Mariette continue a un flujo aproximado de 1 l/h. 
(Generalmente son necesarios 40 litres para que desaparezca el fenol en un 
aislamiento tipico a partir de 15 grs de pasta de cêlulas). Se utiliza el 
criterio espectrofotomêtrico.

La hidrolisis del RNA se hace mediante incubaciôn en bano de una 
solucion 0,15M NaCl 0,015 M citrato a 37*C durante 5 horas dializando simul 
taneamente (para 15 grs de pasta de cêlulas la dialisis continua se realiTa 
a 3 l/h, lo que consume del orden de 16 litros de solucion salina citrato). 
La mezcla de reaccion contiene 50 mg/ml de RNasa pancreatica y 15 mg/ml de 
RNasa de Tl.

Tras la hidrolisis y dialisis se realizan otras dos desproteiniza 
ciones con fenol. Tras la centrifugacion y dialisis continua de la fase acuo 
sa se realiza el espectro del DNA y si no contiene fenol se détermina su - ~  
contaminacion de proteînas por el mêtodo Lowry (modification del laborato­
rio). Si la cantidad de proteînas es superior al 2% se realizan nuevas des 
proteinizaciones hasta que quede entre uno y dos por ciento.

El DNA asî purificado es precipitado con un volumen igual de eta 
nol y se conserva asî a 4®C.

Cuando no es necesario obtener un DNA de pM superior a 30-50x10^ 
daltons la hidrolisis de RNA se realiza unicamente con RNasa pancreatica - 
50 mg/ml durante 30 min a 37°C en SSC. La RNasa ha sido incubada previamen 
te 10 min a 80*para destruir las posibles DNasas que contenga. Terminada - 
la reaccion se produce la desproteinizacion. Al final la precipitacion se 
realiza ahadiendo 0,33 ml/3 ml de solucion de 3M acetato sodico 10”^M EDTA 
pH=7 agitando. Se anade 1/2 volumen de alcohol isopropîlico frîo que preci 
pita selectivamente DNA y no RNA.

(1) SDS Dodecil suîf^to sodico
(2) EDTA Etilen diamino tetraacetico
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Apêndice 11-2-2.- Aislamiento de DNA bacteriano. Mêtodo Freifelder-Marmur
El mêtodo de aislamiento es el de Marmur aunque la lisis se hace 

segün el mêtodo Freifelder. La desproteinizacion se consigue por desnatura 
cion y precipitacion de las proteînas en la interfase de la emulsion de la 
solucion acuosa del crudo con una mezcla de cioroformo e isoamîlico. La pr^ 
cipitacion del DNA con etanol e isopropanol y la degradacion del RNA por - 
la accion de la RNasa asî como la alta concentration salina y el uso de 
agentes quelantes son procedimientos estandar tambiên utilizados en este - 
mêtodo.
Mêtodo por gramo de cêlulas:

Las bacterias son recogidas por centrifugacion y lavadas con 20ml 
de solucion 0,15M NaCl 0,1 EDTA pH=8. Se centrifuga y el sedimento se resua 
pende en 12 ml de esta misma solucion. La incubaciôn con Lisozima se reali­
za en bano de agua a 37®C 30 min, siendo la concentracion de enzima de - - 
0,15mg/ml (44000 unidades/mg), Finalizada la incubaciôn se anade hasta una 
concentracion final de 0,5 %, SDS al 25 % en EDTA al 50%. La lisis de las - 
cêlulas produce un aumento de la viscosidad y de la transparencia de la solju 
cion.

Al lisado se le anade perclorato sodico 5 M hasta llevarlo a 1 M, 
la alta concentracion salina provista por el perclorato facilita la disolji 
cion de las asociaciones de proteînas acidos nuclêicos. A continuacion se - 
anade un volümen igual de cloroformo-isoamilico en la proporcion 24 a 1 agi 
tando durante 30 min (desproteinizacion segün el mêtodo Sevag-Lackman—Smolear 
por desnaturacion en la interfase).

La emulsion résultante se sépara en capas por centrifugacion de 15 
a 20 min a 12000xg. La fase acuosa superior contiene los acidos nuclêicos - 
que se separan y precipitan con doble volümen de alcohol etilico. El hilado 
se disuelve en 5 ml de solucion salina citrato.

Sobre esta solucion se repite el Sevag las veces necesarias hasta 
que no aparezcan proteînas visibles en la interfase. El sobrenadante obteni 
do despuês de la serie de desproteinizaciones se précipita de nuevo con eta 
nol y el hilado se disuelve en 3 ml de solucion salina citrato.

La eliminacion del RNA se consigue anadiendo I50mg de RNasa mante
niendo durante 30 min a 37®C. El producto obtenido es sometido de nuevo a - 
una desproteinizacion. Las desproteinizaciones se repiten hasta que no apa­
recen de nuevo proteînas visibles en la interfase despuês de la centrifuga­
cion. El sobrenadante despuês del tratamiento final se précipita otra vez -
con doble volümen de alcohol etilico. El hilado de DNA obtenido se disuelve 
en 3 ml de solucion salina citrato 1/10 y se anade 0,1 ml de acetato sodico 
3 M EDTA 1 0 ~ ^  agitando. Despuês se précipita anadiendo 1/2 volümen de al­
cohol isopropilico.

El DNA précipita asî en forma de fibras que se pegan a la varilla 
del agitador; el RNA, oligorribonucleotidos y polisacaridos celulares o cap_ 
sulares que puedan quedar, permanecen disueltos mientvas que las fibras de 
DNA se pegan a la varilla. Las fibras asî obtenidas se conservan a 4®C hasta 
que se desee usar el DNA.

Apêndice II—2-3.- Aislamiento de DNA de Timo de temera. Mêtodo de KAY
50 gr. de timo de temera congelado se homogenize con 200 ml de 0,15M 

NaCl 0,015m citrato sodico. Tras 3 lavados con el mismo volümen de la misma 
solucion mediante centrifugacion y resuspension del homogeneizado, se resus 
pende finalmente en 1 litro de solucion salina citrato.
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La lisis total se consigue al anadir 90 ml de solucion de SDS 
al 5% en etanol al 50% agitando durante 3 horas. Tras ajustar a 1 M NaCl 
se deja a 4®C durante la noche, Despuês se centrifuga a 800 rpm durante 
4 horas en centrifuga refrigerada. El sobrenadante obtenido se précipita 
con un volumen igual de Etanol; con ayuda de una varilla se hila el DNA 
precipitado que se disuelve en 700 ml de NaCl 10~^M.

A la disolucion se le anade 65 ml de SDS al 5% en etanol al 50% 
agitando durante 3 horas. Tras ajustar a 1 M NaCl se deja a 4®C. Centm 
fugaciôn y precipitacion del sobredenante con etanol. Redisolucion en - 
solucion salina 10“^M. Este conjunto de operaciones se repite 3 veces - 
mas.

Tras la ultima precipitacion con alcohol de 96® las fibras se 
lavan con alcohol de 80®, de 96® y despuês con acetona. Evaporada la ac^ 
tona se seca el DNA en un desecador de vacio. El DNA asî obtenido se coti 
serva a 4®C. Por disolucion de una parte pesada previamente, en solucion 
salina citrato y tras obtener el espectro de absorcion U.V. del DNA se - 
détermina la riqueza del DNA desecado. De la misma solucion se détermina 
el contenido en proteînas y el peso molecular del DNA.

Apêndice II-2-4.- Determinacion de acidos nuclêicos, Metodo de Schmidt-
Thanhanser

La determinacion de acidos nuclêicos por este mêtodo en su ver_ 
sion actualizada por Munro consiste en esencia en la determinacion de la 
cantidad de acidos nuclêicos solubles en acido, es decir, de acidos nu- 
cleicos no macromoleculares o muy degradados, para determinar despuês - 
consecutivamente acidos ribonucleicos macromoleculares por hidrolisis - 
alcalina y posterior separation de los acidos deoxirribonucleicos macr^ 
moleculares por precipitacion y filtration en acido. La determinacion - 
de los acidos deoxirribonucleicos se realiza posteriormente por hidro­
lisis de estos en medio acido. En todos los casos la évaluation de la - 
cantidad de acidos nuclêicos en cada fraction se realiza espectrofotomê 
tricamente frente a patrones sin muestra que han sufrido paralelamente 
todas las etapas.

Las precipitaciones previas a las filtraciones se realizan en 
frîo y el control intemo del buen funcionamiento de cada etapa se lleva 
a cabo mediante patrones de RNA de levaduras y de fagos purificados como 
muestras de DNA puro.

Los contrôles y las muestras por triplicado. Las muestras de - 
DNA conteniendo aproximadamente 1 mg de DNA en 5 ml. Se le anade 5 ml de 
acido perclorico (PCA) 0,4 N frîo y se deja precipitando en bano de hielo 
durante 15 minutos. Se filtra en Millipore de 0,40 micras de diâmetro de 
poro. Se lava dos veces con 5 ml cada vez de PCA 0,2 N. El filtrado conn 
tituye la fraction soluble en acido. Al precipitado se le trata con 5 ml 
de hidroxido potasico 0,3 N a 37®C en bano de agua durante una hora. Deg^ 
puês se enfrîa y se anade 5 ml de PCA 0,4N manteniendolo en frîo durante 
J.5 minutos. Despuês se filtra y se lava el precipitado dos veces con 5ml 
cada vez de PCA 0,2N. El filtrado asî obtenido es la fraction RNA. El s^ 
dimento se resuspende en 5 ml de PCA 0,6N y se hidroliza a 70®C durante 
20 minutos en bano de agua. Despuês se enfrîa y se filtra, lavando el - 
pr&cipitado dos veces con 5 ml de PCA 0,6N. El filtrado asî obtenido cons_ 
tituye la fraction DNA,

La concentration de las diferentes fracciones se détermina es
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pectrofotometricamente midiendo la absorcion en el mâximo de la region 
entre 240 y 3^0 nm y teniendo en cuenta que una unidad optica de frac­
tion acido soluble o de fracciôn RNA équivale a 33 A/g y 40 para el caso 
de la fraction DNA.

Apêndice II-2-5.- Determinacion colorimetrica de proteînas. Mêtodo de
Lowry.

El mêtodo de Lowry de determinacion de proteînas esta basado 
en la réduction de estas por la presencia del ion Cû ]̂  solubilizado por
la presencia de tartrato y en la réduction de reactivo de Folin-Ciocalteu
(Fosfomolibdico-Fosfotugstico) por la tiroxina y el triptofano présentes 
en las proteînas.

Las muestras y los patrones se ajustan a 1 ml. Como solucion - 
patron se utilizo una solucion de Seroalbumina boyina ajustada a 50^^/ml 
espectrofotomêtricamente en hidroxido sodico 0,1 M. Muestras que contie­
nen desde 50y&Ag hasta 250yk/g se procesan por duplicado. Las soluciones - 
utilizadas fueron:
A.- Solution de carbonato sodico al 2% en hidroxido sodico 0,1 M.
B.- Solucion de sulfato de cobre al 0,5% en tartrato potasico al 1%.
C.- Solucion de 50 partes de solution A por 1 de B.
D.- Reactivo de Folin-Ciocalteu diluîdo 1 a 1 en agua destilada.

A las muestras y patrones se les anade 5 ml de solucion C, se
agita y se deja durante 10min al menos a temperatura ambiente antes de ahn
dir 0,5 ml de solucion D. Tras agitation se espera exactamente 30 min.antes 
de medir el color desarrollado frente a los contrôles a 757 nm.

Con el fin de aumentar la sensibilidad del mêtodo hasta el pun 
to de poder determinar concentraciones del 0,5% de proteînas en prepara- 
ciones de DNA sin necesidad de gastar grandes cantidades de la prépara­
tion se modifico el mêtodo de la sigudente forma: Se concentré la solu­
tion A 5 veces con lo que se pudo aumentar el volumen de la muestra hasta 
5 ml. Como curva patron se utiliza la que se obtiene con concentraciones 
de 5 a 25JX% de proteîna por ml. La lectura del color desarrollado se - 
realiza en cubetas de 5 cm de paso optico.

Apêndice II-2-6.- Determinacion de fosforo mêtodo de Griswold.
Se trata de la .determination colorimetrica del fosforo liberado 

previamente por la hidrolisis exhaustive del DNA. La concentracion del - 
fosforo se détermina por comparacion con una curva patron. A partir de - 
este valor de concentracion de fosforo y del valor de la absorcion a — - 
260 nm de la muestra de DNA se détermina el coeficiente de absorcion mo­
lar.

Las muestras, patrones y contrôles se procesan por triplicado.
Como patrones se utilizan muestras con concentraciones de 0,1, 0,2, 0,3,
0,4 y 0,5^Amoles/ml. El control se compone exclusivamente de agua desti- 
lada. Toêos ellos en un volumen total de 1 ml. El material de vidrio a - 
emplear deberâ de estar extremadamente limpio dada la sensibilidad del me 
todo. La solucion madré de fosforo se prépara a partir de fosfato mon_o 
potasico desecado.

Todas las muestras se hidrolizan con 1 ml de sulfurico 10 N. a 
150®C durante 45 min en bano de arena. La temperatura se sube paulatinamente,
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Tras enfriar se anade 0,1 ml de agua oxigenada de 30 V. y se pone 20 min 
a 150*C de la misma forma, Tras enfriar se anade 1 ml de agua destilada 
y se mantiene 10 min en Bano de agua a 100®C,

Tras la hidrolisis la colorimetrîa se realiza al anadir 1 ml 
de molibdato amonico al 2,5% en agua destilada y 1 ml de reactivo ANSA 
(6 g de bisulfito sodico, 0,2 g de sulfito sodico anhidro, 0,1 g de - 
acido amino-naftol-sulfonico, todo en 100 ml de agua destilada) y aju^ 
tar el volumen a 10 ml. (generalmente anadiendo 7 ml de agua destilada). 
La mezcla se pone despuês 10 min a 100®C en bano de agua, Tras enfriar 
Bruscamente se mide la absorcion del color producido frente a los blan 
cos a 820 nm, mâximo de absorcion del complejo fosfomolibdico. El rea^ 
tivo ANSA debe de estar recientemente preparado.

Apêndice II-2-7.— Determinacion colorimêtrica de deoxirribosa. Mêtodo
de DisRe modification de Burton

La reaccion de la difenilamina con la 2-deoxirribosa fue de^ 
crita por Dishe y modificada posteriormente por Burton. En medio acido 
la reaccion rinde aldehido W-hidroxilevulinico produciêndose un intenso 
color azul. En las condiciones utilizadas la reaccion solo se produce 
con las deoxirribosa unidas a bases puricas por lo que el resultado de 
la determinacion debe de ser multiplicado por dos, Como muestras patron 
se utilizan concentraciones de 0 a 0,5^^Amoles/ml de 2-deoxiguanosina. - 
Los patrones y muestras se ajustan a 2 ml, A los 2 ml se les anade 4 ml 
de reactivo recientemente preparado que contiene: 0,75 g de difenilami­
na en 50 ml de acido acetico gladial al que se le anade 0,75 ml de sul­
furico concentrado y 0,25 ml de acetaldehido a 16 mg/ml. El desarrollo 
de color se realiza durante 16 a 30 horas en la oscuridad. La determi­
nation del color desarrollado se realiza espectrofotomêtricamente a - 
600 nm. Del orden de 3 Unidades Opticas a 260 nm de DNA son necesarios 
para una Buena determinacion de deoxirribosa en estas condiciones.

3Apêndice II-2—8 .— Produccion de DNA- H de SPPl

Bacilus subtilis 168 Thy Trp crecido durante la noche se - 
utiliza como inoculo para crecer en un medio definido suplementado con 
los requerimientos especificos de la cepa. Su composition es:

Bases minérales :
NaCl 1 X 10”  ̂M
KCl 2 X 10": M
MgCl, 5 X 10"^ M
CaCl, 1,4 X 10"^ M
Na.SO, 3,5 X ICT^ M
FeCl] 7,4 X 10"^ M

Solucion tampon:
K HPO, 4,4 X 10“  ̂M
KH^PO^ 2,2 X 10 M

Fuente de N^:
NH^Cl 5 X 10"^ M

Fuente de C:
Glicerina 0,22 %
Glucosa 0,20 %
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Aporte peptfdico:
Ac. Casaminico 1 %

Requerimientos metabdlicos de la bacteria:
Timina- H 1,5 mg/ ml. Act. Esp. = 1,5 a 3 Ci/mM
L-Trip. 80 mg/ ml.

Requerimientos cationicos para la infection de los fagos:
MnS04 0,1 X 10"^ M
MgSO^ 0,1 X 10" M
Tras 3 horas de agitation a 37®C el cultivo alcanza 0,71 UO/ml

a 500 nm (10 cêlulas/ml). En este momento se infecta con el fago SPPl a
una multiplicidad de infection de 1 fago por cada 50 bacterias. Tras la 
lisis que se verifies durante la noche los fagos se purifican por el mi^ 
mo mêtodo que el ya descrito para los fagos SPPl no marcados. (Apêndice 
II-1-3). El rendimiento de DNA viene a ser de 1 a 2 mg por cada litro de 
lisado.

Apêndice II-2-9.- Produccion de DNA-^H de B. subtilis.
B. subtilis 168 Thy Trp se crece en medio definido suplement^a

do con timina y triptofano en estufa a 37®C en matraz ..Erlemeyer a 250rpm
de agitation. El medio de cultivo es el desarrollado en el Anêndice-12- 
(Ver II-8-12) a excepcion de que no se le pone MnSO^ ni MgSO^. La timina 
empleada fuê 1,5 g por litro de 4 Ci/mM. Las cêlulas se recogen al dia - 
siguiente por centrifugacion en Sorwall refrigerada a 3000xg durante 30min.

El aislamiento del DNA se realiza por el mêtodo FRIFELDER-MARMÜR 
descrito en el Apêndice 11-2-2.

^ 3Apêndice II-2-10.- Produccion de DNA- H. de B. cereus.
B. cereus se crece en medio definido (Ver apêndice 11.1,2) durante 

la noche. El inôculo asi preparado se diluye en este mismo medio hasta - 
que queda a 0,1 UO/ml a 450 nm. Se mantiene a 37®C con agitation a 250rpm 
hasta que alcanza 0,5 UO/ml; entonces se anade 15 ml de H-timina a 65,4 
mg/ml a 4 Ci/mM y 350 mg de 2-dexoguanosina. Se deja crecer asi durante 
6 horas mas. Tras la recogida de las cêlulas el DNA se aisla segün el mê 
todo FREIFELDER-MARMUR ya descrito en el Apêndice 11-2-2. Los resultados 
obtenidos con este modo de marcado en una estirpe bacteriana no requirien 
te genêtico aparecen en la Tabla-II-4. (Ver II-2-6). ""

Apêndice II-2-11.- Produccion de DNA-^^P de E. coli B 101.
32El DNA- P fue aislado a partir de cêlulas de E. coli B 101 cr^ 

cidas en medio E. coli TAU bar (Apêndice 11-2-12) pero sin suplementar - 
con aminoacidos ni con timina. Sin embargo se les suministro 5 mCi de P 
poÇ cada litro ademâs de 10 mg de PO4 HNa2' La recogida de las cêlulas y 
el aislamiento del DNA segün el mêtodo ya descrito en el Apêndice XI-2-2.

3 3 32Apêndice 11-2-12.- Produccion de DNA- H y de DNA— H— P de E. coli TAU bar
E. coli TAU bar Thy" Trp" se crece en matraz Erlemeyer a 37®C 

y con agitation a 250 rpm. Las cêlulas se recogen por centrifugacion a - 
30Q0xg 30 min en centrifuga Sorwall refrigerada. El aislamiento del DNA se
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realiza por el metodo FREIFELDER-MARMUR descrito en el Apêndice XI-2-2. 
En general en las producciones de DNA-^H- P se enfrian las cêlulas al 
mezclarlas con una cantidad 2 veces mayor de cêlulas frîas que han sido 
crecidas en este mismo medio pero sin marcadores radioactivos. Los me­
dios utilizados para el crecimiento de E. coli TAU bar para estos marc^ 
j es fueron:

3,Sales
KCl
MgCl,
NaaSÔ^
32p ■

Solution Tampon 
Na^HPO,
TRIS
HCl
Fuente de carbono 
Glucosa
Suplementos
Arginina
Prolina
Metionina
Triptofano
Uracilo
Timina
Fuente de N 
NH^Cl

26 mM 
25 mM
2,5 mM

25 mM 
0,099 mM 

hasta pH=7,4

0,5% (w/v)

0,02%
0,02%
0,02%
0 ,02%
0,02%

500mg/l l,5-3Ci/mM

40 mM

26 mM 
25 mM
2,5 mM 
10 mCi/litro 
10 mg/litro

25 mM 
0,099 mM 

hasta pH=7,4

0,5% (W/V)

0,02%
0,02%
0,02%
0,02%
0,02% ! 

500mg/l 1,5-3Ci/mM

40 mM.

Apêndice II-2-13.- Cromatografîa centrifugada en DEAE-celulosa de DNA.
25g de DEAE-celulosa Watman DE-81 se trocean, se resuspenden en agua y 

se pulverizan. La pulpa asî obtenida se escurre y resuspende en NaOH 1 M 
y se deja asî durante I hora, tras la cual se lava con agua destilada - - 
hasta que se alcanza de nuevo el pH 7. Entonces se seca al aire para su - 
almacenamiento y conservation a 4®C tras lavarla con tampon fosfato SORE^f 
SEN 10*2 M.

La cromatografîa se realiza en unas columnas disenadas al efecto 
que poseen dos compartimentos comunicados por un gran numéro de pequenos 
agujeros. En el compartimente superior se introducen 0,5 g de celulosa re 
suspendida en 15 ml de agua destilada y se centrifuga en MARTIN-CRISS a - 
aproximadamente 150 x g. Una vez formada la pastilla la columna esta lista 
para la carga y eluccion del DNA.

La carga de DNA no debe de ser superior a 50CyAg para seguridad 
en su funcionamiento y no inferior a 150/U.g para la defection y cuantiza­
cion de las fracciones espectrofotometricamente. Cuando se trata de DNA - 
marcado isotopicamente la cantidad sera dependiente de la actividad especî 
fica del DNA pero siempre muy inferior al caso de DNA no marcado. Las con 
diciones en las que tiene que encontrarse el DNA se reducen a: Fuerza - - 
ionica inferior o igual a 0,2 M Na y pH proximo a 7.

En las condiciones de carga descritas el DNA se retiene en la - 
pastilla, se pasa a continuacion 10 ml de cada una de los eluyentes que -
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aparecen a continuacion, acelerando su paso por centrifugacion y los elu^ 
dos se recogen en la parte inferior de la columna de donde se extraen an­
tes del paso del siguiente eluyente. En estos eluîdos se détermina la can 
tidad de DNA por espectrofotometria o contaje en centelleo lîquido. A par^ 
tir de estos valores se détermina el porcentaje en peso de muestra de ca­
da eluyente. Cada eluyente tiene asignado un peso molecular, de esta forma 
se puede calcular la contribution al peso molecular medio del DNA de cada 
una de las fracciones ademas de su peso molecular: PMm=^0 ,OA.xPM.; donde - 
0,OA^= tanto por 1 de la fraction i y PM^= peso molecular de la fraction i.

ELUYENTE COMPOSICION PM x 10^
1 0,01M Fosfato (sorense) pH=7,0 —
2 0,01M M II II 0,14M NaCl ——
3 0,01M tl II II 0,50M NaCl 0,5
4 0 ,01M ft II II 1,50M NaCl 0,5
5 2M NaCl 0,2M NH.OH pH = 10,9 2
6 2M NaCl 0,4M NH OH pH = 11,1 6
7 2M NaCl 1,0M NH^PH pH = 11,4 17
8 l.OM NH, OH pH = 14,0 50

11,3.- Irradiaciones y dosimetrîas.

11,3.1.- Description de los sistemas de irradiation empleados.

Se utilizaron dos tipos de lamparas que proporcionan luz U.V. - 
para la irradiation de DNA: Lamp aras de alta presion de Xenon, que se ca- 
racterizan por producir un espectro contînuo de luz U.V. y lamparas de b^ 
j a presion de Mercurio que producen esencialmente luz U.V. a 254 nm.

Las lamparas de Mercurio utilizadas fueron del modelo PEN-RAY -
cuyo espectro analizado en un espectrografo de émision utilizando como -
patron de referencia el espectro del hierro, demostro no solo la enorme -
proporcion de luz U.V. de 254 nm frente a otras minoritarias, sino tambiên
la pureza del gas contenido en la lampara. Con estas lamparas se utilizo
un dispositivo que permitîa el uso de dos de estas lamparas que ilumina-
ban sendas taras de una cubeta de cuarzo de 2 cm de paso optico en la que
se irradiaron muestras de 5 ml. con una superficie total expuesta a la luz 

2de 439 ram .

Las lamparas de Xenon se utilizaron en un monocromador de alta
intensidad BAUSCH and LOME. La monocromacion utilizada fue tal que por c^
da unidad de intensidad de la longitud de onda deseada se deja pasar tambiên
0,5 unidades de esa longitud de onda —5nm y 0,1 unidad de esa longitud de onda
—lOnm. En este dispositivo se empleo una cubeta de 1cm de paso optico en la que

2se irradiaron muestras de 2 ml y con una superficie de exposition de 90 mm .
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Ambos dispositivos, el de las lamparas de Mercurio y el de la lampara de
xenon aparecen esquematîzados en la

Las condiciones a que fueron sometidas las soluciones de DNA - 
para su irradiaciôn, se pensaron en orden a dos intenciones principales; 
de una parte se puso el DNA en condiciones en las que no ocurriesen otros 
tipos de reacciones fotoquîmicas que dieran lugar a otras secundarias que 
afectaran al DNA, En este sentido se puso especial ênfasis en la eliminn
cion del oxîgeno disuelto en la solucion para lo que la solucion de DNA
en SSC Co,15 M NaCl, 0,015 M Citrato sodico) y las muestras que se estân 
irradiando se sorneten a un burbujeo de nitrogeno (59) libre de oxigeno,30 
min antes de la irradiaciôn en bano de hielo y despuês contînuamente du­
rante la irradiaciôn. El nitrôgeno se libera de oxîgeno y se humedece - 
previamente mediante su paso a travês de un tren de lavado, que esta fo_r 
mado por una solucion acuosa de sal sôdica de antraquinona-2-sulfonato e 
hidrosulfito sodico en hidroxido sodico, seguida de dos frascos lavadores 
que contienen agua destilada.

De otra parte, la concentracion de las soluciones de DNA emplea 
da para la irradiaciôn fuê de 75yUg/ml, es decir, una soluciôn de DNA que 
esta a 1,5 U.O, de absorcion a 260 nm, Asî se asegura la absorciôn d e ­
là mayor parte de la luz incidente para casi todas las longitudes de onda 
estudiadas.

11.3,2,- Dosimetrîa quîmica basada en la réduction de ferrioxalato potasico. 
CJAGGER, j .) (PARKER, C.A,; 1953) (PARKER, C.A.; 1954) (HATCHARD, C.G. y 
PARKER, A.; 1956),

De los très tipos de dosimetrîas empleadas, la basada en la redun 
ciôn del ferrioxalato potasico en medio acido es un tipo de actinometrîa - 
sensible no solo a la luz U.V. sino tambiên a la luz visible por lo que - 
las determinaciones han de realizarse en la oscuridad.

3+La réduction fotoquîmica del Fe se produce por la transferencia
fotoinducida de un electron desde uno de los ligandos oxalato del complejo

^ 3+ferrioxalato potasico hasta el Fe . Esta réduction va acompahada de la -
formation de un radical iôn oxalato que dependiendo de las circunstancias
expérimentales tiene varios caminos para su estabilizaciôn:
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CC2P^)Fe — ————————— —  Fe + €2^^
+ ( C 2 P ^ ) F e ------— ----  —  Fe^ + C20^ + 2CO2

C204" + C204

2CO2 + 0 - 
2C02 + C204

2 -

La mayor o menor importancia de las dos ultimas reacciones hace
- 2+ >ique el rendimiento cuantico de formation de Fe se aparté del valor teo- 

rico de 2. Sin embargo despuês de los trabajos de Farther y otros (C.A, - 
PARKER; 1953, 1954. HATCHARD, C.G. and PARKER, C.A. 1956) se conocen con 
toda precision los valores reales de dichos rendimientos para amplias zonas 
del espectro.

A continuacion en la Tabla-II-5 se exponen los resultados obtend^ 
dos por estos autores en la determinacion del rendimiento cuantico de la - 
reaccion a diferentes longitudes de onda y por diferentes mêtodos. Como se 
observa el valor del rendimiento cuantico en la zona del U.V. estudiada y 
que es la que nos interesa, permanece constante,

TABLA-II-5.

Rendimientos cuanticos de la réduction fotoinducida del ferrioxalato pota— 
sico en las condiciones utilizadas en funcion de la longitud de onda.

X nm C.A.Parker 
(1953)

Por comp. con 
Act. de Ura. 
C.G.Hatchard 

(1956)

Por comp. con 
Termopila cal. 
C.G.Harchard 

(1956)

Por comp, con 
Ferrioxalato 
a 436nm usan 
do termo. cal. 
C.G.Harchard 

(1956)

Valores
utilizados
en:
Moles/Einst.

436 ——* 1,12 1,11 1,11 1,11

405 - 1,14 1,18 1,13 1,14
365/6 - 1,16 1,26 1,22 1,21
361/6 - — —
334 - 1,25 — 1,21 1,23
313 - 1,23 — 1,24 1,24
302 1,21 - — - 1,22

297/302 - 1,24 — -
280,4 1,23 — — - 1,23
265,4 1,23 —— — - 1,23
257,0 1,24 —— — —— 1,24
254,0 1,23 1,22 — 1,29 1,247
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Los cristales de ferrioxalato potasico se preparan mezclando 3 
volümenes de 1,5 M oxalato potasico y un volümen de 1,5 M cloruro fêrrico 
con agitation, El ferrioxalato potasico precipitado se recristaliza très 
veces desde agua c alien te secando en corriente de aire a 45** C . Todo el - 
proceso debe llevarse a cabo en la oscuridad o bajo luz de lamparas rojas 
y en todo caso de longitud de onda superior a 500 nm.

La solucion actinométrica se prépara ajustando a 0,0006 M ferr^ 
oxalato potasico en sulfurico 0,1 M, La soluciôn asî preparada debe censeur 
varse en la obscuridad y en frascos de color topacio, El desarrollo de en 
lor se produce al anadir 1/6 del volümen irradiado de solucion 1,10 fenan 
trolina al 0,1% Peso/Volümen, 1,8 N acetato sodico en sulfürico 1,08 N. - 
La mezcla de réaction da un pH de 3,5. El desarrollo de color es practical 
mente instantanée aunque sin embargo se esperô siempre 30 min antes de m^ 
dirlo a 510 nm frente a un blanco no irradiado. Se utilizo a tal fin un - 
SPECTRONIC -SP - 700, Aunque la agitation no es estrictamente necesaria - 
se agitô por burbujeo de nitrôgeno libre de oxîgeno.

La respuesta espectrofotometrica es lineal hasta un valor de a^
sorciôn de 0,7 en cubetas de 0,5 cm de paso optico y por encima de 1,0 en
cubetas de 1 cm a 4 cm de paso. Una absorciôn de 1,0 en cubeta de 1 cm de

24- 5paso se produce por una concentration de Fe de 9,05 x 10 M, lo que sup2  

ne un coeficiente de extinciôn molar de 11.050. Una absorbencia de 0,002 
en cubeta de 1 cm de paso, représenta 6,3 x 10 moles de ferroso como - 
lîmite inferior de detection. En la prâctica cantidades de ferroso del or_ 
den de 100 veces mâs pueden ser detectadas con un error del orden del 1 - 
al 2%. En definitiva pues, en la prâctica la soluciôn actinométrica debe 
de irradiarse el tiempo suficiente para producir una concentration de Fe­
rroso entre 5 x 10^ y 3 x 10  ̂moles/ml.

La calibration se realizo utilizando cantidades diferentes de - 
sulfato ferroso en sulfurico 0,1 N y realizando las oportunas diluciones. 
La soluciôn madré del sulfato ferroso se preparô cada vez que se deseô - 
hacer una calibration,

A partir de los micromoles de ferroso producido, el câlculo de
2la tasa de fluencia energetica en ergios/mm g se realiza teniendo en cuenta
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el volumen tras el desarrollo de color, el tiempo de irradiaciôn, la super 
ficie expuesta al haz de luz, el valor del Einstein a esa longitud de onda 
y el rendimiento cuantico. Es decir:

(Fê '*') V E( X ) _ -2 - 1Tasa de Fluencia Energetica=  -------------------  = Ergios mm sS 0
(Fê *̂ ) = moles Fe "*'/ml s
V = Volumen en ml.
E(X) " Einstein cA ) en Ergios

2S = Superficie en mm
0 = Rendimiento cuantico en Moles/Einstein ( A )

II.3.3.- Dosimetrîa quîmica basada en la réduction de la Leucobase de Verde 
de Malaquita (L.V.M.). (HARRIS, L. et al. 1935) (JOHNS, H.E. 1969)

Harris et al. (1935) demostraron las ventajas que la leucobase - 
de verde de malaquita poseîa para su uso en actinometrias en la zona U.V., 
frente a otras leucobases que tambiên absorben luz ultraviolets. Los crista 
les de L.V.M. son del orden de 30 veces mas solubles en soluciones alcoho— 
licas, ademâs poseen una banda bien definida en la zona U.V. entre 330 nm 
y 220 nm asî como que producen un fotoproducto astable en soluciones alc_o 
holicas a pH acido que es de color verde, lo que le hace mâs facilmente - 
medible. En efecto el fotoproducto formado posee una banda de absorciôn - 
con un mâximo bien definido a 622 nm. La absorciôn molar a 622 nm de este 
fotoproducto es muy alta 106.300 segün datos de Fisher et al (1967).

El rendimiento cuântico de la reaction fotoquîmica ha sido estji 
diado sucesivamente por très grupos de trabajo, Los valores obtenidos por 
todos ellos aparecen en la Tabla-II-6. De su comparaciôn queda clara la - 
no dependencia del rendimiento cuântico con la longitud de onda én la zona 
U.V. desde 300 nm hasta 225 nm, El valor en esta zona es muy proximo a —  
1,00. S in embargo los datos mâs recientes encontrados por Fisher et al, - 
(1967) dan valores de 0,91-0,01. La diferencia con los otros autores estâ 
tambiên en el coeficiente de absorciôn molar del fotoproducto a 622 nm ya 
que los otros autores utilizan como valor de este coeficiente y a 620 nm 
94.900. En nuestro trabajo hemos utilizado los valores de Fisher.

3El coeficiente de absorciôn molar de la L.V.M. es de 5x10 o - 
mayor entre 220 nm y 313 nm. A longitudes de onda mayores la absorciôn es



1 00

muy pequena, por lo que no puede ser usado como dosimetro en la zona del 
visible y en la practica su uso no es recomendado por encima de 320 nm.

La solucion actinometrica se prépara disolviendo la L.V.M. en 
etanol redestilado ya que cualquier impureza presente en el etanol y que 

absorba en la zona U.V. puede afectar a la medida realizada. El metanol - 
se ajusta a 1 mM HCl La acidez comunicada por el HCl estabiliza el foto- 
producto formado durante la irradiacion. La solucion se ajusta a 1,5 UO 
a 270 nm. Dado el espectro de absorciôn de la L.V.M. es necesario despuês 
tener en cuenta un factor de absorciôn para cada longitud de onda.

TABLA-II-6

Rendimientos cuanticos de la réduction fotoinducida de la L.V.M. en las
condiciones utilizadas en funciôn de la longitud de onda

X nm Por comp. con Por comp. con Por comp. con
termopila cal. termopila cal. termopila cal.
Harris and Ka Calvert and Re Fisher e»t al.
minsky (1935) chen (1952) (i96yb.

225 —" — 1 ■

248,7 1,046
+253,7 1,003-0,013 1,00-0,02 0,91-0,01

265,4 1,007-0,012 1,01-0,02

280,4 — 0,90
296,7 0,994 —
313,0 0,995-0,018 0,99-0,03
334,2 0,985

La L.V.M. se prépara a partir del oxalato de verde de malaquita 
y de cianuro potasico. El crudo obtenido se purifica por cristalizaciones 
y destilaciones sucesivas.

-*  ̂ 2ZI calculo de la tasa de fluencia energetica, en ergios/mm S,
a partir del numéro de moleculas de fotoproducto formado es funciôn del - 
volumen de solution actinometrica irradiada, del coeficiente de absorciôn 
molar del fotoproducto y de la absorciôn del fotoproducto formado ademas 
del numéro de Abogadro. Es decir;
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Ag22~ Absorciôn del fotop.

N° de molec transf-Ag^^a/Eg.pv.N ^622= del fotop.
V = volumen en litros
N s 6,QQ2 X molec x mol ^

El numéro de fotones absorvidos esta relacionado con el numéro de moleculas
transfomadas mediante el rendimiento cuantico y el numéro de fotones inc_i
dentes con el de absorvidos por un factor de absorciôn que tiene en cuenta
el espectro de absorciôn de la L.V.M. Es decir;

A&ZZ V NN® de fot. inc. = ---^--- donde 0 = n® de molec. trans/fotôn abs.
^622 ^

n® de fot. inc. = n® de fot. abs. / Factor de abs.
donde fact, de abs.= (1-e ^

decir: A , „  V N
r  de fot. inc. =

Si ahora pretendemos saber la energîa que supone este numéro de
fotones incidentes en unidades de tasa de fluencia energetica, tendremos
en cuenta la energîa de los fotones a la longitud de onda de que se trate 
asî como la superficie expuesta a la radiaciôn y el tiempo de irradiation, 
oseai

—2 7„ o , c  ̂ h= Const, de Planck= 6,22 x 10 ergios x sE = n de fotones inc. n y  °
y = Frecuencia de la luz = c/X 
c= Vel. de la luz = 3 x 10 cm/s

Af__ V N 11 c
K = ------6̂22  ̂F X

\= Long, de onda en cm - Xnm x 10 ^ cm.

2Siendo la superficie de irradiation en mm y t el tiempo de irra
d iaciôn en segundos queda:

A VV - N h G ^ 622
^ ^622 ^ ^ A i  2 C

Agrupando constantes y poniendo el volumen en ml, queda:

E .(Ergios/mm^ s) = x ---

Los factores de absorciôn se calcularon estudiando la absorciôn 
a las diferentes longitudes de onda del espectro U.V. de una soluciôn de 
L.V.M. ajustada a una absorciôn maxima de 1,5 a 270 nm. En la Tabla-II-7 
que aparece a continuaciôn aparecen estos factores en funciôn de la lon­
gitud de onda asî como el valor de la constante que queda en el primer -
termino de la fôrmula anterior, es decir el valor de 11,65 x 10  ̂ X. F.
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TABLA -II- 7,

Factores de absorciôn a diferentes longitudes de onda y' constantes para
el calculo de la casa det fluencia energetica segün la ecuaciôn anterior

\  nm F = (1- -2,30 A■e ^) C i = 11,65 X 10i S  X  i F. _

230 0,763 6,62 X 10^
240 0,642 7,54 X 10 '̂
250 0,822 5,65 X io‘‘
254 0,910 5,02 X
260 0,943 4,74 X 10^
270 0,968 4,45 X 10^
280 0,899 4,62 X 10^
290 0,655 6,12 X 10^
300 0,528 7,13 X 10^
310 0,494 7,59 X lo"̂
320 0,421 8,63 X lo"̂

II-3-4.- Dosimetrîa quîmica basada en la reduccion del pxalato de uranilo 
(GLICK LEIGHTON, N. y SHANNON FORBES, G.; 1930) (BRACKETT, F.P. y FORBES, G.S
1933)(FORBES, G.S. y HEIDT, L.J.; 1934).

La fotolisis del oxalato de uranilo, por réduction de éste y de^ 
composition del oxalato ha sido muy utilizada en fotoquimica debido sobre 
todo a las ventajas que présenta sobre la de ferrioxalato potasico. Estas 
son principalmente las derivadas de que el rendimiento cuântico de la foto 
lisis del oxalato de uranilo caiga bruscamente a partir de 460 a 480 nm pa 
ra dar un valor de cero a 500 nm. Es decir, su gran insensibilidad a la — 
luz visible.

Por los trabajos de Forbes G.S. (W.G. Leighton and G.S. Forbes; 
1930, F.P. Brackett and G.S. Eorbes; 1933 y G.S. Forbes and L.J. Heidt; -
1934) se conocen hoy perfectamente los valores de los rendimientos cuânt^
COS en una amplia zona del espectro U.V.. Ver Tabla-II-8. Ademas estos se 
han determinado con soluciones de diferentes concentraciones de uranilo y 
oxalato y a diferentes temperatures por lo que se conocen tambien las con 
diciones de maxima sensibilidad y rendimiento de la reaction. El metodo no
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es aeonsejable sin embargo para longitudes de onda por debajo de 210 nm.

TABLA-II- 8

Rendimientos cuanticos de la reduccion fotoinducida del oxalato de uranilo 
en funciôn de la longitud de onda y de las condiciones de temperature

^nm 0,01 M UO^SO^ 0,01 M UO SO 0,01 M ÜO^SO^ 0,02 UO^CCH^-CO^)
0,05 M  HgC^O^
Leighton and 
Forbes 1930 

25® 9,8*0

0,05 M
Brackett and 
Forbes 1933 

28®C

0,05 M
Forbes and 
Heidt 1934

0.10

Valor utilizado en 
este trabajo a tem 
peratura ambiante.

208 0,48
210 0,51
240 0,62
253 0,63
254 0,64 0,62
255 0,60
260 0,62
265 0,58
278 0,59
279 0,59
280 0,62
300 0,57 0,62
313 0,56 0,53 0,56
366 0,49 0,47
406 0,56
435 0,58
460 0,40
494 0,00

En nuestro caso se utilizo acetato de uranilo en lugar de sulfato 
de uranilo a una concentréeion final de 2 mM en oxalico 10 mM. Las solucio­
nes madrés 4 mM acetato de uranilo y 20 mM oxalico se conservan en frescos 
de color topacio. La determinaciôn del âcido oxalico descompuesto se realize 
mediante permanganimetria, utilizando una bureta automâtica ABU—12 y un - — 
peachimetro automâtico pHM-64 ambos de Radiometer,
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A partir del câlculo de los miliequivalentes de permanganato 
consumidos, el câlculo de la fluencia energetica se realiza teniendo en 
cuenta el volumen valorado, el volumen de muestra irradiado, la superf^
cie de exposiciôn de la cubeta, el tiempo de irradiation y el rendimien

2to cuântico de la reacciôn.'Para el caso de tasas en ergios/mm S:
Sea;
V = volumen de muestra valorada en ml,
v"= volumen de permanganato consumido en ml.
V = volumen de muestra irradiado en ml.
Ce) =» concentration del permenganato utilizado en la valoraciôn en meq ml  ̂
0 = Rendimiento cuântico en Moles Einstein ^CX)= 0,62 Moles Einstein ^
A = valor en ergios de un Einstein CX) de fotones, en ergios Einstein ^
S = la superficie da irradiation en mm ^ 
t = tiempo de irradiation en segundos,

v^ml (c)meq x ml  ̂ Vml 0,5mmoles . meq ^
Fluencia Energetica = ---  .. ,--- -------------------

vml 0,62 moles E

10 ^ moles m mol  ̂ A erg E )
2S mm t seg,

Agrupando constantes queda:
Ce) V 0,5 10"^ A

Flu, n. en Erg mm"' seg" = — ■ ( -------------------------- ),
eng t V 0,62 S

IXr3-5. Determination del flujo fotônico, Estudio comparative.

La determination de la fluencia fotônica de los diverses sistemas 
de irradiation empleados se llevo a cabo mediante los très tipos de dosinœ 
trias que han sido ya descritas ampliamente en el apartado 11^3(2-^4lEstas 
han sido: la actinometrîa basada en la réduction del ferrioxalato potâsico, 
la basada en la réduction de la leucobase de verde de malaquita y la basada 
en la réduction del oxalato de uranilo.

Mediante estas très dosimetrias se obtienen los datos relatives a 
la intensidad del haz de fotones que llega a la superficie de la cubeta de 
irradiation de cada sistema empleado. El tipo de câlculo en cada caso se ha 
detallado tambiân oportunamente en el apartado 11-3(2-4). La tecnica dosimê 
trica mâs empleada tanto por su rapidez como por su sencillez y comPdidad 
ha sido la que utiliza la leucobase de verde de malaquita, Cualquiera de - 
las otras dos lo han sido en menor grado. De cualquier forma en la Tabla—
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ÏI-8 se detalla el estudio comparativo de los resultados obtenidos por - 
estos très mêtodos en la determination de la tasa de fluencia energetica 
para très longitudes de onda del espectro U.V. Los valores expuestos son 
la media de los valores obtenidos con determinaciones independientes reai 
lizadas en dîas diferentes durante un periodo de tiempo en algunos casos 
de varios meses. El margen de error en estas determinaciones expresado - 
entre parentesis en la parte superior de las columnas, relativas a cada 
tecnica, représenta pues un error que incluye, no solamente el error es- 
tadlstico experimental de una determination, sino tambien el debido a - 
las posibles fluctuaciones de las lâmparas, posicionado de las cubetas, 
preparation de las soluciones, errores propios de los equipos de medida 
utilizados.. etc. a lo largo del tiempo en que se hace la comparaciôn. - 
Es por tanto este error una medida de la estabilidad del sistema de irra^ 
diaciôn,

*E1 error estadistico propio de cada tecnica en una determination 
es naturalmente menor y aparece en ultimo lugar en las columnas. La media
de los valores medios obtenidos asî por las très têcnicas usadas aparecen
en una cuarta columna y como se ve el error relativo esta dentro del mar­
gen de los errores relatives de cada tecnica. Es decir, la coincidencia -
de los resultados de évaluation de la tasa de fluencia energetica por cuaA 
quiera de los très mêtodos es muy buena.

En esta misma Tabla se indican tambien los tiempos de irradia­
tion necesarios para que con estos ôrdenes de magnitud de tasa de fluen— 
cia se réalité una buena medida en cada tecnica. Como se observa son ne— 
cesarios tan solo del orden de segundos (15 a 20) para la detection del 
fotoproducto formado en la reaction fotoquîmica de la leucobase de verde 
de malaquita. Son necesarios varios minutos en el caso de la actinometrîa 
de ferrioxalato potâsico y del orden de horas para tener buena sensibil^ 
dad con la tecnica del acetato de uranilo. Si a esto le unimos ademâs - 
el error menor en la determinaciôn por el mêtodo de la leucobase de verde 
de malaquita (1-2%) muy parecido al del acetato de uranilo (1-3%) en com 
paraciôn con el error de las determinaciones del ferrioxalato potâsico - 
(2— 10%) y tenemos en cuenta la simplicidad metodolôgica de la leucobase 
de verde de malaquita (irradiaciôn y medida directa de la absorciôn del
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fotoproducto formado) comparada con la del acetato de uranilo (irradiaciôn 
y valoraciôn por permanganimetrîa) y sobre todo la del ferrioxalato (irr_a 
diaciôn, reaction colorimêtrica, medida del color desarrollado, y todo ello 
en la oscuridad) queda justificada la elecciôn de la tecnica de determina­
ciôn dosimêtrica por la que utiliza la leucobase de verde de malaquita como 
tecnica de medida y comprobaciôn rutinaria de la tasa de fluencia U.V. en - 
nuestros sistemas de irradiaciôn.

A partir de los estudios de la tasa de fluencia incidente se puje 
de calculer la flueilcia media incidente o exposiciôn en una muestra de DNA 
que esta siendo irradiada, al tener en cuenta por una parte el tiempo de - 
irradiaciôn y por otra el apantallamiento producido por unas moleculas - - 
sobre otras y que viene condicionado por la absorciôn de la soluciôn a la 
longitud de onda a la que estamos irradiando. En la Tabla-II-10 se especi^ 
fica la absorciôn de la soluciôn de DNA a cada longitud de onda del espe^
tro U.V. asî como la correction de estas absorciones por la pondération -
realizada al considerar que para cada longitud de onda debido a la rendija 
utilizada en el monocromador (a exception de 254nm) la composition del haz 
es tal que por cada unidad de intensidad de luz de la longitud de onda ton 
siderada existe ademâs 0,5 unidades de esa longitud de onda -5 nm y 0,1 un^ 
dades de esa longitud de onda -10 nm.

Ya indicamos anteriormente (Apartado-II-3-5) como el numéro de - 
fotones absorbidos (A Nabs) estaba relacionado con el de fotones inciden­
tes (A Ni) por un factor de absorciôn Fabs= (1-e  ̂ cuando el paso Ô£_
tico es de 1 cm.

Nabs = A Ni Fabs = Aui(l-e ^  Ni (1-exp (-2,30A) )

Esta ecuaciôn nos dâ el numéro de fotones absorbidos en la primera capa de
fluîdo. Supongamos ahora que agitamos suficientemente la soluciôn como para 
que cada molecula (n/cm^) este expuesta a la misma fluencia L. Si el volu­
men del lîquido es V y la secciôn eficaz de absorciôn (f*a, entonces el nu­
méro total de fotones absorbidos por las nV moleculas serâ:

A  Nabs = L. nV .
Usando la relaciôn entre la (Sa y la A ya citada anteriormente (fa= 2,30A/n

A  Nabs= L(2,30) . A/b . V 

Es decir, podemos poner

A  Ni . Fabs = L . 2,30 . A . V
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Es decir

L= CANi/V) . Fabs/2,30A= L . F donde F=Fabs/2,30A

Es decir que la fluencia fotonica media es igual a la fluencia incidente 
por un factor de absorciôn que tiene en cuenta el apantallamiento de las 
moleculas a lo largo de la cubeta de irradiacion,

Los valores de este factor de transformation de la fluencia en 
fluencia media, calculados a partir de los valores de absorciôn pondera- 
dos para cada longitud de onda, aparecen en la Tabla-II-10.

El câlculo de la dosis media absorbida en funciôn de la fluen­
cia media o exposiciôn se realiza teniendo en cuenta el % de luz que se 
absorbe para cada longitud de onda a lo largo del paso ôptico de la cub^ 
ta, segün la expresiôn A = log lo/l. Como se observa en la columna que 
especifica el % de luz absorbida y dado el espectro del DNA se obtiene - 
un rendimiento superior al 85% en todas las longitudes de onda estudiadas 
a'excepciôn de 300 nm, al poner la soluciôn de DNA a una concentration - 
de 1,5 U.C./ml. El factor de conversion de la fluencia incidente en dosis 
absorbida se obtiene al calcular el % de luz absorvida sobre la fluencia 
media incidente o exposiciôn.

II-4.- Degradaciones controladas de DNA.

II-4-1.- Degradaciones haplotômicas.

La ausencia de roturas simples intra^adena en los DNAs aislados 
si bien permiten obtener DNAs de alto peso molecular, pueden resultar a - 
veces puntos de partida no adecuados en experiencias de seguimiento de d^ 
gradaciones de DNA por mecanismos haplotômicos. (Es decir, por producciôn 
de roturas simples y fractura del DNA por coincidencia de estas en ambas 
cadenas). En estos casos y en los que se necesita muestras de DNA cuya 
distribuciôn de pesos moleculares sea la que se obtiene por estos mecanis 
mos degradativos se utilizaron DNAs de alto peso molecular a los que se - 
trata previamente con DNasa-1, enzima que produce roturas simples intraca. 
dena hasta que se alcanza un peso molecular compatible con la densidad de 
roturas simples suministrada.

El seguimiento de la degradaciôn se realiza en un viscosîmetro
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tipo Zimm—Crothes (Ver II-5— 1) en el que se pone una mezcla de reaction de 
igual relation enzima/substrato que la solucion de DNA que esta tratândose. 
El solvents utilizado fue 0,05 M TRIS-HCl pH=7,5 0,005 M M2CI2 y 0,15 M - 
NaCl. Cuando la reaction ha llevado al DNA al peso molecular deseado, se - 
para anadiendo al DNA un volumen igual de fenol recientemente destilado y 
saturado con soluciôn 0,15 M NaCÎ 0,015 M citrato sôdico mâs 1/10 del vol^ 
men de EDTAIM. La emulsiôn se alcanza por agitaciôn 10 min en frîo; tras - 
centrifugaciôn la capa acuosa que contiene el DNA se dializa exhaustivamen 
te para retirar el fenol. Los detalles de los ensayos de actividad DNasica 
aparecen en el apartado 11-7-2.

II-4-2.- Degradaciones diplotomicas.

Por degradaciones diplotômicas del DNA entendemos la fractura - 
mecânica de ambas cadenas de DNA a la altura del mismo par de bases. Entre 
las causas principales de este tipo de degradaciôn estân, de. un modo gene- 
ralizado las fuerzas de zizalla. El paso de soluciones de DNA a traves de 
orificios estrechos bajo presiôn produce estas fuerzas tangenciales que - 
ocasionan la rotura mecânica del DNA. La agitaciôn violenta con cuchillas 
u homogeneizadoras dâ el mismo resultado. Por ultimo los ultrasonidos pro- 
ducen tambien este efecto si bien hemos de considerar la posibilidad de que 
simultâneamente se esten produciendo tambien roturas simples intracadena.

De cualquier forma los très procesos han sido utilizados en este 
trabajo en orden a obtener degradaciones controladas de DNA de modo diplo- 
tômico. Asî. se han utilizado jeringas con diferentes diâmetros de salida, 
homogeneizadores de tipo VIRTIS y un equipo de ultrasonidos SONIFIER Mod. 
W-185-D. Normalmente se utilizô el paso a traves de jeringas para las de­
gradaciones hasta del orden de 8 x 10^ daltons entre 8 y 4 x 10^ daltons - 
se utilizô el homogeneizador VIRTIS y para pesos moleculares inferiores se 
utilizô el ultrasonido.

II-5.- Determinaciones fisicoquîmicas del DNA.

II-5-1.- Viscosimetrîa.

Las medidas de viscosidad se han realizado en un viscosîmetro tipo
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Couette, el *’Low Shear Viscometer” de Beckman. Consiste en esencia en dos 
tubos cilîndricos entre los que se coloca la muestra. El cilindro exterior 
fijo, esta encamisado para su termostatizacion. El cilindro interior tiene 
en el fondo una pequena pieza de acero y flota libremente permaneciendo - 
centrado por la tension superficial del menisco. Este cilindro interior - 
es capaz de girar al aplicarle un momento magnetico constante mediante un 
imân rotante exterior.

Este viscosîmetro, semejante en todo al modelo A descrito por -
Zimm y Crothers (ZIMN, B.H. y CROTHERS, D.M. ; 1962), abarca un rango de -

2tension tangencial desde 0,0001 a 0,3 dinas/cm con lo que al trabajar a 
concentraciones bajas de DNA, entre 10 y 2(^Ug/ml se evitan las extrapo- 
laciones a concentracion y fuerza tangencial cero, por ser la viscosidad 
intrînseca en estas condiciones independiente de dichos paramétrés experi 
mentales.

A pesar de ello se ha utilizado la expresiôn de Huggins (HUGGINS, 
L.M. ; 1942) para la correcciôn de la dependencia de la viscosidad especifica 
medible en el viscosîmetro con la concentraciôn

^esp=Viscosidad espec^
1esp/C = C*1) - K' (Vî)2 c siendo K'= 0,5 c=ConLntraciSn

(^)=Viscosidad intrîn 
seca.

Han sido propuestas una gran variedad de correlaciones empîricas 
entre I y peso molecular de DNA; entre las mas utilizadas esta la de 
CROTHES y Zlld (1965) que cubre un rango de peso molecular entre 1 y 130x10^ 
daltons

M= Peso Molecular
0,665 log M= 2,863 + log C (V? ) + 5) V̂j)= viscosidad intrînseca

Todas las medidas de determinaciôn de peso molecular por viscosi 
metrîa fueron realizadas a 25®C en soluciôn SSC. Tanto la soluciôn de ref^ 
rencia como la del DNA se filtraron previamente. La limpieza del viscosî­
metro es esencial y crîtica en cualquier determinaciôn en este tipo de ap_a 
rato. La concentraciôn de las soluciones fue medida espectrofotometricamen 
te en un espectrofotometro PYE UNICAM SP 700.

Cuando se realizaron seguimientos cineticos de degradaciôn de DNA 
por mecanismos haplotomicos (en nuestro caso por agentes enzimâticos) se - 
utilizo un viscosîmetro como el descrito pero equipado con un sistema auto_
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mâtico de medida de tiempos de revolucion del cilindro interior (rotor) y 
de tiempo acumulado durante el transcurso de la cinêtica.

El tampon utilizado para el caso de la enzima DNasa-I, 0,015 M 
TRIS-HCl pH=7,5 0,010 M MgCl2 0,15 NaCl, En este solvente la correlaciôn
entre viscosidad intrînseca y peso molecular del DNA fue ya establecida an 
teriormenteCACUNA, M.I. , MINGOT, F. y DAVILA, C.A. 1976):

0,637 log M = 2,717 + log ( (^ ) + 5)

La expresiôn de Huggins utilizada anteriormente en la correlaciôn
de la viscosidad especîfica con la concentraciôn de la soluciôn es sôlo va
lida hasta concentraciones de 5^Ug/ml. Cuando en cinêticas viscosimetri-
cas se utilizaron concentraciones mâs altas de DNA (en general del orden -
de 70 a lO^/Ug/ml) se utilizô la expresiôn de Crothes(CROTHERS, D.M. y ZIMM,
B.H. ; 19651 que es valida hasta concentraciones de 20(^Ug/ml:

^rel= Viscosidad relativa
Ini^rel / C = (q ) C= Concentraciôn

( q )= Viscosidad intrînseca

Supuesto perfectamente limpio el viscosîmetro y las soluciones - 
las fuentes de error en la medida experimental son: de una parte la deter­
minaciôn de la concentraciôn del DNA y de otra la variaciôn o el error co­
met ido en la medida del tiempo de vuelta de una llenada a otra.

En cuanto a la determinaciôn de la concentraciôn el error comet_i 
do al hacer los espectros llenando varias veces la cubeta con la soluciôn
es del 0,2 %. El error de medida de los tiempos de vuelta se minimize al -
encontrar las condiciones de trabajo (intensidad del campo magnetico y vo­
lumen de llenado)_ a las que las variables expérimentales, en concrete el -
volumen de muestra anadida juega el menor papel posible. Asî el error conœ
tido en varias llenadas diferentes fue del 0 ,6 % en la zona de volumen de 
menor dependencia. En definitive, la determinaciôn de la ) se obtiene - 
con un error del 1,4 %.

En cuanto a la estabilidad del viscosîmetro automâtico, tras su 
calibraciôn y puesta a punto, se aceptô una situaciôn en la que muestrean 
do uno de cada -10 valores de tiempo de vuelta obtenidos durante 16 h in in 
tetrumpidas de funcionamiento se obtuvo un error del 0 ,6% para el solvente 
y de 0,1 % para una soluciôn de DNA de rel de 3,70, es decir, de un tiem
po de vuelta de 235 s.
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II-5-2.- SedimentaciSn de DNA nativo y desnaturado

La obtencion de pesos moleculares de DNA nativo y desnaturado se
realizo mediante ultracentrifugacion analitica por el metodo de velocidad 
de sedimentacion en una ultracentrifuga analitica provista de un espectro 
fotometro U.V, y de un registrador electrônico. El modelo E de Beckman,

El coeficiente de sedimentacion de las muestras se calculé a - 
partir de la pendiente de la recta que ajusta los valores del logaritmo - 
neperiano de la distància en centîmetros desde el eje de giro al punto m^ 
dio del limite de sedimentacion frente al tiempo de rodada en segundos, - 
dividida por el cuadrado de la velocidad angular. Es decir:

« S= Coeficiente de Sedimentacion
S = (1/w ) (H / dt (Lr) ) N= Velocidad angular

t= tiempo 
r= radio de giro

La dependencia con la concentraciôn de los DNAs nativos se corr^
gio extrapolando a concentraciôn cero, para lo cual es necesario por tanto 
rodar muestras de diferentes concentraciones para cada DNA. En el DNA des­
naturado se hace innecesaria esta correcciôn por no existir tal dependencia.

La correcciôn a condiciones estandar, es decir, el valor que ten 
drîa el coeficiente de sedimentacion si las moleculas sedimentan en agua a 
20®C se hizo mediante la expresiôn:

®20,W* Sobs. C^T/>^20«C) (I|s o1v ./)^H20)(1-v /«20,W)/(1-v /’t s o1v )

donde: Coeficiente de sedimentaciôn corregido a condiciones estandar.
agua a 20®C.

^ T/^20®C= Viscosidad del agua a la temperature de la rodada r^ 
lativa a la de 20®C

^ solv./ Viscosidad relativa del solvente
v= Volumen especîfico parcial.

/^20j^= Densidad del agua a 20®C
^Tsolv.= Densidad del solvente a la temperature rodada.

Las sedimentaciones de DNA nativo se realizaron en soluciones SSC 
y las de DNA desnaturado en SSC al 2% en formaldehido. Las viscosidades r_e 
lativas de estos solventes son 1.032 y 1,106 y las densidades relativas —  
son de 1.013 y 1,015 para SSC y SSC al 2% formaldehido respectivamente. Como 
volumen especîfico parcial se utilizô en ambos el valor 0,55.(HEARST, J.E.

1962). Para la determinaciôn del peso molecular del DNA nativo se ha uti
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lizado la calibraciôn de ZIMM y CROTHERS (1965) aceptada generalmente en 
Coda la bibliografîa y que nos dâ buenos resultados cuando utilizamos - 
DNAs de pesos moleculares conocidos como calibraciôn (DNA-X y DNA-SPPl):

M= Peso molecular
0,445 log M= 1,819 + log CS^^q ^20W extrapolado

a concentraciôn cero,

Para la determinaciôn de pesos moleculares de DNAs desnaturados 
se ha utilizado la expresiôn que dâ cuenta de la calibraciôn realizada au 
teriormente en este laboratorio (MINGOT, F., JORCANO, J.L,, ACUSîA, M.I., 
DAVILA, C.A. ; 1976).

0,386 log M= log S°Q ^ - log 0,059

El mêtodo de desnaturaciôn utilizado fue el de Davison (DAVISON,
P.F. y FREIFELDER, D,; 1964) que ha sido utilizado ültimamente con gran - 
profusion en este campo; consiste en la adiciôn de un volumen igual de —  
NaOH 0,2 M al DNA. Tras 30 s a temperatura ambiante, se ahade otro volumen 
igual de formaldehido al 35% que al reaccionar c onvalen t emen t e con las ba­
ses del DNA desnaturado por el alcali évita la renaturaciôn al neutralizar 
despuês con 0,179 volumenes de KH^PO^ 1 M. Tras la neutralizaciôn las mue^ 
tras se dializan durante la noche frente a SSC al 2% en formaldehido.

II-5-3.- Sedimentaciôn en gradiente de sacarosa

La centrifugaciôn en gradiente de sacarosa es un mêtodo empleado 
para la determinaciôn del coeficiente de sedimentaciôn de una macromolêcu- 
la. El mêtodo funciona perfectamente cuando se introduce un DNA de referen 
cia. En nuestro caso se ha utilizado el mêtodo no como sistema para la de­
terminaciôn absoluta del coeficiente de sedimentaciôn, sino como sistema - 
comparativo entre diferentes preparaciones. Esto es posible porque en las 
condiciones utilizadas el coeficiente de sedimentaciôn es aproximadamente 
proporcional a la distancia sedimentada, como consecuencia de la compensa 
ciôn del aumento radial de la fuerza centrifuge y el aumento de la densidad 
de sacarosa. Las determinaciones absolûtes se llevaron a cabo por ultracen^ 
trifuga analitica o por determinaciôn de la viscosidad.

El mêtodo de sedimentaciôn en gradiente de sacarosa es sin embar_ 
go particularmente aplicable al caso de la sedimentaciôn de DNA marcado. - 
El gradiente se preforma artificialmente en el tubo antes de la centrifuge 
ciôn. Se utilizô para ello un formador de gradientes lineales de densidad 
SPINQO. Los gradientes utilizados fueron del 5 al 20% peso/volumen de saca
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rosa en 0,14 M. cloruro sôdico y 0,3 M. hidroxido sôdico ajustando el pH 
a 12,3 con hidroxido sôdico 1 M. para los gradientes alcalinos. Se utilizô 
un rotor oscilante, el SW-39.

La localizaciôn de las muestras tras la centrifugaciôn en ultra 
centrifuga Spinco-L2 se realiza mediante recolecciôn de fracciones por - 
puneion de la parte inferior del tubo y posterior eluciôn bajo presiôn - 
controlada. Alguna de las muestras se destina a refractometrîa con objeto 
de comprobar la linealidad del gradiente. La cuantizaciôn de las muestras 
se realiza por contaje en centelleo lîquido. El medio de contaje ha sido 
ya descrito en el Apartado-II-2-7.

II-5-4.- Electroforesis de DNA en gel de agarosa

La electroforesis en gel de âcidos nucleicos ha sido ampliamente 
utilizada y con êxito en el estudio de ENAs (LOENING, V.E.; 1967) (BISHOP,
D.H. et al. 1967), pero cuando se ha intentado aplicar al estudio de DNAs 
el gran tamano de esta macromolêcula ha dificultado enornemente su utilizai 
ciôn. En este sentido Thorme (THORME, H.V.; 1966) (THORME, V.H.; 1967) ha 
separado DNA del virus del polioma del de su cêlula huesped mediante electro^ 
foresis en gel de agar. Mâs recientemente, en un intento de correlaciôn —  
entre movilidad electroforetica y peso molecular de DNA TAKAHASHI, M. et - 
al. (1969) encuentran una relaciôn inversa entre la movilidad electroforê-

3tica y el coeficiente de sedimentaciôn del DNA- H de intacto y sonicado, 
trabajando en plaças de 25 x 2,5 cm. Posteriormente y en plaças simila- 
res (GARCES, F.; 1971) se realizô una primera correlaciôn entre PM del - -

3DNA- H de E. coli medido por cromatografîa centrifugada en DEAE-Celulosa - 
(MINGOT, F. y DAVILA, C.A.; 1974) y movilidad electroforetica encontrândo- 
se una dependencia lineal entre 5,5 y 1,0 x 10^ daltons. Pesos moleculares 
superiores no eran distinguibles.

En 1972, C. Aaig y P. Borst (AAIG, C. y BORST, P.; 1972) encuen­
tran en la electroforesis un excelente metodo para la separaciôn de DNAs 
circulares y DNAs lineales asî como incluso, DNAs circulares abiertos y - 
DNAs circulares cerrados de muy alto peso molecular y trabajan con DNAs - 
frîo s cargando y detectando de DNA por tinciôn con Bromuro de Etidio
de los geles. Tras el destenido las bandas de DNA se hacen visibles al - 
fluorescer cuando se les ilumina en la oscuridad con luz U.V.
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En 1973 AYWARD, H. y SMITHS., han encontrado la correlaciôn -
entre PM de DNA desnaturado y movilidad electroforetica entre 35 y 2x10^

32daltons trabajando con DNAs- P de en geles de agarosa-acrilamida en 
tubos verticales,

Nosotros utilizando el sistema de deteccion de Aaig y Borst y 
en condiciones similares a las suyas, hemos encontrado una correlaciôn - 
entre PM del DNA nativo y velocidades de migracion en geles verticales - 
de agarosa entre 60 y 3 x 10 daltons (Ver Fig, XI-6).

En nuestras condiciones la velocidad de migracion de diverses 
DNAs permanece constante con el tiempo, aunque la banda de DNA se va en- 
sanchando a medida que avanza. Este ensanchamiento esta de acuerdo con la 
heterogeneidad de la muestra, asî DNAs muy homogêneos como los de fagos 
apenas si se ensanchan y DNAs de timo sonicados llegan a ocupar varios cen 
tîmetros del gel. Este hecho unido al de que la velocidad de migracion pe_r 
manezca constante con el tiempo ofrece la posibilidad de estudiar DNAs de 
gran heterogeneidad y bajo peso molecular ya que si tras 3 horas de migra 
ciôn presentan una banda de varios centîmetros sôlo es de algunos milîme- 
tros tras media hora de electroforesis, con lo que résulta perfectamente 
posible medir su posiciôn. Fig-II-7.

La electroforesis de dos DNAs degradados por mecanismos diplo y 
haplotomico de tal forma que en estadô nativo el segundo sea de mayor tama^ 
no que el primero y en estado desnaturado sea el primero el mayor nos sirve 
de comprobaciôn de la conservaciôn del DNA en estado doble hélicoïdal duraii 
te la electroforesis. Ver Fig-II-8.

Las bandas fluorescentes del complejo DNA-Br-Etidio pueden ser —  
fotografiadas. Los detalles de la tecnica desde la preparaciôn del gel hasta 
la obtenciôn de las fotografîas aparecen en el Apendice-II-5-1,

II-5-5.- Desnaturaciôn termica de DNA nativo

Los estudios de transiciôn de la estructura nativa doble helicqi 
dal del DNA a DNA desnaturado de cadena simple, aparté de ser un valioso - 
mêtodo de caracterizaciôn de DNA dada su diférente estabilidad con la com­
pos ic ion a igualdad de fuerza iônica, es tambien un mêtodo de estudio de - 
las perturbaciones creadas en el DNA por las radiolesiones. Especialmente
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nos referimos a las lesiones U.V. pues los fotoproductos formados ademâs 
de absorber diferentemente en la zona U.V. pueden afectar a las propiedji 
des del biopolimero.

Este tipo de estudio se realizô en un espectrofotometro VARIAM 
equipado con un programador de lectura de espectros automâtico y un regis 
trador HEWLETT-PACKAR con accesorio para el registre de la temperatura. - 
El sistema de termostatizacion estâ formado por un termostato COLORA y un 
portacubetas termostatizable. Al COLORA se le ha incorporado un VARIACK - 
que permite la subida graduai y lineal de temperatura entre muy amplios - 
margenes de velocidad. La temperatura se toma directamente de la cubeta - 
merced a la inclusion en ella de la soldadura_de un termopar calibrado, - 
En cada desnaturaciôn se realizaron numerosos espectros entre 330 y 220nm. 
En las condiciones de trabajo utilizadas son perfectamente distinguibles 
dos DNAs de muy diferente composiciôn en bases, como SPPl (48%) y M. Luteus 
(73%) de una mezcla a partes iguales de ambos. Ver FigII-9. Las muestras 
irradiadas con luz U.V. a diferentes X y dosis fueron desnaturadas en - 
estas condiciones y tras la representaciôn del % de variaciôn del efecto 
hipercromico frente a la temperatura se estudiô la variaciôn de la temperji 
tura media de transiciôn termica asî como la forma de esta transiciôn.

II-5-6.- Determinaciôn de dîmeros de Pirimidina en DNA irradiado

La determinaciôn analîtica y cuantitativa de los fotoproductos 
formados en el DNA tras la irradiaciôn con luz U.V, ha sido estudiada am­
pliamente en los ultimos 13 ahos en orden a tener a punto mêtodos de sep^ 
raciôn de los fotoproductos de las bases y de los fotoproductos entre sî. 
Existen en la actualidad dos mêtodos que ofrecen los mejores resultados, 
la cromatografîa sobre papel o capa fina y la electroforesis. Las diversas 
condiciones en que han sido utilizados ambos estân justificadas por la - 
variedad de intenciones y condicionamientos de los fotoproductos en estu­
dio. Asî cuando se trata de fotoproductos inestables cuya vida media a 0°C 
puede ser desde algunas horas a algunos minutos se ha utilizado la electro 
foresis de alta velocidad en papel bajo presiôn y a temperatura prôxima 
a O^C. (TREEMAN, K.B. et al.; 1965) (JOHNS, H.E. et al. 1965). Recientemen 
te la cromatografîa en capa fina se ha utilizado mucho, particularmente en 
la separaciôn de fotoproductos de acidos nucleicos, en general se admite - 
que las plaças posean mejor resoluciôn entre dos fotoproductos que se sepa.
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ran mal que el correspondiente papel cromatografico. El corto periodo de 
tiempo para el desarrollo de las plaças asî como el disponer de una gran 
variedad de Rfs para los fotoproductos de los âcidos nucleicos son tambien 
vent a j as de este metodo. (VON UILUCKI, I. et al; 1967), S in embargo la crjo 
matografîa en papel para el caso de fotoproductos estables sigue ofrecien 
do excelentes resultados. Numerosos son los sistemas que han sido desarr^o 
llados (WACKER, A.; 1963) (SMITH, K.C., 1963) (JOHNS, H.E. et al. 1964) - 
(SETLOW, R.B. et al. 1964) (VARGHESE, A.J.; 1970) (ZIEREMBERG, B.E. et al. 
1971),.. de entre ellos los mâs utilizados han sido los de A. WACKER (1963) 
H.E. JOHNS (1964), R.B. SETLOW et al. (1964) pero principalmente el de —
K.C. SMITH (1963). En nuestro trabajo hemos utilizado este ultimo sistema/X /Vque permite la separaciôn de los dîmeros de T T de los de T C + C T de la 
T.

El hidrolizado se realiza tras la precipitacion y evaporacion a
3sequedad del DNA- H irradiado en âcido formico a 175*C. La deteccion de la 

posiciôn de las manchas se realizô leyendo los cromatogramas en un conta- 
dor proporcional PHILIPS. Los detalles desde la hidrolisis hasta la cuan­
tizaciôn de las manchas por contaje en centelleo lîquido aparecen especif^ 
cados en el Apendice-II-5-2.

Los dîmeros que incluyen citosina no son detectados como taies,
sino que durante la hidrolisis la citosina pierde su grupo amino para dar
lugar a uracilo, es decir; en realidad lo que se détecta es ademâs del d^
mero de T T los de T U + U T, Por esta razon se utilizan como patrones de
identificaciôn estos mismos dîmeros o mezclas de ellos obtenidos por irrj.

3diaciôn de soluciones congeladas de timina- H con uracilo. Estos patrones 
fueron siempre cromatografiados simultâneamente en cada grupo de muestras 
de DNA analizadas. Cada muestra se analizô por cuadruplicado o sextuplica 
do, Los Rfs de la timina y de los dîmeros son: Rf-T = 1,00 Rf-rt = 0,46
Rf- A  = 0,31. (Ver Pig-II-9) .

Como es lôgico suponer con este sistema de marcado no se puede
detectar la presencia de dîmeros de C ^  ya que el marcaje es especifico -
de la timina, sin embargo hemos de tener en cuenta que el rendimiento cuan
tico de la formaciôn de este tipo de dîmeros es mucho menor que el de los 

/\ y\de T C y el de estos menor tambien que el de T T. Solo en caso de DNAs cuyo
contenido en guanina-citosina es muy alto su nivel es importante. La cuan­
tizaciôn de este tipo de dîmero nos obligarîa al marcaje inespecifico del
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14DNA con C con las consiguientes complicaciones posteriores de separa­
ciôn de bases y de fotoproductos, o bien un marcaje especîfico pero doble, 
es decir, marcaje con timina- H y citosina-^^C. La gran cantidad de DNA - 
necesario para la realizaciôn de este trabajo, ademâs de las anteriores - 
consideraciones nos han hecho desistir por el momento de esta posibilidad.

.\PEND ICES DEL APARTADO 5

Apéndice II-5-1.- Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Los geles se preparan disolviendo agarosa al 0,5% en el tampôn 
utilizado como electrolito al hervirla durante 30 s; tras enfriar a 40°C 
la soluciôn se anade a tubos de vidrio de 250 ram de longitud y que poseen 
un diametro intemo de 8 mm; en el fondo del tubo se colocan unas piezas 
de gasa o nylon que se tapan con tapones de gorna hasta que se compléta - 
la gelificacion, despuês y tras retirar los tapones de goma, las piezas 
de gasa impiden que el gel se escurra. La superficie del gel se corta —  
horizontalmente medio cm por debajo del borde superior del tubo en donde 
se coloca la muestra.

El tampôn electrolito fue: 0,04 M TRIS pH= 7,7 , 2mM EDTA-Na - 
0,02 M acetato-Na ajustando finalmente con âcido acetico a pH= 7,7. Las 
muestras de DNA contienen entre 1 y 2/lA.g de DNA y 10% sacarosa (p/V) en 
el mismo tampôn. La corriente aplicaaa constantemente a lo largo de la - 
electroforesis fue de 5 mA por tubo.

La tinciôn se realiza introduciendo los geles 2 horas en una - 
soluciôn que contiene lOO^'^g de bromuro de etidio/ml en 50 mM acetato sôdj^ 
co, âcido acetico pH= 4,5. El etidio que no se ha unido al DNA se retira 
realizando varios cambios de 2 horas en el mismo tampôn de tinciôn pero 
sin bromuro de etidio.

La posiciôn de las bandas de DNA en los geles se détermina ilji 
minando en la obscuridad con una lâmpara germicida a 254 nm y los geles 
pueden ser asî fotografiados utilizando un filtro que absorba luz U.V. - 
Nosotros hemos utilizado el G-^X LW-1,5 VOIGTLANDER.

Apêndice-II-5-2.- Determinaciôn de dîmeros de pirimidina
3Las muestras de DNA- H irradiadas procédantes del monocromador 

se separaron en 2 fracciones y las procédantes de las lâmparas de baja - 
presiôn de Hg (PEN-RAY) en 3. A cada fracciôn, aproximadamente 1 ml, se 
le anade 50/(X1 de SAB a 5 mg/ml y se précipita con 1 ml de âcido percl^o 
rico (PCA) 0,6 N en frîo. Se deja durante 10 min y se centrifuga 15 min a 
300 rpm. El sobrenadante se tira y el sedimento se lava con 1 ml de PCA - 
0,3 N. Tras la nueva centrifugaciôn el sedimento se évapora a sequedad en 
evaporatubos.

Al precipitado seco se le anade 0,5 ml de acido formico y los 
microtubos en los que se han realizado todas estas operaciones se cierran 
hermêticamente en tubos de acero inoxidable. La hidrolisis se realiza en 
bano de aceite o arena a 175°C durante 60’. Una vez enfriados se evaporan
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de nuevo a sequedad. El hidrolizado final seco se disuelve en 1 de
CIH 0,1 N para colocar despuês manchas de 2 0 1  en cada cromatograma. -
De esta forma se obtienen 4 6 6 cromatogramas per cada muestra de DNA.Sq. wso "paff ̂  U/flcrvwA.K ^

La cromatografîa descendante se realiza con butanol / acetico/
H^O 80/ 12/ 30 durante 16 a 18 horas. Iras la elucion se secan los crom^
togramas y se recortan uniendose por sus extremos para ser leîdos en un
contador proportional de cromatogramas en dos escalas si es necesario -
para poder observar bien tanto la timina como los dîmeros, dada su dif^
rencia cuantitativa.

Una vez localizados las manchas con los registros obtenidos, —  
estas se recortan y se cuentan en centelleo liquide en medio de PPO al 7% 
en tolueno. El contaje de las manchas y el fondo se realiza varias veces 
y despues se calcula el porcentaje de los dîmeros de y de los de if̂ C + 

con respecte a la timina.

II-6- Transformation bacteriana.

II-6-1.- Introduction

Cualquier intento de évaluation biologica de las lesiones causa 
das por un agente, asl como la de su reparation debe ser tal que mida la 
desaparicion o recuperation de una actividad biologica de la molecula en 
estudio. En nuestro case no es por tanto suficiente con las cuantizacion 
de las lesiones tras la irradiation, sine que es ademas necesario realizar 
experiencias conducentes a medir la actividad especîfica del DNA.

En este sentido, las experiencias de polimerizacion de DNA con 
DNA-Polimerasa utilizado el DNA en estudio como molde, solo nos indicarîan 
la conservation en su caso de la estructura bicatenaria del DNA, s in emba^ 
go las experiencias de transformation son capaces de medir las perturbacio 
nés causadas en el contenido informative del DNA, cuya conservation lleva 
ya implîcita la restauration estructural del DNA.

Aparté de los condicionamientos propios de este tipo de experie_n 
cias en lo que a desarrollo de la competencia se refiere, existen otros - 
que derivan directamente del estado en que se encuentre el DNA que se sum_i 
nistra a las celulas. Asl en nuestro sistema de transformation en el que - 
el DNA se integra en la celula como DNA monocatenario, la dependencia de - 
la eficiencia de la transformation con el tamano del DNA es évidente. Por 
tanto el perfecto conocimiento de esta dependencia, dentro de lo que perml 
ten las tecnicas de recuento de viables en plaça, es condition indispensa^
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ble en cualquier intento de evaluacion de actividad biologica del DNA.
Por otra parte y en nuestro caso necesitamos como celulas compétentes - 
unas que no sean capaces de reparar por si mismas las lesiones que hemos 
causado; es decir, mutantes especificos incapaces de reparar las lesio­
nes causadas por la luz U.V.,

Se utilizaron pues dos sistemas de transformacion; el sistema
B.subtilis uvr"*"/DNA uvr^ y el sistema B.subtilis uvr /DNA uvr"̂  6 DNA uvr .
En el primer caso se utilizo la cepa B.subtilis Ty Trp y como DNA trans_
formante el obtenido a partir de la cepa B.subtilis 168 prototrofica. - -
(Ambas fueron donadas por el Dr. Portoles.Las condiciones de desarrollo
de competencia y medios de cultivo aparecen detallados en el apendice-II-
6-1. En el segundo caso se utilizo la cepa B.subtilis uvr Tir Trp (sum^

2nistrada por el Dr. Venema )el DNA utilizado fue el obtenido a partir de
*" • "f*la cepa B.subtilis 168 prototrofica o de la cepa B.subtilis uvr Tir Trp . 

El metodo de desarrollo de competencia (HANS-JOENJE) condiciones de la - 
transformacion y medios de cultivo aparecen en el Apendice-II-6-2.

En la Fig-II-10 aparecen los resultados obtenidos en la determ^ 
nacion de la eficiencia de la transformacion en funcion del peso molecular 
del DNA donador utilizando los dos sistemas de transformacion antes descry 
tos. En ambos sistemas el DNA utilizado fue el mismo, es decir, el obteni­
do a partir de la cepa B.subtilis 168 prototrofica. Las muestras de DNA de 
diferentes tamanos moleculares se obtuvieron mediante degradacion diploto- 
mica como ya ha quedado descrito en el Apartado-II-4-2. Como se observa en 
la Fig-II-10 no existen diferencias apreciables en la capacidad de trans­
formacion entre ambos sistemas en funcion del tamano del DNA donador. Ademas 
podemos decir que existe muy poca dependencia en la eficiencia de la tran^ 
formacion para DNAs por encima de 30 x 10^ d. que esta llega a ser tan solo 
de un 10% cnn respecto a un DNA de 40x 10® d. para un DNA de 10 x 10® d. y 
que la eficiencia de transformacion cae por debajo del 0,1% para DNAs men_o 
res de 2 X 10 d. En la Tabla-II-11- aparecen detallados los resultados de 
la calibration

APENDICES DEL APARTADO II-6

II- 6-1.- Sistema de transformacion B.subtilis uvr'^/DNA-uvr'*'

10 ml de medio GMl se inoculan y se dejan crecer durante la noche

1.-
2.- GERARD VENEMA. Institute of Genetics, University of Groningen. The Netherlands
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a 30°C sin agitacion en el brazo de un matraz con brazo lateral. A1 dia - 
siguiente la densidad optica del cultivo es de aproximadamente 0,6 UO 
a 500 nm. Entonces se pone a crecer en el matraz a 37®C y a 250 rpm hasta 
que el cultivo alcanza el comienzo de la fase estacionaria, lo que sucede 
aproximadamente a las 2 horas y media. Entonces se incuba 90’ mas con lo 
que la densidad optica final alcanza las 4 a 5 UO-

1 ml del' cultivo asi obtenido se diluye 10 veces en medio GM2, 
se incuba 1 hora a 37®C y a 250 rpm hasta que alcanza 0,8 UO/ml de creci- 
miento Alicuotas de 1 ml de este cultivo a las que se les ahade 10 M g  de 
DNA transformante se incuban' 30 min a gran agitacion. /

El contaje de viables tras la transformacion se realiza a par­
tir de un tubo al que no se le ha anadido DNA. Las diluciones se realizan 
en soluciôn salina esteril (0,15 M NaCl) y la siembra en plaças de agar - 
nutritive.

El contaje de bacterias transformadas se realiza por el mismo 
procedimiento pero en plaças de agar mînimo que ha sido suplementado con 
todos los requirientes de la cepa bacteriana a exception de Trp. El grado 
de dilution para conseguir un buen recuento depende del tratamiento que - 
se le ha realizado al DNA.

La cepa de bacterias utilizada en este sistema de transformacion 
fue B.subtilis 168 Ty Trp y el DNA transformante fué el obtenido a par­
tir de la estirpe prototrophica B.subtilis 168.

La composition de los medios GMl y GM2 es la siguiente:
GMl: Para 1 litro de medio:

(NH4)S04 ...............  2,0 g.
K2HPO4X3H2O . ...........  18,34 g.
KH2PO4 ...................  6,0 g.
Citrato Sodico ........... 1 g.
MgS0^x7H?0 ..............  0,2 g.
Glucosa ..................  5,0 g.
Ext. levadura ............ 1,0 g.
Ac. Casaminico ........... 0,2 g.
Timina ...................  5 mg.
Triptofano ...............  5 mg.

GMl Esta compuesto por el Œil mas: 10 ml. de CaCl.̂  , 0,05 M y 2,5 ml.
MgClg 0,1 M.

II.6.12.- Sistema de transformacion B.subtilis uvr /DNA-uvr . o DNA-uvr
A partir de una colonia de celulas crecida en plaça de agar con ac. 

casamino, triptofano y tirosina se inocula un matraz con medio mînimo suple 
mentado y se deja crecer durante la noche a 37°G y a 250 rpm. A la manana s_i
guiente esta a 2 UO a 500 nm. El cultivo se diluye en medio Botti-Wilson
hasta que queda a 0,12-0,17 UO despuês se agita durante 3 horas y media a
37°C a 300 rpm. Despuês se diluye de nuevo a mitad, esta vez con medio mînimo 
y se agita 2 horas y media a 300 rpm. Alicuotas de 0,9 ml a las que se ahade 
0,1 ml de DNA a aproximadamente lOOyUg/ml se incuban en tubos a 370 rpm duran 
te 30', despuês se ahade 0,1 ml de DNasa a 50 ,Ug/ml y se deja agitando 5' mas.

Tras las diluciones pertinentes la siembra de las cêlulas se reali
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za en agar nutritive para el contaje de viables y en agar mînimo suplemen 
tado con todos los requirientes genêticos de la estirpe bacteriana utili­
zada a exception del Trp.

La cepa bacteriana utilizada en este sistema de transformacion 
fue: B.subtilis 2G9 Trp Tir" uvr . El DNA fue en su caso o bien DNA pro_ 
cedente de la cepa B.subtilis 168 prototrophica o de la cepa B.subtilis - 
0G2 (uvr prototrophica tambiên).

Como medio de cultivo del inoculo de noche se utilizo un medio 
mînimo suplementado con âcido casamînico, tirosina y triptofano:

Medio de noche para 1000 ml:
Medio mînimo:

Glucosa ...................  5 g.
MgCl2 ........ ...........  0,005 mM.
K2HPO4 .................. 14,0 g.
KH2PO4 .................. 6 ,0 g.
(NHi)2S04   2 ,0 g.
Citrato sodico   1,0 g.

Suplementos:
Ac. Casaminico ............ 8 ml de 0,2 g. en 160 ml.
L. Tirosina    1 ml de 2,5 mg/ml
L, Triptofono   1 ml de 2,5 mg/ml.

El desarrollo de la competencia y la transformacion se realizaron
en medio Botti-Wilson; para preparar 50 ml se mezclan 40 ml de medio mînimo 
con 1 ml de cada uno de los siguientes aminoacidos a 2,5 mg/ml cada uno: va 
lina, }_isina, treonina, glicocola, argimina e histidina; 1 ml de aspartico y 
de metionina a 5 mg/ml cada uno; y por ultimo 1 ml de tirosina y triptofano a
2,5 mg/ml cada uno.

II-7-1.- Actividad Optica. Dicroismo Circular de soluciones de DNA.

En el estudio de las propiedades opticas de los acidos nucleicos, 
los espectros de dicroismo circular presentan ventajas informativas sobre - 
los estudios de dispersion rotatoria optica, aunque ambas esten perfectamen 
te relacionadas, pues son manifestaciones de una misma propiedad.

En efecto, la actividad optica reflejo de una asimetrîa estructjj 
ral que implica el giro del piano de polarizacion de la luz incidente, cuan 
do se observa sobre la banda de absorcion produce ademas la eliptizacion de 
la luz planopolarizada.

Si bien los monomeros del DNA ya presentan actividad optica, da­
da la existencia de carbono asimêtrico en la desoxipentosa, el dinucleotido 
présenta una desproporcionadamente mayor actividad optica respecto de los - 
componentes, indicando la presencia de una estructuracion de orden superior, 
por supuesto tambiên asimêtrica; se trata de la aparicion de la hélice. Este 
efecto en la actividad optica producido por la hélice no depende del grado - 
de polimerizacion, permaneciendo constante a partir de grados de polimeriza-
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cion muy bajos.

La siguiente estructuracion de orden superior que supone la doble 
hélice del DNA no va acompahada de modificaciones cuantitativas importantes 
en la actividad optica, aunque si de variaciones cualitativas de los espec- 
t ros de 'dicroismo circular.

Las diferentes variaciones geometricas admisibles dentro de la - 
estructura doble helicoidal, presentan tambiên variaciones cualitativas en 
los espectros de dicroismo circular.

Todas estas variaciones cualitativas en la actividad optica puê  
den ser por tanto un importante instrumente en la adquisicion de informacion 
acerca de las repercusiones geometricas que tiene la presencia de alteracio_ 
nés locales en la doble hélice como consecuencia de la aparicion de dîmeros 
de pirimidina.

La magnitud observable que hemos utilizado a la hora de cuantizar 
y comparar estos efectos ha sido la elipticidad ^  ; relacion entre los sem^ 
ejes menor y mayor de la elipse de polarizacion résultante. Esta magnitud - 
esta relacionada con los coeficientes de absorcion molar de la muestra para 
luces circularmente polarizadas a derechas e izquierdas.

En la practica y en la zona de independencia de tamano molecular
(que se consigue por encima de la decena de nucleotidos) la magnitud habituai
es la elipticidad molar por residuo ( 0 ).

Se utilizo un espectrofotometro CARY-60 con accesorio de dicroismo 
circular que proporciona directamente el valor de la elipticidad, que se red_u 
ce a elipti(^idad molar por residuo dividiendo por el paso optico de la cubeta 
utilizada en centîmetros y por la molaridad en nucleotidos de la muestra de - 
que se trate y multiplicando por un factor 100 que es necesario introducir dê  
bido a que la unidad de elipticidad se definio inicialmente para un decimetre 
de paso optico:

( 0 ) = Elipticidad Molar por residuo
( Ç  ) = 100( f  /I m) f  = Elipticidad

I = Paso optico en centîmetros 
m = Molaridad por residuo

La concentracion de la muestra se determino espectrofotomêtricamen
te; 1 U.O. de DNA por ml a 260 nm son 50yU,g de DNA por ml.

Ademas se ha utilizado, para la comparacion de nuestros resultados
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expérimentales con otros de la bibliografia la magnitud, elipticidad especi 
fica ( ); es decir, la elipticidad referida a peso de substancia:

(V|7 ) = Elipticidad Especîfica
( Y  ) . Y  /d c Y  ° Elipticidad

d = Paso Optico en decîmetros 
c = Concentracion en gramos por litro

Al utilizar valores relativos dentro de un mismo espectro, para 
su comparacion con otros, se puede utilizar el cociente de los valores di­
rectes de Elipticidad, es decir, CIH-/4^CD- .

II-7.- Metodologîas enzimâticas

II-7-1.- Aislamiento pufificacion y ensayos de la UV-Endonucleasa

La U.V.-Endonucleasa ha sido aislada a partir de M, luteus de acue_r 
do con el procedimiento general utilizado por Grossman, (Grossman et al. (1968),
Kaplan et al (1969), Kushner et al (1971 a y b)) que ha servido de base para -
casi todos los procedimientos describes despuês para el aislamiento de esta e^ 
zima a partir de diverses materiales de partida.

Se parte de 250g. de pasta congelada de M, luteus, que se resuspenden
en 1040 ml de 0,01 M fOsfato potâsico pK=7,5 y se ponen a 37®C durante 30' con
80 ml del mismo tampon en el que han anadido 360 mg de Lisozima. Tras la lisis
celular, la solucion tremendamente viscosa, se enfrîa lo mas rapidamente posi-
ble hasta 4°C y se trata con ultrasonidos hasta que desaparece la viscosidad,
sin dejar que la temperatura ascienda por encima de los 4°C. La solucion asî -
conseguida se centrifuge a 23.000 xg. durante 30'. El sobrenadante, entre 1000
y 1100 ml, constituye la fraccion-I-, y como promedio de 20 aislamientos resujL
ta a una concentracion de 18 a 20 mg/ml. Alicuotas de 1 ml de esta fraction se
guardan a -30®C para realizar despuês los ensayos de actividad. La actividad -
especîfica de esta fraction medida por liberation de p por la action simu_l
tânea de la enzima contenida en la fraction y la Fosfatasa alcaline sobre - - 

32 A .DNA- P-PiPi es de 50 /U/mg siendo una unidad la cantidad necesaria de enzima -
 ̂ 32para en las condiciones del ensayo liberar 10 ̂ .Uümoles de P. (Ver mas adelan-

te) .

A 1100 ml de la fraccion-I- se le ahade 126 ml de dextrano T 500 al - 
20% en 0,01 fosfato potasico pH=7,5 peso/peso, 354 ml de polietilenglicol 6000 
al 30% peso/peso en el mismo tampon y 185 g de NaCl. Tras 2 horas de agitacion
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la separation de las fases se consigue tras 15’ de centrifugation a 5000 xg.
La fase superior se dializa durante 15 horas (en lugar de 3 horas segûn - - 
Grossman) frente a 0,01 M fosfato potâsico pH= 7,5, 10% etilenglicol 1 mM - 
EDTA, 5 mMjB-Mercapto-etanol (Grossman solo pone el tampon y el etilenglicol). 
La dialisis se continua durante otras 6 horas mas (en lugar de 4 horas mas - 
segûn Grossman) con otros 18 litros del mismo tampon.

Esta etapa de dialisis es ya bastante crîtica, y a partir de ella - 
la enzima se muestra extraordinariamente inestable. Tras la dialisis la soIjj 

cion de la enzima esta turbia, por lo que se centrifuge durante 10' a 30000xg. 
El sobrenadante, aproximadamente entre 1400 y 1500 ml ,constituyen la fraccion- 
II- y como promedio de 20 aislamientos résulta a una concentracion de 6 a 8 - 
mg/ml y con una actividad por el mismo ensayo que la fraccion-I de 80-100 U/mg, 
Alicuotas de 1 ml se conservan congeladas a -30°C.

Estas dos fracciones son las menos inestables a la congélation y de^ 
congélation permaneciendo con actividad muchos meses si se las conserva conge_ 
ladas a -30°C sin necesidad de anadir DNA de Timo.

La Fraccion-II- entre 1400 y 1500 ml se deja agitando ligeramente con
fosfocelulosa Pli equilibrada previamente en tampon fosfato 0,005 M pH=7,5 
10% etilenglicol, 1 mM EDTA, 5 mMj#—Mercapto-etanol (Grossman solo utiliza el 
tampon con el etilenglicol) durante la noche a 4°C. Despuês se compacta en una 
columna refrigerada a 4°C sobre la que tras lavar con 200 ml del mismo tampon 
pero 0,05M, se pasa un gradiente lineal de 1200 ml entre 0,05 y 0,5 M fosfato 
potâsico pH=7,5 10% etilenglicol, 1 mM EDTA, 5 mM ̂ -Mercapto-etanol, Se reco- 
gen fracciones de aproximadamente 12 a 15 ml en las que previamente se ha pue_s 
to DNA de Timo para que quede a una concentracion final de 25^Kg/ml. La pre­
sencia del DNA a partir de este momento es estrictamente necesaria para la e_s 
tabilidad de la enzima. La enzima eluye en la zona de 0,3 M del gradiente. Las 
fracciones de mas actividad se reûnen para dar del orden de 200 ml a 0 ,6mg/ml
con una actividad con el mismo ensayo ya citado de 500 Up /mg. Esta es la frac-
cion-III-. A partir de este momento cualquier descenso de la fuerza ionica pro 
duce una precipitacion que aunque es reversible no lo es la recuperacion de la 
actividad que se pierde con la precipitacion. La enzima obtenida asî y concen- 
trada 10 veces mediante dialisis frente al mismo tampon pero con 10% Polietilen 
glicol, ha sido la utilizada hasta ahora en las experiencias de reconocimiento 
y liberacion de dîmeros de pirimidina en DNA- H de E.coli con el concurso de - 
la DNA-Polimerasa de E.coli. Ver resultados en el apartado III-9.

Esta fraccion asî concentrada da un pico bastante simêtrico por élu-
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cion en una columna K26/80 de Sephadex-G—75 equilibrada con el mismo tampon 
y calibrada con Azul Dextrano, Hemoglobina, SAB-bovina, SAB-huevo, Quimotri^ 
sinogeno y Citocromo c (pesos moleculares de 64.500, 67.000, 45.000, 25.000 
y 12.500 respectivamente para las proteînas), que se situa entre las dos ÜJ. 
timas pero muy proxima al Citocromo c (Ver Fig-II-11-) es decir, de un peso 
molecular de aproximadamente 15.000 a 16.000 como el descrito para esta en­
zima por diversos autores.

Aunque el mêtodo descrito por Grossman utiliza a partir de la Fran 
cion-III concentrada la accion simultanea de una columna de Sephadex-G-75 - 
como la descrita conectada al llegar a la eluccion de la zona de peso molecu 
lar de la enzima a otra de DNA-PiPi-Celulosa, el tiempo necesario para llevar 
a cabo estas dos ultimas etapas nos ha conducido siempre a recuperaciones muy 
bajas. Por eso nos hemos visto obligados a poner a punto otro mêtodo llegado 
este momento para purificar la enzima en el menor tiempo posible y con rend^ 
mientos compatibles con la experimentacion que deseamos despuês realizar.

Asî, en lugar de realizar un gradiente lineal continue para la obteii 
cion de la fraccion fosfocelulosa hemos optado por realizar extracciones suc_e 
sivas con 150 ml cada vez de 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30 y 0,35 M. Fos_ 
fato potâsico, 10% Etilenglicol, 1 mM EDTA, 5 mM^-Mercaptoetanol. Los sobre_ 
danantes obtenidos de las fracciones 0,25, 0,30 y 0,35 M fosfato potâsico se 
reünen en aproximadamente 400 ml que suelen salir a 0,6 mg/ml a los que se les 
anade DNA de Timo hasta una concentracion final de 25yttg/ml y se les pone iri 
mediatamente a dializar frente a 2000 ml del mismo tampon pero con 10% polie 
teilenglicol, 10% etilenglicol y 1% glicina con dos cambios hasta que queda - 
aproximadamente entre 100 y 150ml. Despuês se realiza un cambio de dialisis - 
mas con 2000 ml de 1% glicina 10% etilenglicol.

La solucion asî obtenida, algo turbia, se homogeniza con un homoge- 
neizador de embolo. 95 ml de esta solucion se mezclan con 3,5 ml de Anpholi- 
tos pH-7-9, 1,5 ml de Anpholitos pH=9-ll y 0,5 ml de Anpholitos pH=3,5-10 y 
5 g de Sephadex G-75 superfino preparado para electroenfoque preparativo en 
plaça. El lecho del gel estendido sobre una plaça de 25x12,5 cm con los anphn 
litos y la preparacion enzimâtica se dejan evaporar en frîo hasta que se pie_r 
den aproximadamente 30 g de peso. Despuês el electroenfoque se realiza en un 
equipo Multiphor al que se le incorpora un equipo Colora de refrigeracion h_a 
ciendo circular por la plaça de refrigeracion una solucion de glicerina dilu_i 
da a 4°C: Entre 13 y 24 horas son necesarios para que las proteînas se concen 
tren alrededor de su punto isoelêctrico. Como anolito se utiliza anpholitos -
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de pH=9-ll y como catolito acido fosforico 0,1 M. Como marcador se utiliza 
Citocromo c que se ahade una vez formada la plaça a lo largo de uno de los 
bordes.

La U.V.-Endonucleasa tiene un punto isoelêctrico de aproximadamente 
9, las fracciones con ese pH. y las proximas se eluyen conjuntamente, se re^ 
nen y concentran mediante dialisis en 0,3 M fosfato potasico pH=7,5 10% Stî  
lenglicol, 1 mM EDTA 5 mM^-Mercapto-etanol con 10% polietilenglicol. El re_s 
to de las fracciones, hasta 30, en que se divide la plaça, se eluyen y dia- 
lizan con el mismo tampon pero sin polietilenglicol. La medida del pH del - 
gradiente del electroenfoque se realize en experiencias paralelas en las que 
la eluccion de las fracciones se realizo con agua destilada. A las fracciones 
dializadas se les détermina la concentracion de proteînas y como se observa - 
en la Fig-II-12- la recuperacion de proteînas de punto isoelêctrico proximo - 
al de la U.V.-Endonucleasa es bastante pequeha. Como el DNA que tenîa la frac_ 
cion concentrada procédante de la extraccion en fosfocelulosa Pli tambiên se 
enfoca y por supuesto a pHs lo mas acido que permite el gradiente, es decir - 
al otro extremo de la plaça donde aparece la U.V.-Endonucleasa, es necesario 
en la eluccion de las fracciones del electroenfoque anadir DNA de Timo a una 
concentracion final de 25Jlg/ml.

La fraccion asî obtenida se pone a -30°C sin congelar para lo que se 
le ahade previamente un volumen igual de Glicerina al 98%. La enzima asî pr^ 
parada y conservada permanece con altos niveles de actividad mas de un mes. - 
Esta fraccion es la que se ha utilizado en las experiencias de reconocimiento 
de dîmeros por medida de la densidad de roturas simples en DNA-SPPl irradiado 
con U.V. mediante estudios analîticos de sedimentacion.

El aislamiento completo de la enzima hasta estos niveles dura aprox^ 
madamente entre 8 y 10 dîas.

El ensayo de actividad U.V.-Endonucleasa utilizado es el descrito por
32 32Grossman et al (Kaplan et al. 1969) que mide la liberacion de P de DNA- P- 

APiPi por la accion simultanea de la U.V.-Endonucleasa y la Fosfatasa alcalina.
El DNA se irradia con luz U.V. de 254 nm hasta la saturacion de dîmeros de -

32pirimidina. El DNA P utilizado debe de tener una actividad especîfica entre
3210 y 100 c.p.pm,/yü^mol y ha de estar limpio de P contaminante asî como con 

el menor numéro de terminales fosfato intracadena. En ocasiones es necesario 
un tratamiento previo con Fosfatasa alcalina para liberarle de estos fosfatos 
terminales. La eliminacion de la fosfatasa despuês se consigue por desprote^ 
nizacion con cloroformo—isoamilico, centrifugacion y dialisis de la fase acu^
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sa. La Fosfatasa alcalina debe de ser de la de grado-I, es decir, sin cont^ 
minantes fosfodiesterasicos; en nuestro caso hemos utilizado la suministra- 
da por Boerhinger and Mannhein aislada a partir de intestine de ternera y - 
de una actividad especîfica de 400 U/mg medida por liberacion de fosforo - 
utilizando como substrate paranitrofenolfosfato.

32 ALa mezcla de reaccion de 1 ml contiene; 0,15 ml de DNA- P-PiPi 
a 75 Ug/ml, enzima y ajustado el volumen a 1 ml de forma que quede 0,003 M 
TRIS—HCl pH=7,5, 0,010 M MgCl2* La reaccion se lleva a cabo durante 30 min. 
a 37°C. Despuês se précipita con 1 ml de acido perclorico al 0,7% anadiendo 
antes 0,2 ml de DNA de Timo de ternera a 2,5 mg/ml para ayudar a la precipi^ 
tacion. Tras 10 min, en frie se centrifuge 15 min a 12.000 xg. El sobrenadari 
te se tira y el sedTimento se resuspende en 1,65 ml de NaOH 0,1 M. Tras la - 
resuspension se lleva a pH=8,0 con 0,2 ml de TRIS-HCl 2,0 M pH=6,45. Tras 
la neutralizacion se ahade de 1 a 2 unidades de 1 ôsfatasa alcalina y se in­
cuba a 45°C durante 30 min. Tras la liberacion de los fosfatos se précipita 
el DNA con acido perclorico al 7% en frio. Grossman utiliza a continuacion 
la centrifugacion, pero nosotros hemos obtenido mejores resultados mediante
filtracion en Xillipore de diametro de poro de 0,45 V, Los filtrados se cuen

32tan en medio de dioxano y se calcula los JiJX moles de P liberado en funcion 
de la actividad especîfica de la preparacion de DNA en el momento del conta­
je.

Los problemas mas importantes derivados de esta marcha analîtica
de determinacion de roturas simples proceden de las contaminaciones que se

32presentan bien en forma de P libre, bien en forma de mononucleotidos u - 
oligonucleotidos de cadena corta que no precipitan bien en la segunda preci 
pitacion. En efecto, la primera precipitacion tras la actuacion de la UV-E_n 
donucleasa, es probablemente la mas segura aunque no llega a ser nunca mas 
del 95% del DNA para el DNA control, es decir para aquel DNA que al menos - 
teoricamente no ha sufrido ningûn ataque enzimâtico. Ademas en esta precip^i 
tacion lo que nos interesa, a fin de cuentas, es el precipitado, y por tan­
to, sera suficiente con que el nivel de precipitacion sea igual en el caso 
del control que en el caso de las muestras tratadas con la UV-Endonucleasa.
La segunda precipitacion en cambio se realiza sobre un DNA que ha sido de^ 
naturado en mayor o menor grado en la resuspension con NaOH 0,1 M; de hecho 
en la practica, la velocidad de resuspension despuês depende mucho de la - 
concentracion de proteinas en la muestra y êsta, puede ser muy diferente de 
unas fracciones a otras del aislamiento. Tras la resuspension y posterior - 
neutralizacion hasta pH=8,0, se realiza una incubacion a 45°C. Por lo tanto, 
tras la precipitacion, la separacion por sedimentacion de las fracciones so_
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soluble e insoluble en âcido es ahora mas difîcil, pues es necesario consje 
guir que sedimenten oligonucleotidos muy pequehos. La filtracion, en lugar 
de la sedimentacion, mejora esta separacion aunque de nuevo los mononucleo_ 
tidos y oligonucleotidos de cadena corta puedan tambiên aqui aunque en me­
nor grado, pasar el filtro.

Con objeto de evaluar hasta que punto estas crîticas pueden obli^ 
gar a tomar ciertas precauciones a la hora de cuantizar las roturas simples 
introducidas por la UWEndonucleasa en DNAs irradiados con radiacion U.V. , 
hemos medido la eficacia de la filtracion como sistema de separacion de DNA 
macromolecular de fosfato libre. Asî mismo en estas experiencias, que se pr_e 
sentan a continuacion, se ha evaluado la eficacia de una extraccion selecti. 
va con molibdate amonico e isobutanol-benceno (1/1) del fosfato libre de los 
filtrados. En la Tabla-II-12 se reflejan los resultados obtenidos asî como 
las condiciones expérimentales en las que se llevo a cabo la determinacion.

Como se observa, cuando lo que se précipita y filtra es solameri
32te P, casi todo êl pasa el filtro y mas del 95% del filtrado aparece de^

pues en la fase organica y solo del orden del 4,5% aparece en la fase acuo_
sa; la recuperacion entre ambas fases es de aproximadamente del 100%.

3Cuando lo que se précipita es DNA- H, todo el DNA precipitado se
retiene en el filtro, solo filtra el 0,24% y aquî la mayor parte del filtr^
do aparece en la fase acuosa. Por ultimo, cuando lo que se précipita es DNA- 
3 32H— P, de nuevo el 99% del DNA precipitado se retiene en el filtro, no ap_a

32 3rece nada en la fase organica, ya sea contando P o contando H. El filtra, 
do aparece en la fase acuosa. En definitive pues la precipitacion y filtra­
cion es bastante eficaz, mejor que el 95%, y la extraccion selectiva del - 
32P en la fase organica es tambiên mejor que el 95%,

3 32 32Cuando a un DNA- H- P se le ahade cantidades crecientes de P
y se realiza la precipitacion y extraccion, se comprueba ademâs que la ex­
traccion es cuantitativamente significative. En efecto, en la Tabla-II-13 
se encuentran expresados los resultados obtenidos de esta forma con un DNA-

al que se le ha anadido: 0, 354, 708, 1.416, y 2.832 cpm de ^^P.
Tras la filtracion, el contaje del tritio filtrado nos indica un nivel de -

32filtracion del 5,5% como promedio. Por su parte el contaje en P nos indi­
ca que por encima de las 2.086 cpm del control aparecen en cada muestra las 

' 3 2cpm ahadidas como P , es decir: 2,795 cpm frente a las 3.500 cpm esperadas 
en la muestra III, 3.304 cpm frente a las 3.500 cpm esperadas en la muestra
IV 5.145 cpm frente a 4.910 cpm esperadas en la muestra Y y solo la muestra
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II se sépara apreciablemente de lo esperado, 3.157 cpm frente a 2.450 cpm. 
Este mismo sucede tambiên tras la extraccion del fosforo en la fase organ^ 
ca, apareciendo en cada muestra las cpm del control mas las ahadidas en c^ 
da muestra, es decir: 229 cpm para el control, muestra I, 420 cpm, aproxi­
madamente igual al control mas las 354 cpm ahadidas, para la muestra II, - 
815 cpm, aproximadamente igual al control mas las 708 cpm ahadidas para la 
muestra III, 2.310 cpm aproximadamente igual al control mas las 1.410 cpm 
ahadidas para la muestra IV y 2,940 cpm aproximadamente igual al control - 
mas las 2.830 cpm ahadidas para la muestra V.

32Los altos valores del contaje de P en medio dioxano de la fase 
acuosa, indican la presencia de mononucleotidos u oligonucleotidos pequehos
que no se extraen en la fase organica y que de no haber hecho la extraccion

-, 32 32se contabilizarîan como P libre. De hecho de las 2.086 cpm en P que ap_a
32recen en el filtrado del control solo 225 son de P libre. Por ultimo, in-

dicar que la suma de los contajes obtenidos en ambas fases rinden valores -
proximos al 100% para casi todas las muestras y para ambos isotopos con re^
pecto a los valores de los filtrados.

3 32Cuando un DNA— H- P que lleva varios dîas disuelto en solucion 
salina citrato (0,15 M NaCl, 0,015 M citrato sodico) y que por tanto posee 
algunas roturas simples producidas por autorradiolisis, se trata con fosfa. 
tasa alcalina y despuês se précipita y filtra, el filtrado présenta una r^ 
lacion tritio/fosforo de 1/2,6, en comparacion con el valor de 1/1,7 que - 
se obtiene en este DNA reciên disuelto. El tanto por ciento de DNA no pre- 
cipitable que pasa el filtro en el control es del 3,05% siendo el 4,68% en 
el DNA con roturas simples; segün es to y de acuerdo con el mêtodo descrito 
por Grossman, tendrîamos un 1,63% de fosfatos liberados por la fosfatasa - 
alcalina en la muestra respecto del control. Ver Tabla-II-14.

Cuando esta misma experiencia la realizamos continuando con la
22 ^ extraccion del P filtrado, observamos que pasamos de una relacion tritio/

fosforo en el filtrado de 1/2,4 a 1/3,6 (muestra y control) a una relacion
1/20,7 a 1/10,0 (muestra y control) en la fase organica; es decir, hemos -

3?purificado notablemente el P libre del filtrado con respecto al tritio, 
es decir, con respecto a mononucleotidos y oligonucleotidos de cadena corta. 
En la fase acuosa sin embargo la relacion tritio/fosforo tiene los mismos - 
valores que en el DNA original en el control, es decir, 1/1,6 a 1/1,7, e in 
cluso valores inferiores en la muestra, es decir, 1/0,9. Con estos datos - 
ahora, la cantidad de fosforo liberado por la fosfatasa en la muestra con -
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respecto al control sera: el 54,85% del 2,14% del filtrado menos el 44,27% 
del 1,62% del filtrado, es decir el 0,45%. Ver Tabla-II-14.

En definitiva pues, siempre que exista cierta contaminacion en
32el DNA que estamos estudiando de P libre o formando parte de mononucleo

tidos u oligonucleotidos de cadena corta la determinacion del fosforo libe_
rado por la fosfatasa alcalina a nivel de filtrados, estara sobreestimando
la cantidad de roturas simples introducidas en el DNA. Asi determinaciones

32précisas de esta magnitud necesitarân de la extraccion selectiva del P.
Hemos de indicar sin embargo que el ensayo tal y como lo describe Grossman
puede ser utilizado eficientemente como ensayo rutinario de seguimiento de
actividad UV-Endonucleasa, siempre que se trabaje con DNAs recien aislados

32y con una buena marca en P. La determinacion cuantitativa de roturas sim 
pies por este mêtodo debe de ser tomada sin embargo con gran prudencia.

II-8-2.- Otras enzimas utilizadas.

Ademas de las enzimas ya comentadas, se han utilizado la DNA-E^ 
donucleasa-I- de pancreas suministrada por Boerhinger and Mannhein, para - 
diversos tratamientos. El ensayo de actividad utilizado esta basado en el 
descrito por Kunitz, M, (1950). Consiste en la medida del incremento de a^ 
sorcion experimentado por una muestra de DNA cuando como consecuencia de - 
una fuerte digestion enzimâtica los fragmentos de DNA se desnaturan. Una - 
unidad para nosotros, es la cantidad de enzima que en las condiciones del 
ensayo, produce un efecto hipercromico de 0,01 unidad de absorbencia por - 
minuto sobre un DNA a 1 unidad de absorbancia a 260nm.

La mezcla de reaccion contiene por ml 50 Ug de DNA de timo de - 
ternera, enzima y ajustado todo ello a 0,015 M NaCl, 0,05 M TRIS-HCl pH=7,5 
0,005M MgCl^. El seguimiento de la reaccion se realiza en un espectrofoto­
metro de doble haz con portacubetas termostatizable y a 25°C.

La DNA-Polimerasa-I- utilizada es la suministrada por Boerhinger
and Mannhein, aislada a partir de E.coli con una actividad especîfica de -
2.500 a 5.000 unidades por miligramo de acuerdo con el ensayo descrito por
Richardson, C.C. et al (1964). Una unidad es la cantidad de enzima necesaria
en las condiciones del ensayo para producir la incorporacion de 10 mUmoles - 

3de dTTP- H en Poli(dAT) utilizado como molde.

La mezcla de reaccion contiene: 110 U1 de tampon fosfato pH=7,4
0,016 M, 50 U1 de MgCl^ 0,042 M, 50 U1 dey0-Mercapto-etanol, 0,006 M, 20 U1 
de dATP 1 mM, 20 U1 de dTTP-^H 1 mM, y 50 U1 de Poli(dAT) que contienen 6 

mUmoles y 20 U1 de enzima. La incubacion se realiza durante 30 min. a 37°C
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La reaccion se para anadiendo en frio 0,1 ml de DNA de timo de ternera a
2,5 mg/ml y 2,5 ml de âcido perclorico 1 N. Tras 10 min. en frio, se fiJL 
tra en Millipore de 0,45 U de tamano de poro y se lava despuês con 2,5ml 
del mismo âcido, cuatro veces. Los filtros secos se cuentan en medio-4- 
(Ver apartado-ll—2-7—).



145

CAPITULO III

EXPOSICION E INTERPRETACION DE RESULTADOS

III.l.- Determinacion de la densidad de roturas simples en DNA de E.coli 
irradiado a diferentes longitudes de onda y exposiciones.

La densidad de roturas simples por nucleotido en DNAs que habian - 
sido irradiados a diferentes longitudes de onda y dosis, se obtuvo del e_s 
tudio de los limites de sedimentacion de estos DNAs tras desnaturacion y - 
sedimentacion en ultracentrifuga analitica. (11.5.2,).

Se estudiaron cinco longitudes de onda: 300-10 nm, 280-10 nm, - -
260-10 nm, 254 nm y 240-10 nm. Los resultados obtenidos en el analisis ap̂ a
recen reflejados en la Tabla-III-1 y estan representados en la Fig-III-1. - 
Estos valores son los resultados medios obtenidos en la determinacion de la 
densidad de roturas simples y sus desviaciones tîpicas. En la Tabla-III-1 - 
aparecen tambiên los valores mâximos de las pendientes para cada serie de - 
determinaciones, calculados a partir de la desviacion de la media de los - 
valores de cada serie y del intervalo de dosis estudiado.

Es necesario hacer hincapie en que, a excepcion de la preparacion -
de DNA utilizada en la serie de irradiaciones a 240-10 nm, cuya densidad -
de roturas simples inicial era de (1,37-0,14)xl0  ̂ roturas simples/nucleo - 
tido, todas las demâs preparaciones tenian de 2 a 4 x 10  ̂ r.s./n.. Es decir, 
un peso molecular medio de los fragmentos de DNA desnaturado entre 8 y 16x10^ 
daltons; lo que supone de 1 a 5 roturas simples por molêcula de DNA nativo.
En definitiva pues, se ha trabajado con preparaciones de DNA que a pesar de 
procéder de una bacteria (E.coli), merced al mêtodo de aislamiento utilizado 
(II.2.2.) apenas poseen roturas simples intracadena, lo que permite trabajar 
en condiciones de gran sensibilidad a la hora de determiner la aparicion de 
nuevas roturas simples.

Como conclusion podemos decir. pues, que en las condiciones de irra 
diaciôn utilizadas (soluciones de DNA en 0,15 M. NaCl, 0,015 M. citrato so­
dico y en ausencia de oxîgeno y en atmosfera de nitrogeno) la irradiacion 
con dosis crecientes de radiacion U.V. de soluciones de DNA de E.coli y en- 
el rango del espectro estudiado (300 nm a 240 nm) no se producen incrementos 
en la densidad de roturas simples détectables por el mêtodo de determinacion
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empleado. Teniendo en cuenta el error de las determinaciones se puede decir 
entonces que de producirse algun incremento en la densidad de roturas simples 
este es siempre menor de (0,1 a 0,9)xl0  ̂ roturas simples por nucleotido de 
DNA por cada 10 ergios/mm , en cualquiera de las longitudes de onda estudi^a 
das, sin que se observe ninguna tendencia, en este margen, en funcion de la 
energîa de la radiacion.

III,2.- Estudio del proceso de formacion de dîmeros en DNA de E.coli irradia­
dos con radiacion U.V. a diferentes longitudes de onda. mediante determina­
cion quimica de la formacion de dîmeros.

, /\ /\ 3III.2.1.- Determinacion de dîmeros de pirimidina ( TT y CT ) en DNA- H de 
E.coli irradiado a diferentes longitudes de onda del espectro U.V. Determina­
cion de las secciones eficaces del proceso de dimerizacion y monomerizacion.

3Las soluciones de DNA- H de E.coli en 0,15 M. NaCl, 0,015 M. citrato 
sodico y en atmosfera saturada de nitrogeno se irradiaron con dispositivos 
apropiados que permitieron la irradiacion a diferentes longitudes de onda, 
con una agitacion adecuada y un posicionado reproductible. (II.3.1.).

Las dosimetrîas de las irradiaciones se llevaron a cabo mediante actino_ 
metrias de diversos tipos. (II.3.2.3.4.)

En las Fig.-III-2 a 6, se presentan los resultados obtenidos en la d^
termination del porcentaje de dîmeros de timina-timina ( TT ) y de timina-
citosina ( CT ) con respecto a timinas totales para diferentes longitudes de
onda: 300-10 nm, 280^10 nm, 260-10 nm, 254 nm y 240-10 nm, y exposiciones.
La fluencia energética media o exposition se ha expresado en unidades de

2Einstein por métro cuadrado (E/m ). Cada valor representado es el resultado 
de la media de 4 a 6 determinaciones, tan solo algunos son el resultado de 
la media de menos de 4 o mas de 6 determinaciones. Las bandas representadas 
arriba y abajo de los valores son los errores estimados en el proceso total 
de la. determinacion cromatogrâfica utilizada, en funcion del porcentaje de 
dîmeros respecto de timina que se détecta. Las curvas representadas son el 
resultado del ajuste de los datos expérimentales a una funcion 1-Exponential, 
utilizando el programs MINUIT en el centro de Calculo de la J.E.N.
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Esta funeion utilizada, D=kPo/Ck+r) (l-e es la que résulta
de la consideracion del fenomeno estudîado, formacion y deformacion de d_i 
meros, tras una serie de sîmplificaciones que han sido ya discutidas en - 
la introduccîôn de esta memoria. (1.7.2).

Tras el ajuste de les dates expérimentales a esta funciôn, se han - 
obtenido les valores de saturaciôn de porcentaje de dimeros (D*=k?o/(k+r)) 
y les valores de las pehdientes, es decir, los valores de las secciones - 
eficaces de la reaccion global de dimerizacion y monomerizacion (k-t-r) para 
cada longitud de onda y tipo de dîmero considerado. Estos valores aparecen 
reflejados en la Tabla-III-2. A partir de ellos y conociendo el valor de - 
Po, es decir, el valor de la frecuencia dinucleotidica del DNA en Question, 
se puede calculer el valor de k y de r; es decir, el valor de las secciones 
eficaces del proceso de monomerizacion (r) y de dimerizacion (k). Estos va 
lores asi calculados con datos de Po obtenidos de la bibliografîa aparecen 
tambien en la Tabla-III-2, donde se indican los errores evaluados en la d^ 
terminacion de todos estos parametros. La discusion de estos resultados se 
harâ conjuntamente con la de los valores del rendimiento cuântico calculado 
a partir de ellos, mas adelante.

Volviendo de nuevo ahora a las graficas de las Fig-III-2 a 6, observa;
/Vmos que el porcentaje de TT respecte de T es siempre superior al de CT para

una exposicion dada. La relacion entre el porcentaje de los dîmeros de TT -/S
y los de CT aparece en la Fig-III-7, donde podemos observer que en el limite 
tendiendo a cero de exposicion esta relacion tiende a uno, lo que puede in_ 
terpretarse como que al comienzo de la irradiacion la probabilidad de forma^ 
cion de un dîmero de fl y de CT tras la absorcion de un fotdn U.V. es la - 
misma, aunque despuês la probabilidad de monomerizacion de los dîmeros es -

 ̂ /Xmayor en los dîmeros de CT que en los de TT. (Ver valores de las Secciones 
Eficaces de monomerizacion y dimerizacion en la Tabla-III-2). En la Tabla- 
IXI-3 se han expresado el valor del porcentaje de dîmeros que supone un 99% 
del valor de saturation asî como, la exposicion a la que se alcanza ese valor 
para cada longitud de onda y en cada tipo de dîmero. Asî misrao se indican -
estos dos mismos valores para la relation de los dîmeros de TT y de CT, es
decir, los valores del 99% de la relacion TT/CT y la exposicion a la que se 
alcanza.

Como se observa^la saturation de la formacion de dîmeros de TT se alcanza 
a valores de exposicion mayores cuanto mayor es la longitud de onda, aunque-
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son muy parecidos per debajo de 260-10 nm. Parecida situacion se produce 
con el dimero de CT sobre todo en la clara diferenciacion entre longitu­
des de onda por debajo y por encima de 260-10 nm. Ademas dado que.la expo_
sicion de saturacion de los dîmeros de TT es siempre mayor que la de los

A A  Ade CT los valores de exposicion de saturacion de la relacion de TT y CT
Aes muy parecida a la de TT.

III.2.2.- Espectros de accion y rendimientos cuanticos de los procesos de 
dimerizacion y monomerizacion.

El espectro de accion muestra la dependencia espectral dentro de un 
rango concrete del espectro, de la eficiencia monocromatica relativa de la 
radiacion con respecte a un efecto considerado. En este case frente a la 
formacion de dîmeros a partir de sus monomeros de pirimidina en el DNA, asî 
como a la monomerizacion de estes.

En las Fig-III-8 y 9, se han representado los valores de las secciones 
eficaces, calculadas a partir del analisis quîmico de la formacion de dîme 
ros, en funeion de la longitud de onda, para los procesos de dimerizacion 
y monomerizacion. Junte a ellas se han representado los espectros de absor_ 
cion del DNA, timina, citosina y dîmeros de TT. (No se dispone del espectro 
del dîmero CT).

De la Fig-III-8-, se desprende que los espectros de accion de la fo^ 
macion de dîmeros de ^T y de CT son cualitativamente, y dentro del error e_x 
perimental, cuantitativamente tambien, iguales. Ademas, el espectro de accion 
asî obtenido identifica al DNA o si acaso a la timina (no a la citosina) como 
moleculas responsables de la absorcion de los fotones U.V. que dan lugar des_ 
pues a la reaccion fotoquîmica.

En la Fig-III-9- se observa cierta similitud entre los espectros de 
accion de la monomerizacion de los dîmeros de TT y de (A? pero son cuantita- 
tivamente diferentes. En cuanto al espectro de accion del dîmero de se
observa cierta correspondencia con el espectro de absorcion del dîmero de TT 
a longitudes de onda por enzima de 260 nm. Longitudes de onda mas bajas ya 
no ajustan bien.

A partir de las secciones eficaces de formacion de dîmeros y de su 
monomerizacion, se puede calculer el valor de los rendimientos cuanticos pa
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ra cada longitud de onda, si conocemos el coeficiente de absorcion molar y por 
tanto la seccion eficaz de absorcion, de las moleculas implicadas en la tran^ 
formacion considerada.

Asî, para el calculo de los rendimientos cuanticos de la formacion de 
dimeroSj hemos utilizado tanto las secciones eficaces de absorcion del DNA c^ 
mo de la timina. En la Tabla III-4 aparecen detallados los valores de las - 
secciones eficaces del proceso de dimerizacion para ambos tipos de dîmeros - 
(TT y A )  en m^/fotôn, asî como los valores de los coeficientes de absorcion 
molar del DNA, a las distintas longitudes de onda en estudio, que han sido - 
calculadas experimentaimente mediante analisis espectral y determinacion co- 
lorimêtrica de fosforo. Tambien se presentan los valores de las secciones ef^ 
caces calculadas a partir de ellos. Los mismos valores se presentan para la - 
timina a partir del analisis espectral realizado por nosotros y el valor del 
coeficiente de absorcion molar en el mâximo (G2^^^^=7.900) tomado del Handbook 
of Biochemistry, A partir de ambos valores: secciones eficaces de formacion - 
de dîmeros y secciones eficaces de absorcion se han calculado los rendimien­
tos cuanticos, que aparecen en las columnas 5 y 8 de la Tabla. En todo momen 
to se han tenido en cuenta los errores correspondientes a las determinaciones.

Como se observa claramente de la comparacion de los resultados del câJL 
culo de los rendimientos cuanticos a partir de los datos espectrales del DNA, 
tanto para el dîmero de TT como el de A , los valores de los rendimientos cuân
ticos son muy parecidos a las diferentes longitudes de onda, solo algo mas b_a 
j os a 240— lOnm. El valor medio asî obtenido, incluyendo los valores de 240-lOnm 
es de 0,13-0,004 para la dimerizacion del T^ y de 0,015-0,005 para la dimeriza, 
cion del CT.

Por el contrario cuando se utilizan los datos espectrales de la timina 
en el câlculo de los rendimientos cuanticos, los valores obtenidos a 300-10nm 
son muy superiores al resto de las longitudes de onda en tanto que los valores 
a estas ultimas son muy parecidos a los obtenidos con el espectro del DNA. Asî 
los valores medios obtenidos con el espectro de la timina son: 0,017-0,013 y 
0,020^0,017 para la dimerizacion del "A] y del A  respectivamente.

En conclusion, los valores de las secciones eficaces de formacion de d_î 
meros de A  y el rendimiento cuântico obtenido en todo el rango del espectro - 
estudiado son del mismo orden de magnitud a los determinados por otros autores 
en DNA (Patrick M.H. 1977) no asî las secciones eficaces de formacion de dîme­
ros de A  y sus rendimientos cuanticos.
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3III-3.- Determinacion de dîmeros de ti^nina-timina en DNA- H de B. subtilis 
B. cereus y SPP-1. Determinacion de la seccion eficaz del proceso total.

En un intento de ampliar los conocimientos del proceso de- formacion 
de dîmeros en DNA se han marcado diverses DNAs de diferente composiciôn con 
timina-^H para la determinacion cromatogrâfica de los dîmeros de TT produci 
dos tras irradiacion a diverses longitudes de onda y dosis del espectro U.V.
Se estudiaron los dîmeros producidos por la luz U.V. de 300-10 nm 280-lOnm y 
260-lOnm en el caso de los DNAs de B. subtilis y B. cereus, asî como estas - 
très longitudes de onda y tambien 254 nm para el caso del DNA de SPP-1.

El tratamiento de los datos fue en todo semejante al anterior. La d^
terminacion de la seccion eficaz del proceso se realizô tras encontrar el valor
de los dîmeros a saturacion que mejor ajustaban la recta obtenida al represen
tar el log(D*-D)/D*) frente a la dosis.

Los resultados obtenidos aparecen en la Fig-III-11, 12, y 13 para los 
DNAs de B.subtilis, B.cereus y SPPl respectivamente. Las curvas repines en tadas 
son las résultantes con los valores de la seccion eficaz y de saturacion obt^ 
nidos en el ajuste realizado para cada longitud de onda. Estos valores de las 
seccionea eficaces y de los porcentajes de dîmeros a saturacion aparecen en - 
la Tabla-III-6 junto a los obtenidos en el caso del DNA de E.coli para su corn 
paracion.

En la Fig-III-14- se han representado los valores de estas secciones 
eficaces del proceso de formacion de dîmeros de A  junto con las obtenidas en 
el estudio del DNA de E.coli, y como se ve en el espectro obtenido al enfren- 
tarlas en funeion de la longitud de onda es muy parecido en todos los casos a 
pesar de ser DNAs de diferente composition en GC. Es necesario destacar en este 
sentido que si bien a priori parece logico esperar una mayor production de d_î 
meros en el caso del DNA de B.cereus cuyo contenido en GC es mucho menor que 
el de E.coli no lo serîa sobre esta misma base esperarlo de los DNAs de B.sub 
tiiis o SPP-1 cuyo contenido es muy semejante en el caso del primero y solo 
algo inferior en caso del segundo; sin embargo los resultados expérimentales 
indican tambien en estos dos casos una mayor production de dîmeros poniendo de 
manifiesto la importancia que la frecuencia dinucleotidica de los DNAs tiene 
en el rendimiento final de dîmeros, por encima de la composition en GC. Solo 
en situaciones en las que la composition de los DNAs se refleje de un modo ale_a
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torio en su frecuencia dinucleotidica se podrâ correlacionar directamente 
el nivel de dîmeros alcanzado a cada longitud de onda con el contenido en 
GC. Por tanto un tratamiento exhaustive en la determinacion de dîmeros en 
todos los DNAs posibles de diferentes composiciones en GC, de diferentes 
orîgenes para un mismo GC etc. lograra informâmes acerca de esta dependen 
cia composicional para la determinacion del nivel de dimerizacion de los 
distintos DNAs a cada longitud de onda.

III.4.- Determinacion de la variation de la temperatura media de fusion ÇAlm) 
del DNA de E.coli irradiado a diferentes dosis y longitudes de onda. Correla­
tion entre la variation de la Tm y el porcentaje de dimeros de ÇlT+CI),

Los estudios de la transition têrmica de la estructura bihelicoidal 
CWatson-Crick) o nativa a la de ovillo estadîstico o desnaturada del DNA, se 
realizaron sobre 31 muestras de DNA de E.coli irradiadas a diferentes dosis 
y longitudes de onda del espectro U.V. en las condiciones ya descritas que 
evitan la production de roturas simples intracadena en el DNA. En estas con̂  
diciones los efectos observados en las propiedades opticas del DNA y por tanto 
en su fusion son solo achacables a la presencia de los dîmeros de pirimidina, 
productos primaries del efecto de la absorcion de fotones U.V. por el DNA.

El efecto principalmente estudiado al comparar las curvas de fusion 
de las muestras de DNA irradiado ha sido la variation de la Tm de transition 
helice-ovillo. En la Fig-III-15- se présenta un ejemplo tîpico de la experien^ 
cia, en la que se observa como a medida que aumenta la dosis de irradiacion,
Cy como consecuencia el porcentaje de dîmeros de pirimidina) disminuye la tem 
peratura media de fusion. Es decir, se observa un debilitamiento de la estruc 
tura nativa frente a la temperatura como consecuencia de la presencia de los 
dîmeros,

Cuatro fueron las longitudes de onda estudiadas: 254 nm, 260-10 nm 
280-10 nm y 300-10 nm, con 11, 2, 10 y 8 muestras respectivamente. En la Tabla 
III-7- aparecen detallados los datos relativos al estudio de estas muestras, 
asî como los valores correspondientes de dîmeros de A  y de A  para cada Ion 
gitud de onda y exposicion.

En un intento de description de la évolution de la variation de la Tm 
en funcion de la cantidad de dîmeros en el DNA vamos a tratar de explicar el - 
fenomeno con un modelo que impliea las siguientes simplificaciones:
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1°).- Supongamos que el efecto producido por la presencia de un àlvoB 
ro de pirimidina, sea cual sea, es el mismo en cuanto a la variation de la 
Tm observada. Es decir, por tanto, que el efecto producido en la variation 
de la Tm por un dîmero de ^T o de CT o de CC es aditiva y del mismo valor.

2°).- Despreciaremos la contribution de los dîmeros de a la varia 
cion de la Tm observada, pues como ya hemos discutido en la introduction de
esta memoria se producen con mucha menor eficacia que los de A ,  y ya hemos
medido como estos ûltimos se producen tambien en mucha menor cantidad que - 
los de 'Al.

En definitive, lo que estamos postulando es que existe una correlation 
lineal entre la variation de la Tm y el porcentaje de dîmeros de (TT+(A).

Si esta correlation existe, parece obvio que, la évolution de los va­
lores de la variation de la Tm en funcion de la exposition a cada longitud 
de onda, debe coincidir en primera aproximacion, con una curva que sea la - 
résultante de la suma de la que describe esta évolution para la formation -
de dîmeros de A  y de la que describe la évolution de la formacion de dîme­
ros de A  en funcion de la exposition.

Es decir, de la formula general ya comentada:

D=kPo/Ck+r) (1-e donde kPo/(k+r)=D* y (k+r)=n tenemos las correspori
dientes a cada tipo de dîmeros: .

% A  = % A * ( l - e ' ^ ™ )  y %CT = %A*(l-e”^ )
que sumadas rinden: ^

% ( A + A )  = % ( A + A ) *  - (%A* ^ + %CT* e"^CT
y si conocemos la correlation lineal entre la variation de la Tm y el tanto
por ciento de los dîmeros la podemos transformar en:
A T m  =Alm* - (ATm(A)* e"^^ ^ + ATm(A)*
Ecuacion general que describirâ la variation de la Tm en funcion de la exposai 
cion para cada longitud de onda y de la que conocemos todos los parametros que 
la definen, pues n es el valor de la pendiente de la curva de formacion de dî
meros ya descritas en el apartado III.2. y el resto de los parametros vendrân
dados por la correlation entre la variation de la Tm y el porcentaje de dîmeros 
de ( A + A ) . Veamos pues si se cumple esta correlation.

El ajuste de los datos expérimentales de variation de la Tm y portent^ 
je de dîmeros de CTT+CT) a la ecuacion general de una recta y=ax+b, dado el
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A T m  *C
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L= Einstein /m 2
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A Tm  *C

0,10

1= Einstein / ^ 2

DNA Ecoli A = 254 nm5

ATm  "C

0.01 0,02

L= Einstein/pr|2

F ig .n i-1 7 . -V A R IA C I0 N  DE LA TEMP. MEDIA DE LA TRANSICICN EN F U N ­
CION DE LA EXPOSICION U.V. A DIFERENTE LONG. DE ONDA
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error experimental con el que se han determinado las variaciones de la Tm 
y el porcentaje de dîmeros da una pendiente de 1,096 %(TT+^) / ®cATm, una 
ordenada en el origen de 0,612 %(A]-l-A]) y un resto cuadratico medio de 0,51 
Si con esta correlacion hacemos el cambio de variables anunciado anteriormeii 
te, para la obtencion de la ecuacion general que describe la evolucion de la 
variacion de la Tm en funcion de la exposicion, para cada longitud de onda, 
y representamos esta funcion para cada longitud de onda, junto con los valo^ 
res expérimentales de variacion de la Tm, observâmes una buena coincidencia 
a 300-10 nm y a 280-10 nm, no asî sin embargo a 254 nm, (Ver Fig-III-171 l_i 
neas de trazos). La razon de esta falta de coincidencia a 254 nm puede - - 
ser debida, ademas de la importancia que tengan las simplificaciones intro- 
ducidas en el modelo, en que a 254 nm, la cantidad de dîmeros de A? es muy pê  
quena, llega a ser a saturacion solo de 0,81, entonces, al hacer la transfor^ 
macion con esta correlacion a variacion de la Tm, la ordenada en el origen 
tiene una influencia mucho mayor aqui que a otras longitudes de onda donde se 
producen mas cantidad de dîmeros de A  y por supuesto que en el caso de los 
dîmeros de A  a cualquiera de ellas,

<
Si, por el contrario, el ajuste de los datos expérimentales de la va 

riacion de la Tm y porcentaje de dîmeros de (TT+CT), se realiza a la ecuacion 
de una recta que pasa por el origen, de acuerdo con las hipotesis de partida 
del modelo, es decir a: y=ax (cûyo significado fisico no es ”a priori” ilogico), 
la pendiente obtenida asî, es ligeramente diferente, 1,260 %(TT-A)/ "C ATm 
y arroja un resto cuadratico medio de 0,569, Esta recta entra perfectamente 
dentro de las bandas de error del anterior ajuste en el intervalo de varia­
cion de Tm estudiado. Pues bien el ajuste de los datos expérimentales de vari^ 
cion de la Tm en funciôn de la exposicion a cada longitud de onda con las curvas 
obtenidas ahora, al hacer el cambio de variables con esta corrélation, es mejor 
a todas las longitudes de onda estudiadas pero sobre todo mejora mucho la de 
254 nm. (Ver Fig-III-17-Lineas continuas).

En la FigTlII-15- se han representado esta ultima correlacion y en la 
Tabla-III-8- se detallan los valores de los parametros utilizados para la obten 
cion de las funciones que describen la évolution de la variation de la Tm en 
funciôn de la exposition tras el cambio de variable con ambas correlaciones.

Esta corrélation entre la variacion de la Tm de transition y el porcen 
taje de dîmeros de ( A + A ) , ademas de habemos permitido estudiar, con cierta 
coherencia, la evoluciôn de la variation de la Tm de transition con la exposi
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TABLA-III-8- PARAMETROS DE LA FUNCION (L) EN DNA DE E.coli

CON LA CORRELACION %(ft+C^) /T = 1,096 A i m  + 0,620

^ n m n A
m^ (1)

n êï
m (1)

ATmcfr)*
"C

ATm(CT)* ATm* 
"C ®C

300^10 6,3 20,0 5,9 1.3 7,2
280^10 37,0 145,0 6,3 0,8 7,1
254 215,0 561,0 2,9 0,2 3,1

CON LA CORRELACION /T = 1,260 A  Tm

X n m n fr
(1)

n ât
(1)

ATm(TT)*
"C

ATm(CT)* A T m *  
®C ®C

300^10 6,3 20,0 5,6 1,7 7,3
280^10 37,0 145,0 6,0 1,2 7,2
254 215,0 561,0 3,0 0,6 3,7

2 2 Cl) Secciones eficaces en m calculadas a partir de dosis en E/m
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cion a diferentes longitudes de onda, nos permite en el orden practico, la 
posibilidad, en el futuro, de independizamos de la necesidad de trabajar 
con DNA de E.coli marcado, en experiencias en las que necesitamos conocer 
el porcentaje de dimeros de CTT+CT) de las muestras en estudio, pues la - 
sola determinacion de la variacion de la Tm de transicion respecto de un 
control, de una parte alicuota de la muestra sera suficiente. La simplify 
cacion metodologica que supone, no es lo unico importante, sino que ademas 
al poder trabajar con DNAs no marcados, estos pueden ser de alto paso mol^ 
cular y sin apenas roturas simples, situacion esta, que no siempre se alcan 
za con DNAs marcados con actividad suficiente para la determinacion de dime^ 
ros de pirimidina por las tecnicas habituales.

En el orden teorico, este efecto desestabilizante frente, a temper^ 
tura en el DNA irradiado con radiacion U.V., aunque ya habia sido détectado 
anteriormente, no habla sido cuantieado mediante una correlation de esta - 
forma. Pues bien, la correlation realizada en este trabajo y para este DNA 
permite hacer una estimation del efecto secundario producido por la presen 
cia de los dîmeros en la estructura del DNA.

Esta desestabilizaciôn frente a temperatura, ya habia sido interpr^ 
tada suponiendo que la presencia de los dimeros producîa una zona desnaturai 
da en tomo  al dimero (E.Moroson and P.Alexander 1960, 1961. P.Alexander 
and H.Moroson 1960. J.Marmur and L,Grossman 1961. L.Grossman 1961. V.M.Zhil^ 
Sara et al 1965. K.G.Smith 1966). Esta suposicion esta sustentada por la eyi 
dencia de que, la estructura en anillo ciclobutano de los dîneros de pirimi 
dina, no permite el mantenimiento de la rotation de 35®G de una base ton re^ 
pecto a la otra, sino que obliga a una disposition coplanaria estricta, y - 
esto détermina la desaparicion de al menos los enlaces de hidrogeno de las 
bases implicadas en la formation del dîmero y sus complementarias.

A partir de la correlation realizada en este trabajo se puede obtener 
una idea acerca de la perturbation producida por la presencia de los dîneros 
en el DNA. En efecto, la temperatura media de fusion de un DNA depende de su 
contenido en guanina-cLtosina a igualdad de condiciones de solvente, de tal 
forma que, existe una correlation lineal entre ambos paramétrés y que para el 
caso de DNA en 0,015 M cloruro sodico, 0,0015 M citrato sôdico es:

% GG = (Tm - 48,7) 1,93

Utilizaremos la comparacion de esta ecuacion ton la correlation obtenida entre
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A Ael porcentaje de dîmeros de (TT+CT) respecto de T y la variacion de la Tm 
de fusion, unieamente para razonar en el sentido de que, la presencia de 
un determinado porcentaje de dîneros en el DNA produce una variation en la 
Tm semejante a la producida por una variacion determinada en el contenido 
en GC.

Teniendo en cuenta que el porcentaje de Timinas respecto de nucleo 
tidos totales en el DNA que nos ocupa, es decir, en el DNA de E.coli, es - 
de aproximadamente el 25%, la ecuacion obtenida en la correlation entre la 
variacion de la Tm y el porcentaje de dîmeros quedarâ:

% (TT+CT) = 0,315ATm
A AEs decir, que para un 1% de dîmeros de (TT+CT) respecto de N se produce una 

variacion de la temperatura media de fusion de 3,17*C. Una variacion asî, 
supone un cambio équivalente en el contenido en GC de un 6,13%. Es decir que 
la presencia de un dîmero por cada 100 nucleotidos en el DNA produce una per̂  
turbacion de su comportamiento têrmico équivalente a la que supone una dif^ 
rencia de 6,13 % en el contenido en GC.

Si la variacion en un 6,13 % de GC se pudiese interpreter desde un 
punto de vista de estabilidad estructural, solo en tërminos de la interaction 
de enlaces de hidrogeno, entonces, la sustitucion de 6 pares GC por 6 pares 
AT supondrîa la perdida de 6 enlaces de hidrogeno.

III.-5.- Ampliation de la correlation entre la A  Tm y el %(TT+A") rèspécto de 
T a otros DNAs.

La posibilidad, ya indicada al hablar de la determinacion de dîneros,
de marcar otros DNAs de orîgenes diferentes, para el estudio de los niveles
de dimerizacion en funcion de la composition del DNA, supone tambiên la pos^
bilidad de ampliar la correlation entre la variation de la Tm y el porcentaje A Ade dîmeros de Tî mas CT. Asî han sido estudiadas un total de 15 muestras de
DNA de B.cereus (35,3% GC) irradiadas a exposiciones y longitudes de onda d_i
ferentes, y 15 muestras de DNA de SPPl (48% GC) de la misma forma. En la Tabla
III-9- aparecen detallados las longitudes de onda, exposiciones, variacionesA Ade la Tm encontradas y el %(TT+CT) respecto de T correspondiente. En la Fig-
III-18- aparecen las representaciones de la relation entre la variacion de la A ATm y el %(TT+CT) respecto de T para cada DNA. El ajuste de estos valores a- - 
una recta rinde una pendiente de 1,363 y 1,522 para DNA B.cereus y DNA SPPl
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respectivamente, Rindîendo un resto cuadrâtico medio de 0,826 y 0,507 res_ 
pectivamente.

Dada la sensibilidad con que se han determinado todos estos valores 
de variacion de la Tm no podemos afirmar que estas correlaciones y la del 
DNA de E.coli sean diferentes pues si intentâmes comparer estas correlaci^ 
nés representando conj un t amen te todos los valores de los très DNAs obtene- 
mos una recta en el ajuste, cuya pendiente es de 1,383 y cuyo resto medio 
cuadrâtico, 0,729, valor este que si es mayor que el resto de las correla­
ciones de los DNAs de E.coli y de SPPl no lo es del de B.cereus.

En conclusion podemos decir que, no se puede afirmar que exista una 
dependencia entre la variacion de la Tm y el %('A'4-CT) respecto de T con la 
longitud de onda de la radiacion U.V. (entre 300 nm y 254 nm) ni con la com 
posicion en GC de los DNAs (entre 51 y 35,3%). Sin embargo parece observar- 
se alguna dependencia que solo podrâ demostrarse mejorando ostensiblemente 
el nivel de sensibilidad experimental. Por otra parte ademâs, dada la dife- 
rencia de producciôn de dîmeros de TT y CT sera necesario intentar comparar 
estudios de variacion de la Tm entre DNAs cuyo contenido en GC sea tan difje 
rente que, en uno de ellos este favorecida la formacion en mayor grado del 
dîmero de TT mientras que en el otro la de CT; situacion esta ultima que solo 
se conseguira con ciertos DNAs cuya composicion en GC sea muy alto, para com 
pensar el mayor rendimiento de dîmeros de TT. El marcado de este tipo de —
DNAs, como el de M.luteus, plantea algunos problemas.

Por ultimo con los valores de las pendientes calculadas en estos ajus_ 
tes, la presencia de un dîmero por cada 100 nucleotidos en el DNA produce una 
perturbaciôn de su comportamiento termico équivalente numericamente a la que 
supone una disminucionde 6,13 a 4,38% en el contenido en GC. Si la variacion 
en un 6,13 a 4,38% de GC se pudiese interpretar desde un punto de vista de 
estabilidad estructural, solo en termines de la interaccion de enlaces de hidr^ 
geno, entonces la presencia de un dîmero cada 100 nucleotidos supondrîa la pêr̂  
dida de 6 a 4 enlaces de hidrogeno.

III.6.- Determinacion de la viscosidad intrînseca y de la migracion electro- 
foretica en gel de agarosa en muestras de DNA de E.coli de diferentes tamanos 
moleculares y con diferentes proporciones de dîmeros de pirimidina.

Los DNAs de diferentes tamanos moleculares se obtuvieron por degrad^
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cion diplotoînica, (II.2.4.).

Las determinaciones de viscosidad a partir de estas soluciones asî 
preparadas y de las que se obtienen de irradiar estas con luz U.V.- en un e^ 
pectrofotometro a 280^10 nm o en las lamparas de Mercurio PEN-RAY a 254 nm 
a dosis que permitieron la obtencion de una gradacion de porcentaje de dînÆ 
ros para cada tamano de DNA, se realizaron en un viscosimetro tipo Couette 
(II.5.1.). La coneentracion de las soluciones se midio por espectrofotome- 
trîa U.V,

Se midieron cinco series de DNAs de pesos moleculares entre 1 y 40 
millones de daltons lo que daba viscosidades intrînsecas de valores entre 
10 y 150 dl/g. que habîan sido irradiadas a 254 nm hasta un maximo de 0,0181
E/m^ con lo que se conseguîa hasta un 4,8% de (TT+CT)- respecto de T y hasta

2 ^un maximo de 0,0357E/m a 280 nm con lo que se conseguîa hasta un 7,60% de
dîmeros de ("fr+A]) respecto de T. Los resultados obtenidos es tan detallados 
en la Tabla-III-10 y se encuentran representados en la Fig.III.-19.

Los datos expérimentales obtenidos no muestran ninguna tendencia de 
variacion de la viscosidad en funcion del aumento del % de dîmeros de (A+CT) 
respecto de T ni siquiera a pesos moleculares muy bajos. El ajuste de los dâ  
tos de cada serie a una recta proporciona las pendientes del ajuste asî como 
el resto cuadrâtico medio. Como se ve en la Fig.III-19. las pendientes obt_e 
nidas son muy pequenas, proximas a cero y teniendo en cuenta el resto cuadr^ 
tico medio se pueden trazar en el intervalo de dîmeros estudiado para cada 
serie una recta paralela al eje de afascisas. En la Tabla.III-IO. se detallan 
ademâs el valor maximo de la pendiente para cada serie en el intervalo de d^ 
meros estudiado calculada a partir de la desviacion media de los valores de 
cada serie y el intervalo de dîmeros de cada serie.

El estudio de la migracion electroforetica de estos DNAs utilizados 
anteriormente en la determinacion de viscosidad en funcion del tamano y de 
la cantidad de dîmeros conduce a resultados semejantes. Es decir, en cada 
serie las migraciones de las muestras de DNA fueron semejantes no detectan- 
dose ninguna reduccion del tamano global de la molecula que se hubiera tra 
ducido en una migracion mayor. En la fotografîa de la Fig.III-20. se presen 
ta el resultado de la migracion electroforetica de una de las series estudin 
das. Los detalles expérimentales del desarrollo de la electroforesis y de la 
deteccion de la posicion de las muestras esta detallado en el apartado II-5-4, 
Ya habiamos citado en el desarrollo de la Introduccion de esta memoria como
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algunos autorès habîan creîdo detectar por medios hidrodinâmicos, como sed^ 
mentacion y viscosidad, cambios conformacionales en el DNA irradiado con luz 
U.V. . Asî en los primeros trabajos al respecto, varios autores han encontra 
do un descenso en la viscosidad de las soluciones de DNA que habîan sido - 
irradiadas (Moroson and Alexander 1960, 1961, Alexander and Moroson 1961, 
Harmur et al 1961) e interpretan estas variaciones como una mayor flexibilj. 
dad del DNA como consecuencia de los dîmeros, ya que afirman tambiên que a 
no ser a muy altas dosis no sucede ningun descenso en el peso molecular de 
las preparaciones. En el trabajo de Bagchi et al 1969, mas reciente, si bien 
se detectan por medio de medidas de sedimentation un aumento del coeficiente 
de sedimentation a dosis bajas, reconocen la presencia posterior de una de­
gradation del DNA, en funcion de la dosis. Por ultimo Zieremberg et al, en 
1971, al estudiar el DNA irradiado con luz U.V. a 300 nm en presencia y auseri 
cia de acetofenona como sensibilizador, por mêtodos hidrodinâmicos como vi^ 
cosidad y sedimentation y mêtodos opticos como dispersion de luz y desnatura^ 
cion têrmica, concluyen que aun a dosis a las que se produce 1 dîmero por 
cada 2 paso de hélice, las microalteraciones estructurales producidas no afec^ 
tan a las propiedades macromoleculares del DNA y que las pequenas variaciones 
observadas en las medidas hidrodinamicas responden a la pequeha degradation 
observada. No pudiendo por tanto concluir ninguna evidencia de un aumento de 
flexibilidad en el DNA con dîmeros de pirimidina. El DNA utilizado en este tra 
bajo posera un peso molecular initial de 18-1 x 10^ daltons.

Segun nuestros resultados y en nuestras condiciones de trabajo, que 
nos permiten considerar el problems sin el confusionismo aportado por la pr^ 
sencia simultanés de otro fenomeno como el de la degradation del DNA por el 
aumento de la densidad de roturas simples, no se détecta por mêtodos hidro­
dinâmicos como la viscosidad y en DNAs de toda una gradacion de pesos molecu 
lares ningun cambio apreciable de conformation. En definitive pues con los 
datos expérimentales obtenidos no hemos detectado el supuesto efecto de la 
flexibilizaciôn de la molêcula de DNA como consecuencia de la aparicion de 
dîmeros de pirimidina por encima de un peso molecular del DNA de 1 x 10^ 
daltons y con un porcentaje de dîmeros por debajo de 7% ("fr+CT) respecto de 
T. Es decir, que en el caso extremo estudiado, de un DNA de 1 x lO^daltons 
que es el tamano mas pequeno de DNA que hemos podido obtener por degradation 
diplotomica de una manera controlada, su tamano es tal que dada la longitud 
de persistencia del DNA Cde 550 a 600 A segün câlculos teôricos) esta molê 
cula puede aun ser considerada como un ovillo en solution t
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Pues bien la presencia de un 7% cA+CT) respecto de T, o sea un 
1,75% (TT+A]) respecto de N, lo que supone aproximadamente 6 dîmeros por 
cada unidad de longitud de persistencia, (en definitive y suponiendo la 
aparicion de un punto de flexibilizaciôn por cada dîmero en la cadèna de 
DNA habrîamos pasado de 10 a 60 puntos de flexibilizaciôn) no puede ser 
detectada viscosimetricamente.

Résulta évidente que la situation ideal para la observation de 
la aparicion de nuevos puntos de flexibilizaciôn en el DNA, serîa la de 
disponer de molêculas de DNA cuyo tamano fuese igual a su longitud de pe_r 
sistencia en cuyo caso estarîamos ante la posibilidad de observer el paso 
de una situation de ausencia de puntos de flexibilizaciôn a otra en la que 
quedarîan de manifiesto la presencia de los mismos.

Aun no habiendo alcanzado esta situation experimental ideal, los 
resultados obtenidos demuestran como, en ausencia de roturas simples - 
producidas s imult âneamen t e con la irradiation no se détecta ningun cambio 
en la viscosidad intrînseca de preparaciones de DNA entre amplios tamanos 
moleculares y porcentajes de dîmeros. Lo que esta de acuerdo con la medida 
realizada en este sentido por Zieremberg et al (1971) y en contra de casi 
el resto de las determinaciones en las que se ha querido detectar un cambio 
conformational por la presencia de los dîmeros de pirimidina, en presencia 
tambiên de roturas simples.

III.7.- Estudios de dicroismo circular en DNA irradiado con luz U.V. a dife­
rentes longitudes de onda y dosis.

Se estudiaron los espectros de dicroismo circular de 35 muestras de 
DNA de origen virasico (SPP-1), bacteriano (E.coli) y Eucarionte (Timo de te_r 
nera) irradiadas a diferentes longitudes de onda y exposiciones asî como aJL 
gunas de ellas con una densidad de roturas simples semejante a la densidad 
de dîmeros obtenida por irradiaciôn. Por ultimo se estudiô tambiên el espec^ 
tro de dicroismo circular del DNA desnaturado. En el Apartado II-5-7 se han 
especificado oportunamente los detalles metodologicos y del equipo espectro 
polarimêtrico empleado.

Quizas convenga en primer lugar observer las caracterîsticas y dif_e 
rencias de los espectros de dicroismo circular del DNA nativo y desnaturado. 
En la Fig.III-21. se presentan los espectros de un DNA de SPPl en estado n^
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tivo y tras desnaturaciôn; très tipos de diferencias mas acusadas se pueden 
observer: de una parte los puntos de cruce de los dos efectos Cotton obser- 
vados cambian de modo apreciable, de 257 nm para el nativo en el primer efec^ 
to a 260 nm y de 225 nm a 230 nm en el segundo. De otra parte el maximo pos^ 
tivo del primer efecto aumenta al desnaturar y el maximo negativo disminuye 
ostensiblemente, de tal forma que la relaciôn 4̂  CD+/YCD-pasa de ser 0,750 - 
en el nativo a 1,205. Por ultimo, el efecto mas espectacular es la gran subi^ 
da del maximo positivo del segundo efecto Cotton que llega a alcanzar valores 
practicamente iguales que los del primer efecto. En la Tabla.III-ll- se esp^ 
cifican todos estos datos.

En los DNAs irradiados con luz U.V. (Ver Fig.III-22-), e independiente_ 
mente de la longitud de onda con la que lo hayan sido, se aprecia ùnicamen- 
te un aumento paulatino del valor del maximo positivo y un descenso del ma­
ximo negativo en el primer efecto Cotton estabilizândose el cambio con la - 
dosis a cada longitud de onda de tal forma que posteriores irradiaciones o 
dosis mas fuertes no conducen a cambios apreciables de la situacion alcanz^ 
da. Este cambio es pues similar cualitativamente al observado al desnaturar, 
aunque cuantitativamente es muy inferior pues alcanza un valor maximo en la 
relacion 'f CD+/YcD- de 1,000 y no de 1,200 como en el caso de la desnatura- 
cion. La variacion del punto de cruce es mucho menos ostensible, pero y so­
bre todo el segundo efecto Cotton situado sobre 210nm no sufre variacion - 
apreciable alguna contrariamente a lo que hemos visto sucede al desnaturar.

Para cuantizar este efecto inducido por la radiacion U.V. hemos util_i 
zado la relaciôn Y CD4-/ Y CD- del primer efecto Cotton. De una parte en la - 
Fig.III-23 se ha representado este efecto frente la exposiciôn U.V. y de - 
otra frente a la variacion de la Tm observada en estas muestras. En efecto, 
todas las muestras tras la irradiaciôn, fueron estudiadas por desnaturaciôn 
termica y fue asî determinada su variacion de la Tm que, como ya hemos est_u 
diado, es un fiel reflejo del contenido en dîmeros de pirimidina. Pues bien, 
esta representation présenta dentro de la dispersion de los datos experimen 
taies de ambas determinaciones una variaciôn muy acusada de la relaciôn - - 

CD+/ CD- por debajo de una variaciôn de la Tm de aproximadamente 5°C, 
es decir, por debajo de aproximadamente un 6 % de dîmeros de Pirimidina re_s 
pecto de la Timina, es decir, por debajo del 1 al 2 % de dîmeros de Pirimi­
dina respecto de nucleotidos en los DNAs considerados. Un aumento posterior 
considerable en la variaciôn de la Tm, es decir, en el porcentaje de dîme­
ros, incluso del doble no produce un aumento concomitante de la variaciôn - 
del valor V  CD+/ ^  CD— considerado. Este efecto por ultimo es independiente
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dentro de los errores expérimentales de las determinaciones realizadas, de 
los DNAs utilizados y de la longitud de onda de entre las utilizadas, sien 
do dependiente exclusivamente de los efectos primarios de la radiacion U.V., 
es decir, de los dîmeros de pirimidina.

A pesar de que como ya quedo demostrado al estudiar la variaciôn de 
la densidad de roturas simples en los DNAs por irradiaciôn con luz U.V., 
esta no produce roturas simples si se irradia en condiciones anoxicas y en 
presencia de una atmôsfera saturada de N^. Se comprobô en una de las series 
estudiadas por dicroismo la densidad de roturas simples de las muestras irr^ 
diadas, los resultados asî como los resultados del estudio de los espectros 
de dicroismo y de la variaciôn de la Tm aparecen en la Tabla II1-11-. Como - 
se observa no se produce ningun incremento en la densidad de roturas simples 
como consecuencia de la irradiaciôn, queda por tanto suprimida esta variable 
en el estudio de dicroismo realizado.

Esto es importante pues el incremento de la densidad de roturas sim­
ples produce un efecto totalmente contrario al que hemos observado por la - 
irradiaciôn con luz U.V.. En efecto en la Fig-III-24- aparecen los espectros 
de dicroismo circular de varias muestras de DNA a las que se les ha introdju 
cido un fuerte numéro de roturas simples hasta llevarlas a una densidad por 
nucleotido semejante a las densidades de dîmeros por nucleotidos obtenidas 
por irradiaciôn, es decir entre 1 y 3% de roturas simples por nucleotido. - 
Como se ve el efecto producido en el primer efecto Cotton es el de un descen 
so paulatino tanto del maximo negativo como del maximo positivo sin cambiar 
los puntos de cruce de los dos efectos Cotton ni cambiar apreciablemente el 
valor del maximo positivo del segundo efecto Cotton.

En la Fig-III-25— se encuentran reflejados estos resultados pero se 
ha representado aquî no la relaciôn CD-I-/ Y  CD- pues apenas varîa respecto de 
un DNA control (Ver Tabla-III-11-) sino el descenso del valor de la ) para 
su comparacion con los resultados de G.LUCK (1972), Para ello se ha represen­
tado junto a los valores del ( y  ) CD+ de las series de DNA de SPPl irra­
diado con luz U.V. a diferentes longitudes de onda y dosis los resultados de 
G. LUCK Cl972) en un estudio similar con 4 muestras y un control de DNA de - 
Timo irradiadas a 254 nm. Como se observa este autor encuentra tambiên un - 
aumento del valor de la C'Y) CD4- a dosis relativamente bajas para despuês al 
aumentar la dosis observar un descenso de estos valores incluso por debajo - 
de los niveles iniciales como sucede cuando el DNA posee densidades de rotu­
res simples suficientemente altas.
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En definitiva pues de nuestros resultados se puede concluir:

1°) En nuestras condiciones de trabajo se puede estudiar el efecto prod_u 
cido por los dîmeros de pirimidina en el espectro de dicroismo circu 
lar del DNA pues no se producen simultanearaente ningun aumento en la 
densidad de roturas simples cuyo efecto en dicroismo, contrario al - 
de los dîmeros, entorpece el estudio e interpretation de los result^ 
dos obtenidos.

2°) De la comparacion de los espectros del DNA nativo, desnaturado e irra_ 
diado con luz U.V. se puede concluir que la évolution de los espectros 
de dicroismo circular con la dosis U.V. no es hacia una desnaturaciôn 
sino que son fenômenos distintos, como lo demuestra la no aparicion - 
de la caracterîstica subida del valor de la ( 9) CD+ del segundo efecto 
Cotton asî como el que los DNAs irradiados desnaturen norraalmente aun­
que cambie su Tm pero apenas lo haga su efecto hipercromico.

3**) De la comparacion del efecto producido en el espectro de Dicroismo con 
el porcentaje de dîmeros de pirimidina obtenido a travês del estudio 
de la variacion de la Tm se puede concluir que se observa un cambio en 
la relaciôn *f CD+/'fcD- al aumentar la proportion de dîmeros desde 0% a 
aproximadamente 2% de dîmeros respecto de nucleotidos en el DNA. Que - 
alcanzando este nivel de dîmeros la relaciôn YCD4-/YcD- es astable aunque 
aumentemos la proporciôn de dîmeros del orden de 2 veces mas. Que este 
efecto observado no es el mismo efecto observado en la debilitation de 
la estructura del DNA frente a la temperatura medido por la variaciôn 
de la Tm, pues ^sta varîa contînuamente en funcion de los dîmeros, aun 
que ambos efectos estên producidos por la misma causa, es decir, la - 
producciôn de dîmeros de pirimidina por la luz U.V.

III-8.- Estudio de la formaciôn de dîmeros de pirimidina en DNA de B.subtilis, 
irradiado con radiacion U.V. a diferentes longitudes de onda, por determinacion 
de la capacidad transformante.

Se irradiaron diversas muestras de DNA-B.subtilis OG-2-ptot, Cu.v.r. ) 
con radiation U.V. a 240-10 nm, 254 nm, 280-10 nm y 300-10 nm en las condici^ 
nés de solvente etc. ya comentadas. El DNA asî irradiado fue utilizado en expe^ 
rimentos de transformation bacteriana con la cepa B.subtilis 2G-9 (u.v.r. , Tir ,
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Trp). Esta cepa como ya quedo puesto de manifiesto C H “6) es un mutante - 
incapaz de realizar la reparation de los dîmeros de pirimidina por el mec_a 
nismo de egcisiôn-resintesis por lo que supone la posibilidad de utilizer 
a la celula bacteriana como equipo de medida del nivel de dîmeros de las - 
molêculas del DNA que incorpora al poder intentar correlacionar la perdida 
de information con la cantidad de dîmeros sin la confusion que supone tratar 
de observarlo en un sistema celular en el que los procesos de reparation - 
esten funcionando simultaneamente. En la cepa de B.subtilis utilizada tan 
solo cabe la posibilidad de reparation por mecanismos de recombination gen̂ e 
tica, que como ya hemos discutido es mucho men os eficaz que el proceso de 
reparation por egcisiôn-resintesis. El mecanismo de fotorreactivacion se - 
inhibe al realizar la incubation en la oscuridad.

Los resultados obtenidos estan reflejados en la Tabla-III-12 donde se
expresan para cada longitud de onda los valores de exposition, tanto por -
ciento de capacidad transformante respecto de un control no irradiado, el 
tanto por ciento de perdida de esta capacidad y el porcentaje de dîmeros de 
('A'+A') respecto de T. Todos los valores de capacidad transformante se corr^ 
gieron, cuando asî fue preciso, en funcion del tamano molecular del DNA d^ 
nador de acuerdo con la calibration previamente realizada (II-6-1). Los va
lores del porcentaje de dîmeros se calcularon a partir de los valores de la
section eficaz de formaciôn de dîmeros y niveles de saturaciôn para el dîm^ 
ro de TT obtenidos en el estudio realizado previamente en este DNA (111-3-). 
Se tuvieron en cuenta los valores de las secciones eficaces de formaciôn de 
dîmeros de A  en DNA de E.coli, pues aunque no se habîan determinado con - 
exactitud para el DNA de B.subtilis hemos supuesto que al igual que en los 
dîmeros de A  estos valores son" muy parecidos. Los niveles de saturaciôn de 
dîmeros de A ,  aunque pueden ser diferentes que los de DNA de E.coli en B. 
subtilis son tan bajos que introducen un error muy pequeno al conjunto de - 
la determinaciôn de dîmeros de (TT+CT) respecto de T. Aun asî se ha considje 
rado que el error final en esta determinaciôn de dîmeros asî realizada sea 
de hasta un 20%.

En la Fig-III-26— se han representado los resultados obtenidos en la 
capacidad transformante de los DNAs irradiados a diferentes exposiciones - 
para cada longitud de onda. Como se observa en la figura la capacidad trans 
formante se pierde mas rapidamente a longitudes de onda a las que la secciôn 
eficaz del proceso de dimerizaciôn es mayor. Es decir y por este orden:
254, 280, 240, y 300 ran.
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En estas curvas se observa como a partir de una determinada expos^ 
cion la actividad transformante no se modifies profundamente aunque el - 
incremento de dîmeros sea muy parecido al de otros incrementos de,expos^ 
cion anteriores. Este hecho ha sido interpretado por numerosos autores - 
dentro de la teorîa del bianco al suponer que el blanco de la inactiva- 
cion es un segmento concrete del DNA, el cual constituye el marcador se- 
leccionado Cen nuestro caso la tirosina) por lo tanto una vez danado este 
marcador, quedarîa inactivo para la transformacion, no modificandose apê  
nas la capacidad transformante al aumentar el numéro de impactos posterio^ 
res.

Sin embargo, Rupert y Goodgal (1960) encontraron una relacion empi­
rics entre ambos paramètres, capacidad transformante y exposicion que trans_ 
forma estas curvas en rectas, se trata de la relaciôn entre la raiz cua- 
drada del recîproco de la actividad transformante residual y la exposiciôn. 
Desde entonces se ha utilizado con mucha profusion este tipo de représenta 
ciones pues en la mayorîa de los casos estas cineticas se transforman asî 
en rectas.

1/9___ _Efeetivamente utilizando esta exprèsiôn empirics: (No/Nx) = cL - 1 
donde No es la actividad transformante inicial, Nx es la actividad transfojr 
mante residual después de exponer el DNA a una exposiciôn L y c es una con^ 
tante que si el autor utiliza como medida de sensibilidad a la radiacion - 
U.V. para los distintos marcadores geneticos, nosotros la utilizaremos como 
medida de la sensibilidad a las diferentes longitudes de onda.

En un intento por encontrar el espectro de acciôn de la formaciôn de 
dîmeros en el DNA irradiado con radiaciôn U.V. se ha representado el valor 
de las pendientes asî obtenidas en funciôn de la longitud de onda. En la 
Fig-III-28 se han representado estos valores junto con los obtenidos en el 
estudio de formaciôn de dîmeros por mêtodos quîmicos y junto a los espec­
tros de DNA y timina. Como se observa la coincidencia de los espectros de 
acciôn es suficientemente buena y refleja, una medida proporcional a las 
secciones eficaces de dimerizaciôn encontradas en el estudio quîmico de la 
formaciôn de dîmeros y no del proceso total de formaciôn de dîmeros que en 
trana la dimerizaciôn y monomerizaciôn.

En la Fig-III-27 se han representado los valores de la perdida de c_a
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pacidad transformante en funcion del nivel de dîmeros alcanzado, para cada 
iongitud de onda. Ademâs del error en la medida de la pêrdîda de la capaci 
dad transformante se han representado los valores estimados en el.error del 
câlculo de la cantidad de dîmeros. Como se observa en la figura existe una 
relation estricta entre la cantidad de dîmeros y la pêrdida de la capacidad 
transformante que es independiente de la Iongitud de onda de la radiation, 
dentro del rango de Iongitud de onda estudiado y dentro del error experimen^ 
tal ton que se han obtenido los datos.

La relation que une estos dos parâmetros, portentaje de dîmeros de -
A ACTT+CT) respetto de T y perdida de la tapatidad transformante es muy comply 

ja y destonotida a pesar de haber intentado evitar en lo posible la tompla 
jidad de respuesta telular en la transformation al estar présentes los meta, 
nismos de reparation enzimâtita. Ademâs la tapatidad de medida de la têlula 
por este sistema queda limitada a niveles muy bajos de dîmeros pues la pre- 
sentia de un 0,1% de dîmeros de (TT+CT) respetto de T produce una perdida - 
ya del 60% de la tapatidad transformante. Es detir, la presentia de un dîmje 
ro de TT o de (̂ T tada 4000 nutleotidos de DNA produce una lésion irretuper^ 
ble en el gen que estamos observando ton un 60% de probabilidad. Desde luego 
niveles por entima del 1% de dîmeros de (TT+CT) respetto de T no tienen ya 
ninguna signification biologita en este sistema telular intapaz de reparar 
estas lesiones por el metanismo de escision resintesis.

Complementariamente a esto, si utilizando el tipo de expresiôn empîri^ 
ta antes citado relationamos la raiz tuadrada del retîproto de la attividad 
transformante residual ton el portentaje de dîmeros y ajustamos a una recta, 
tampoto entontramos, en primera aproximation, ninguna dependentia ton la lon̂  
gitud de onda. La recta asî obtenida: (No/Nx)^^^ = 4,0x% (A]+CT)+1,77 tiene un 
resto cuadrâtito medio de 1,32 y ajusta bien ton respetto a la representation 
de la perdida de la tapatidad transformante en funeion del tanto por tiento 
de dîmeros para valores superiores al 0,2 %. Para valores inferiores la coin 
tidentia no es buena.

En definitiva pues, este tipo de correlationes entre el portentaje de 
dîmeros y las medidas de transformation batteriana constituyen, potentialmen 
te, un mêtodo de determination de dîmeros a muy bajos niveles dada la extre 
ma sensibilidad de la têlula tomo sistema de medida, Sensibilidad esta que - 
no se consigne fâtilmente a esos niveles por mêtodos quîmitos.
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III,9.- Reconocimiento y liberation de dîmeros de Pirimidina en DNA de SPPl 
por la accion de la U.V.—Endonucleasa y la DNA-Polimerasa

La DNA-U.V.-Endonucleasa de M. luteus, reconoce selectivamente dîmje
ros de pirimidina en su accion produciendo una rotura simple al lado 5' del
dimero. La capacidad de reconocimiento depende de la concentracion de dîmeros;
algunos autores han determinado la relacion entre la concentracion de dîmeros
de TT y roturas simples introducidas por la U.V,-Endonucleasa. Asî Kaplan et

32al. (1969) mediante ensayos de liberation de P por accion simultânea de la
U.V,-Endonucleasa y la Fosfatasa alcalina encuentran que esta relacion es de
aproximadamente uno entre 10^ y 10^ ergios/mm^ en DNA de E.coli, Nakayama et
al, (1970) mediante câlculo de la densidad de roturas simples por analisis de
sedimentation en gradiente de sacarosa encuentran tambien una relacion de -

2aproximadamente una rotura simple por cada dîmero de pirimidina entre 10 y 
10^ ergios/mm^ a 254 nm en DNA de E,coli. Es decir, hasta aproximadamente un 
2% de dîmeros respetto de Timina.

En la Tabla.-111-14 se presentan los resultados obtenidos en la me­
dida de la densidad de roturas simples introducidas por la U.V,-Endonucleasa 
aislada por nosotros hasta fraction Electroenfoque (Ver II-8-1 ) en DNA de - 
SPPl irradiado ton diferentes dosis de U,V, a 254 nm y para diferentes canti. 
dades de enzima hasta asegurar la saracion de la action enzimâtita. La medida 
de la densidad de roturas simples se realizo por estudios de sedimentation del 
DNA desnaturada en ultracentrifuga analîtica. (Ver XI-5-2),

En la Fig—III-29, se han representado todos estos valores y como se 
observa el nivel de roturas simples conseguido aumenta ton el portentaje de - 
dîmeros, aunque a partir de cierto valor la densidad de roturas simples conse 
guida sea seme jante.

El DNA control, es decir, no irradiado, présenta un ligero ataque solo 
explicable por contamination endonucleasica no especîfica de la preparation de 
U.V,-Endonucleasa. El numéro de roturas simples introducidas por molecula de - 
DNA nativo en este INA control es como mâximo del orden de 6 en comparacion ton 
las 34 que se producen para el caso del DNA menos irradiado de los estudiados - 
ton un 0,022% de ('A’+(^)/N 6 las 130 roturas simples por molecula introducidas 
en el DNA a valores por enzima de 0,200% de ('^T+CT)/N, Ver Tabla III-16,

En la Tabla 111-15 se han transformado los valores de dosis y densi-
y en - -dad de roturas simples en cada caso e n m o l e s  de dîmero de/ /

demoles de roturas simples. En el câlculo de los)U/*moles de dîmeros se ha in



204

TABLA-III-14*

Densidad de roturas simples producidas por la U.V.-Endonucleasa en funcion 
de la concentracion de dîmeros en DNA de SPPl.

X  =254 nm *
L = E/m^ 

xl04

A A ,CTT+CT)/N
%
CD

Concent. 
U.V.-En. desnt.

P.M.50%xlO~G
C2)

P.M.m.n.
xlO-G
C3)

d.r.s.
xlO
(4)

11 36,1 16,7 9,90 3,10
15 35,1 15,9 9,50 3,30
28 35,1 15,4 9,20 3,30
38 34,9 15,2 9,00 3,40

0,00 0,00 55 27,0 7,80 4,60 6,60
77 26,8 7,60 4,60 6,70

110 24,8 6,30 3,70 8,20
150 26,2 7,20 4,30 7,10
220 24,1 5,80 3,40 8,90
310 23,6 5,30 3,10 9,80

11 25,5 6,70 4,00 7,70
15 31,0 11,20 6,70 4,60
28 18,1 2,80 1,60 18,6
38 20,2 3,70 2,10 14,0

0,57 0,022 55 14,8 1,60 1,00 31,4
77 12,5 1,10 0,63 48,4

110 12,9 1,20 0,69 44,6
150 13,2 1,20 0,72 42,3
220 12,2 1,00 0,59 52,1
310 13,1 1,20 0,71 43,2

11 27,8 8,40 5,00 6,10
15 27,2 8,00 4,70 6,50
28 19,2 3,20 1,90 16,0
38 16,1 2,00 1,20 25,41,14-1,28 0,047 55 13,9 1,40 0,84 36,7
77 11,4 0,83 0,49 61,9

110 11,6 0,88 0,52 58,8
150 11,0 0,77 0,46 67,0
220 9,4 0,49 0,29 105
310 11,7 0,90 0,53 57,4

11 26,9 7,70 4,50 6,70
15 23,4 5,40 3,20 9,60
28 23,8 5,60 3,30 9,20
38 13,1 1,20 0,71 43,4

2,29 0,087 55 13,0 1,20 0,70 43,6
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TABLA-III-14- (Cont.)

A  =254 nm 
2L » E/m 

xl04

A  A
ÇTT+CT) /N

%
(1)

Concent. 
U.V.-En.
/ g desnt.

P.M.50%
xlO-6
C2)

P.M.m.n.
xlO-G .

(3)

d.r.s.
xlO^
(4)

77 9,40 0,51 0,30 100
2,29 0,087 110 10,4 0,66 0,39 78,0

150 9,10 0,47 0,28 110
220 7,80 0,31 0,18 160
310 9,70 0,55 0,32 94,0

11 26,7 7,60 4,50 6,80
28 19,6 3,40 2,00 15,0

3,44 0,190 55 12,5 1,10 0,63 49,0
110 10,5 0,67 0,40 76,0
220 9,60 0,53 0,31 97,0

15 22,4 4,80 2,90 11,0
38 11,2 0,81 0,48 64,0

4,58 0,169 77 7,60 0,29 0,17 180
150 7,30 0,27 0,16 190
310 8,60 0,41 0,24 120

11 27,9 8,50 5,10 6,07
15 14,2 1,50 0,88 35,0
28 23,0 5,20 3,10 10,0
38 9,70 0,55 0,32 93,09,16 0,315 55 11,5 0,87 0,52 59,0
77 7,70 0,30 0,18 168

110 10,5 0,62 0,36 83,0
150 6,40 0,19 0,11 270
220 8,00 0,33 0,19 150
310 8,00 0,33 0,19 160

11 26,6 7,50 4,50 6,90
28 22,0 4,60 2,80 11,019,47 0,577 55 14,8 1,60 0,97 32,0
110 9,30 0,49 0,29 100
220 8,20 0,36 0,21 140

11 28,1 8,70 5,20 5,90
28 21,6 4,40 2,60 12,0

51,55 1,032 55 7,10 0,24 0,14 210
110 7,10 0,24 0,14 210
220 7,10 0,24 0,14 210
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TABLA-III-14-(Cont. )

X = 254nm
L = E/m^ 

xl04

A A
(TT+CT)/N

%
CD

Concent. 
U.V.-En.
/ g

s^owSOZ
desnt.

P.M.50%
xlO-*

(2)

P.M.m.n.
xlO  ̂
(3)

d.r.s.
xlO^
(4)

15 14,9 1,70 1,00 31,0
38 11,2 0,80 0,47 64,0171,84 1,344 77 8,20 0,35 0,21 150
150 7,40 0,27 0,16 190
310 7,90 0,32 0,19 160

(1).- Ver modo de câlculo en la TABLA-III-15.

(2).- Segun la calibracion% 0,386 log P.M.=log Sî.^^log 0,59. Mingot. F. et 
al (1976)

(3J fsL M. kv\ — S0% 6
C 4 ) S e g u n  la expresiôn: d.r.s. = 309/P.M.m.n.

* .- La mezcla de reaccion de 1 ml. contiene: 0,5 ml. de DNA-SPPl a 75 Ug/ml 
irradiado a diferentes dosis con radiacion U.V. de 254 nm a los que se les — 
anade de diferentes cantidades de enzima U.V.—Endonucleasa fraccion electro— 
enfoque. El volumen final se ajusta a 1 ml con tampon 30mM TRIS-HCl pH= 7,5 
lOmM MgClg y agua destilada de manera que finalmente quede a concentracion de 
TRIS y de magnesio 10 veces menor. La reaccion se realiza durante 30’ a 37®C.
La desnaturacion de las muestras y su preparacion para llevar a cabo la sedi— 
msntacion del DNA desnaturado se realiza segun el metodo ya descrito en el — 
Apartado-II-5-2.

Dado que para el mantenimiento de la estabilidad enzimâtica de la U.V.- 
Endonucleasa es necesario tenerla en presencia de DNA de Timo, que se mezclarîa 
en la sedimentacion con el DNA de SPPl que queremos estudiar, es necesario en - 
estas experiencias de determinacion de roturas simples introducidas por la U.V.- 
Endonucleasa en DNA irradiado con U.V. mediante centrifugacion analîtica, qui- 
tar previamente este DNA de Timo de la preparacion enzimatica que se va a utili 
zar.^Con este fin se filtra la preparacion de enzima bajo presion controlada de 
^^^^ogeno a traves de un filtro que retiene moleculas de tamano superior a — — 
100.000 d.. Las diferencias en las determinaciones realizadas en experiencias -
independientes para DNAs con la misma dosis y por tratamiento con diferentes pre
paraciones de enzima, (caso de las muestras que se presentan tratadas con 10 di~ 
ferentes concentraciones de enzima) debidas a la mayor o menor contaminacion con 
DNA de Timo, o debidas a diferencias en la actividad especîfica de la enzima, - 
son suficientemente pequenas como para que solo sean importantes en algun caso 
para concentraciones pequenas de enzima.
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troducido el valor calculado para cada dosis en funcion del estudio previo de 
la formacion de dîmeros de A  realizada a 254 nm en DNA~H^ de SPPl y el valor
calculado para cada dosis en funcion del estudio previo de la formacion de dl
meros de A  a 254 nm realizado en DNA-H^ de E.coli, El error introducido al -

Ahacer esto, ya que no se dispone del estudio de la formacion de dîmeros de CT
para DNA de SPPl, produce una ligerîsima subestimacion del valor total de dl A Ameros de TT+CT, ya que aunque las secciones eficaces son presumiblemente muy
parecidas para ambos DNAs Over Tabla-III-6) el valor de saturacion de dîmerosAes algo mayor en el DNA de SPPl, Sin embargo este nivel de dimeros de CT es en

Acualquier caso mucho menor que el de TT, Por ultimo en ningun momento se ha -
incluîdo el valor de los dîmeros de CC pues como ya ha quedado puesto de man^
fiesto en varias ocasiones, la marca introducida no permite computarlo y ademâs 
la proporcion de dîmeros de CC es menor aün que la de los dîmeros de CT,

La representacion de estos valores en la Fig-III-30 présenta una pri­
mera parte en la que existe una relacion aproximadamente lineal de 1,1 entre -- A Aroturas simples y dîmeros de (TT+CT) hasta alcanzar un valor équivalente a apr^ 
ximadamente 0,5% de dîmeros de ('A’+CT) respecto de Timina, Este valor es aprox^i 
madamente 2 veces menor que el valor obtenido por Kaplan et al (1969) y 4 veces 
menor que el obtenido por Nakayama et al (1970),

A partir de aquî el numéro de roturas simples es paulatinamente menor 
que el numéro de dîmeros hasta que a partir de un 0,7 a un 0,8% de (A+CT)T - 
el numéro de roturas simples permanece constante hasta valores tan altos como
del orden de un 4% de (TT+CT)/N.

La relacion entre el numéro de dîmeros y el numéro de roturas simples
introducidas tiende hacia 6 a 8 valor semejante al determinado por Shafranovskaya
et al (1973) para las zonas de acumulacion de dîmeros, obtenido por medio de - 
estudios cineticos con formaldehido.

En la Fig-III-31 se ha calculado la constante de Michaelis de la U.V. 
Endonucleasa pero teniendo en cuenta de que al contrario de lo que hace Kushner 
et al (1971 a) no se ha considerado como aumento de la concentracion de substr^
to el aumento de la concentracion de DNA con la misma cantidad de dîmeros por
molecula, sino que lo que hemos aumentado es la concentracion de dîmeros en el 
DNA que son en definitiva el substrato de la enzima. Asî el valor que se obti^ 
ne es dos ordenes de magnitud mayor al obtenido por estos autores.

En la Tabla—111-16 se reflejan los valores obtenidos en el estudio - 
de sedimentacion del DNA de SPPl nativo tras irradiacion a diferentes dosis -



0,020 —

0,010

Km = 1 , l x lO ’ ‘'' M,

0,010 0,020 0,030 0,0A0
-1 /  Km

1//iyU moles (TT+CT) 

Fig. I l l  -  3 1 . -Constante de M ichae l is  de la U. V. - Endonuc leasa .

Vo f r / T

: 200
"O

1 00 -

Pendiente l j

693 12^0 1652

100 200 300
A  A

/lyU. moles de (TT+CT)

Fig. n i - 3 0 . - Roturas simples produc idas por la U.V. -  E n d on u c le a sa  
en funcion de la concentracion de dîmeros en el DNA



100

10 5020 30
r. d. /  mo lecu la

Fig. I l l - 3 2 . - Roturas dobles en funcion de roturas s imples.

30

20
T3

10

500 1000
A A  ,

dimeros (TT+CT)/molecula

Fig. 111-33.- Roturas dobles en func ion de dimeros



21 3

y tratamientos a saturacion de roturas simples con U.V.-Endonucleasa. Como 
se observa el DNA nativo se dégrada en funcion de las roturas simples intrjo 
.ducidas por la U.V.-Endonucleasa. Tras el câlculo del numéro de dîmeros por 
molecula de DNA de SPPl^del numéro de roturas simples por molecula y del nu. 
mero de roturas dobles por molecula, en la Fig—III-32 se observa como a pe­
sar de no incremen tarse el numéro de roturas s implies por molecula a partir 
de ciertas dosis, por la accion de la U.V.-Endonucleasa, la presencia de un 
mayor numéro de dîmeros hace que el numéro de roturas dobles continue aumen 
tando. La responsabilidad de esta desestabilizacion hacia la presencia de un 
numéro creciente de dîmeros queda clara en la Fig-III-33 donde se observa que 
el numéro de roturas dobles en el DNA saturado de roturas simples con U.V.-En. 
donucleasa crece linealmente con el numéro de dîmeros. En definitiva pues el 
acumulo de dîmeros en regiones concretas de la molecula de DNA le hace mas - 
inestable a la rotura doble por la presencia de roturas simples con U.V.-Endo^ 
nucleasa, es decir muy proximas a la region de dîmeros.

La evaluacion y cuantizacion de esta perturbaciôn en funcion de la 
concentracion de dîmeros sera objeto de estudio en el futuro en el Grupo de 
Biofîsica. La U.V.-Endonucleasa, y su modo de accion, cobra especial importan 
cia, no solamente ya desde el punto de vista estrictamente biologico, (no ol- 
videmos que una rotura doble en el DNA es siempra un efecto létal para la celjj 
la), sino tambien como una poderosa herramienta de trabajo para conocer la e_s 
tructura del DNA irradiado con luz U.V.

Existe cierta controversia en los resultados expérimentales en cuan 
to a la naturaleza de la incision producida por las enzimas de reconocimiento 
de las lesiones U.V, en DNA. En concreto en la incision producida en el reco_ 
nocimiento de los dîmeros de pirimidina del tipo ciclobutano cis-sin, en el - 
mecanismo de reparaciôn por escision-resîntesis. A pesar de que en los ultimos 
ahos han sido detectadas actividades de este tipo en numerosos organismes vi­
vos, y aisladas enzimas que muestran esta actividad, a las que genericamente 
se les ha denominado, Correndonucleasas, y a las que se les asigna la accion 
de reconocimiento y produccion de una rotura simple del tipo 3’OH 5’P en el 
lado 5 ’ del dîmero; las experiencias de Kushner, Kaplan y Grossman (1969-1971) 
en las que se concluye que la rotura simple producida por la U.V.-Endonuclea 
sa de M.luteus es del tipo 3’P 5 ’OH al lado 5 ’ del dîmero no han encontrado - 
aun contrapartida. Es mas, incluso se ha purificado y estudiado una Endonucle^ 
sa de reparaciôn, en msmîferos, en la que se ha podido demostrar al parecer - 
inequivocamente, que produce roturas simples del tipo de las 3’P 5 ’OH en expe



COoM
(U

,5
T3
0)TJ
T3COtî
•H

Su

<uTJ
\o
•H
CJ
C3tw
C0)
C

CJeo(.j3weoCO

en<uiHCL
S•H
en

eneo
U
3
u2
uoCL
COeoT)•H
CJ
3X3OL,CL

'O
U

COeuM
XiOT)
COeoU34J
Ocd

CJ üeu 3iH rH r». 1—t
g gG E 1-4 01 O O o1 f-4  F—e vO <3L O CO1 1 1
CO 73 LO LO CN 31 -O- CO• m I—(
Lt Le LO

CN CO

O O O  O
0) 3 1—e 4%1—1 r4 •> lO
g O LO '-i O
6 E 1 1 e3% LO LO LO1 CO p -  *

1 3 1 <r
B 73 (O  c \  —4 r—4 f—4 CN LO•H ^  CN LO

Le 31

O  o
OL LO

1 3  H "
CO iH CN < r •H
3 CO O o o NM 3 E _ o o  o  e» rH 003 rH  3 CO S f • 73*J X ) Le rH o •» A LO eo CN 00 d
O 0 0 3 r-4 CN eo eo 3
L i 73 CL O

enM
3rd
4Jd 73 O

jL d O  O  O O < r M
6  i ^ LO LO LO p - 00 r~ . LO LO CJ)O  eo OS 1—e N.-' LO LO -f eo #—4 O oX CN LO04 X sf-3"

LO
CN O

3
O 73
LO o  o o O o p<

vO /—> LO o  vO CN o CO ^H O
1 CN 3 CNS O LO r-4 o -  VO CO ^4 d

CN 1 3 104 X 00gE OO LO
X i 3

O
< o CN

3 |  3 s en
M 73 VO CN LO r—1 LO r-4 o oc
3  d O 1—4 o  1—e o d oo 1 0 3 iH

LO o «H +  14- l + l + l + l + l + l +
>  CJ M 31g  -*H eo CN —4 O o o o 3O  4-J Li 00

o (N  3  3 CN eo O  e3L NT o ^4
en d H eo CN CN 1-4 04

Oe
en

II373 OLi < LOo Sa. O Q S
CJ r-4 O O  O  O3 w iH 04

CO iH LO < r  <3L < f O o o 3O CO 00 CO CO eo 00Li s I—e rH 3 o3 rHcr
3 d
4-1 10ü d •H3 3 M

en iH O 3 3
O O  ' O o  o O HLi E '-e drg O e»  o  <r -O" LO O" d XE L4 1—e p". o LO LO eo 3 3

1H O CN < r 0073 CL 0 373 iHd
3 d

•H 1 3d 003 3E H enciN <r
< r E O I 1
LO o o  o O
CN W  X o LO eo o o

CNII n o O  CN eo e3i 3\
LO

eO d)
iH CO t3 
3 O 
Ü  Æ  M  \<ü B O 
r4 eO r—I

(UL4 CJoCL o 
CO r4 

CO eO eO a
L4(U O 
M  <U <
" g

y  XeO «—I3 0 0)O T3 T3 C0) 3 O
O  00 CO0) eO 

CD UM
<rH
W  M  r4 
L4 0) 0)eoCL eo CO)-ieO eo
eo ^  i
T) CO O
•H 0) O

0)

\eO X

CO
0) COeo
C\o
•H W
CO o

0 0)
.goc
1 
1

0) L4 0) M
CL 0)X '3 0)_ O 
eO M4J 0)
CO g  

Cd 13 
C

rHO  0) 
iri

a. y
\o o
0\ i—l
LO CO
• CJ0 eo
Il X
• 0) d CO
S o
S  g
ai M o
1  t
•H O
en 0)
0) c
M \0) 
CL 00
g  gO
5 " =

■P
0) 0) c/3 73
I

CO

i
u
CJ
0)ew
M0)CL
<
i

§ .
eo CW •
- J

04 eu
>s d O ÜO
LO 0) • 73

eu O 73 CJ
CD0) O  
V4 lO

f ï

3 O 10) 
r—I O 6

Xio73
eoLe34JO
L,

d
e
s
04

6
Z

d

en0)
Li

X3
eo

lg000)en
I



21 5

riencias en las que se estudia la liberacion de DNA como acido soluble por 
la accion consecutiva de la Endonucleasa de reparaciôn y la actividad exo- 
nucleasica de la DNA-Polimerasa. La libération de las zonas lesionadas se 
realiza solamente si al DNA tratado con la Endonucleasa de reparaciôn se le 
trata con la enzima Fosfatasa alcalina antes del tratamiento con la DNA-Po­
limerasa. (Lancker and Tomura, 1974).

A partir de preparaciônes de U.V,-Endonucleasa de M.luteus, Frac­
tion Fosfocelulosa concentrada 10 veces purificadas por nosotros mismos, y 
de DNA-Polimerasa de E.coli comercial, hemos intentado comprobar la eficacia 
de ambas enzimas en el reconocimiento y libération de los dîmeros de pirimâ 
dina inducidos por las radiaciones U.V.. Lo que estarîa indicando la presen 
cia de roturas simples 3’OH 5’P inducidas por la U.V.-Endonucleasa.

En la Tabla-III-17, se presentan los resultados obtenidos, asî como 
una description de las condiciones de trabajo en estas experiencias. En esen

3cia se trata de determinaciones de DNA^ H en forma de acido soluble, tras el
3 ^tratamiento del DNA- H irradiado o no, con las enzimas U.V.-Endonucleasa, ô 

DNA-Polimerasa por separado, ô tras el tratamiento del DNA con ambas consecjj 
tivamente. Como se observa en los resultados, se puede afirmar que existe una 
contamination exonucleasica en la preparation de la U.V.-Endonucleasa utiliz^ 
da, por tuanto se observa un incremento significative en la cantidad de acido 
soluble liberado tras el tratamiento del DNA irradiado ô no con la enzima. - 
(Columna 2). Esta actividad es, sin embargo, indistinguible de la actividad - 
exonucleasica propia de la DNA-Polimerasa, actuando sobre roturas simples que 
posee ya de partida el DNA y que produce, eh algunos casos, incrementos de - 
hasta 10 veces en el acido soluble que en el control.

De cualquier forma résulta évidente el aumento de acido soluble cuan 
do actuan ambas conj untamente, y por supuesto el reconocimiento de los dîmeros 
pues esta liberaciôn de acido soluble es mucho mayor en el DNA irradiado que - 
en el DNA sin irradiar. Por lo tanto, estos resultados parecen indicar que las 
roturas simples producidas por la U.V.-Endonucleasa son en su mayor parte rotju 
ras simples del tipo 3’OH 5 ’P, pues de lo contrario no serîan reconocidas como 
molde por la DNA-Polimerasa.

Se realizo entonces una experiencia (Experiencia 6) con una prepara-
3ciôn de DNA- H recientemente aislado habiendo puesto en su aislamiento especial 

enfasis, para evitar en lo posible la presencia de roturas simples de partida. 
Con esta preparacion se consiguiô rebajar cuatro veces la cantidad de acido so_ 
lubie que se obtiene por el tratamiento del DNA con la DNA-Polimerasa sola, lo
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que se tradujo en una liberacion mucho mas especîfica de dîmeros en el trat^ 
miento simultâneo con ambas enzimas, U.V.-Endonucleasa y DNA-Polimerasa. Y - 
algo que es tambien muy importante, la desaparicion del ataque exonucleasico 
sobre el DNA irradiado, lo que parece indicar la importancia de lâs roturas 
simples iniciales en el DNA tienen para el buen funcionamiento del reconoc^ 
miento y liberacion de dîmeros. Pudiendo incluso haber sido la causa de los 
altos valores de acido soluble observados en el DNA no irradiado y tratado - 
con ambas enzimas, y no la falta de especificidad de las preparaciônes de - 
U.V.-Endonucleasa utilizadas.

Por ultimo y en esta misma experiencia se determinaron la cantidad 
de dîmeros liberados en el DNA asî como la proporcion de ellos liberada como 
acido soluble. Como se detalla en la Tabla-III-18 de un 6,10% de dîmeros en 
el DNA irradiado se pasa a un 5,5% tras la actuacion de ambas enzimas, mien- 
tras que en la fraccion acido soluble se pasa de 1% de fondo en el caso de 
ningün tratamiento enzimâtico a la presencia de un 21,9% de dîmeros en la - 
fraccion acido soluble liberada por la actuacion de ambas enzimas.
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CONCLUSlONES.

Efectos Primarios:

- En las condiciones de irradiacion utilizadas, (soluciones de DNA 
en 0,15 M NaCl, 0,015 M citrato sôdico, en ausencia de oxîgeno y en atmosfje 
ra saturada de nitrôgeno) la radiacion U.V. entre 240 y 300 nm, no produce 
roturas simples intracadena en el DNA, détectables por anâlisis de sediment^ 
ciôn en ultracentrifuga analîtica. En todo caso el numéro de roturas simples
producidas es siempre inferior a 0,1-0,9 por cada 10^ nucleotidos y por cada
,^6 . / 2 10 ergios/mm ,

- El efecto primario mas relevante ha sido la producciôn de dîmeros 
de pirimidina de tipo ciclobutano entre pirimidinas contiguas en la misma - 
cadena.

- Se han calculado las secciones eficaces del proceso total de fo_r 
maciôn de .dîmeros de TT y de CT aj ustando los resultados expérimentales de 
porcentaje de dîmeros respecto de timina y dosis al modelo propuesto en la 
introducciôn de la memorial

D = kPo/Ck+r)(1-e (k+r)L^

Este câlculo se realizô para cinco longitudes de onda del espectro U.V. en 
I^A de E.coli, en cuatro longitudes de onda para el dîmero de TT en DNA de 
SPPl, en très para el dîmero de TT en DNA de B.subtilis y B.cereus:

Anm
DNA-E.co^i 
S^.Ef. 
nCT=2 (k+r) 

m

DNA-E'. col^ 
Sec.Ef, TÏ 
nTT=2(k+r) 

m

DNA-SPPl 
Sec.Ef.TT 
nTT=2 (k+r) 

m

DNA-B.Cereus 
Sen.Ef. TT 
nTT=2(k+r) 

m

DNA-B. s u ^  
S^.Ef. A  
nA=2(k+r) 

m

300^10
280-10
260-10
254
240-10

20,Ot 2,3 
145 T 16 
810 -170 
561 I 1,1 
420 - 97

6,3 t 0,1 
37,0 - 1,4 

190 -20 
215,0 I 7,5 
227 124

5,6± 0,5 
58,0; 5,2

230 -20 
230 123

11,li 0,5 
43,0- 3,9

140 -13

12,5; 1,2
41,6- 3,1 

90 -12

- Se han calculado las secciones eficaces de dimerizaciôn y monomeriz^ 
ciôn para los dîmeros de 'A' y de C^ para cinco longitudes de onda del espectro 
U.V. en DNA de E.coli asî como los rendimientos cuânticos de dimerizaciôn, ut_i 
lizando las secciones eficaces de absorciôn del DNA y de la timina, ya que para 
ambos dîmeros el espectro de accion de dimerizaciôn identifies al DNA o a la ti
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mina, no a la citosina, como molecula responsable de la absorciôn del fotôn 
U.V. y de la posterior reaccion fotoquimica. El alto valor del rendimiento - 
cuântico de dimerizaciôn a 300+10 nm cuando se utiliza para el câlculo la seĉ  
ciôn eficaz de absorciôn de la timina con respecto al obtenido cuando se uti­
liza la secciôn eficaz del DNA, mâs semejante a los obtenidos a otras longit_u 
des de onda, pone de manifiesto la importancia que los mecanismos de transfe- 
rencia de energîa desde otras bases del DNA a la timina tienen en el proceso.

Anm
Sec. Ef. de 
monomer iz a.

r A ^
m

Sec. Ef. de 
dimerizaciôn

k A ^
m

kendimiento 
cuântico de 
dimerizaciôn ^

Rendimiento 
cuântico de 
dimerizaciôn 
con: Qa^xlO^

300^10
280-10
260-10
254
240-10

4,9^ 0,6
28 l 1,8
170 Jl8 
190 ll2 
220 -26

1,4^0,2 
8,9-0,6

19.0-2,2
26.0-1,6 
6.1-0.7

15,0i0,5
11,0Î0,7
14,0-1,6
18,4-1,3
6.6IO .8

39,0^5,0
9.8-0,7
11.011.2
17.011.2
9.8-1,1

A n m
Sec. Ef. de 
monomeriza.

m

Sec. Ef. de 
dimerizaciôn

m

Rendimiento 
cuântico de 
dimerizaciôn ^

Rendimiento 
"cuântico de 
dimerizaciôn 
con: (^a^xlO^

300^10
280-10
260-10
254^
240-10

,18 i 2,6
135 - 17 
780 -190 
540 1 30 
410 - 40

. 1.9Îo ,3 
10,O H , 2 
26,0:6,5 
20,oil,1 
7,4-0,7

. 20,0Î2,6
12,oil,5
18.0-4,7
14.0-0,9
8,0l0,8

, 51,0l6,8 
11,0-1,3
15.013.7
13.210.8 
10,oil,0

Repercusiones estructurales de la presencia de los dîmeros en el DNA

- La presencia de los dîmeros de pirimidina en el DNA produce una de^ 
estabilizaciôn de la estructura doble hélicoïdal frente a la temperatura. Median 
te estudios de transiciôn termica se ha podido medir la variaciôn de la tempera 
tura media de la transiciôn CATm)en funcion del porcentaje de dîmeros, para di­
verses longitudes de onda y para DNAs de diferente composiciôn en bases: DNA de 
E.coli, 51% de GC, DNA de SPPl, 43% de GC y DNA de B. cereus, 35% de GC. Con el 
margen de error de los resultados expérimentales, no se puede afirmar que la va 
riaciôn de la Tm en funciôn del porcentaje de dîmeros dependa ni de la Iongitud 
de onda ni del contenido en GC entre 51 y 35%. Ademâs la relaciôn entre ambos - 
parâmetros, porcentaje de dîmeros y variaciôn de la Tm, es lineal. El ajuste de 
todas las determinaciones realizadas en todos los DNAs a una recta rinden una - 
pendiente de 1 ,383%CTT+A)/®C Tm, con un resto cuadrâtico medio de 0,729®C.

Esta correlaciôn empîrica permite, de una parte, calcular el porcent_a
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je de dîmeros en DNAs no marcados isotopicamente, y de otra al compararla con 
la expresiôn que liga la Tm con el contenido en GC hacerse una idea de la pe_r 
turbaciôn introducida en el DNA por la presencia de los dîmeros. Asî la pre­
sencia de 1 dîmero cada 100 nucleotidos en el DNA produce una perturbaciôn en 
su comportamiento têrmico équivalente numericamente a la que supone una disri 
nuciôn del 4,38 a 6,13% en el contenido en GC. Si esta variaciôn se pudiese - 
interpreter desde un punto de vista de estabilidad estructural solo en termi­
nes de la interacciôn de enlaces de hidrôgeno, entonces, la presencia de un dn 
mero cada 100 nucleotidos supondrîa la perdida de 4 a 6 enlaces de hidrôgeno.

- En condiciones de irradiaciôn que garantizan la ausencia de rotu­
ras simples producidas por la irradiaciôn con luz U.V., la presencia de los - 
dîmeros de pirimidina, no produce ningun cambio en las propiedades hidrodinâ- 
mlcas del DNA en soluciôn, observable por estudios viscosimetricos o electro_ 
foreticos para DNAs irradiados hasta conseguir un 7,6% de dîmeros de (TT+CT) 
respecto de T y para DNAs de pesos moleculares entre 1 y 40 x 10^ d.

- En las condiciones de irradiaciôn empleadas se puede estudiar el 
efecto de la presencia de los dîmeros en los espectros de dicroismo circular 
CDC) s in la confusion aportada por la presencia de roturas simples, cuyo efe^ 
to es contrario al de los dîmeros.

La evoluciôn de los espectros del DNA en funciôn de la dosis U.V. - 
no es hacia una desnaturaciôn, sino que es un fenômeno distinto, ya que no - 
aparece la subida del valor de la elipticidad molar positiva del segundo efe^ 
to Cotton, caracterîstico de las desnaturaciones, ademâs de que los DNAs con 
dîmeros de pirimidina desnaturan normalmente aunque cambie su Tm pero apenas 
lo haga su efecto hipercrômico.

En el DNA irradiado con luz U.V. se observa un cambio de la relaciôn 
Y  CD+/Y CD- al aumentar la proporciôn de dîmeros hasta aproximadamente un 2% 
de dîmeros de pirimidina respecto de nucleotidos totales en el DNA. Alcanzado 
este nivel, este valor se mantiene aunque aumentemos la proporciôn de dîmeros 
en el DNA al doble. Ademâs, este efecto no es el mismo que el observado en la 
debilitaciôn de la estructura del DNA frente a la temperatura media por la va 
riaciôn de la Tm pues esta varia contînuamente con la proporciôn de dîmeros, 
aunque ambos efectos esten producidos por la misma causa: la presencia de dî­
meros de pirimidina en el DNA.

Repercusiones biolôgicas de la presencia de los dîmeros en el DNA

- Se ha realizado un espectro de acciôn por medida de la perdida de
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la capacidad transformante de DNA de B. subtilis 0G-2(u.v.r. ) irradiado a 
diversas dosis a cuatro longitudes de onda del espectro U.V., en celulas de
B., subtilis 2G-9(u.v.r. Tir Trp ). El espectro de acciôn conseguido es - 
congruente con el espectro de acciôn encontrado para el proceso de dimeriza. 
ciôn por determinacion quîmica de dîmeros de pirimidina.

La perdida de la capacidad transformante depende exclusivamente del 
porcentaje de dîmeros obtenido y en este, extraordinariamente sensible, sri 
tema de transformation, incapaz de realizar la reparaciôn por e’scisiôn-re- 
sîntesis, se produce la perdida de mâs del 90% de la capacidad transforman­
te a partir de un 0,2% de dîmeros de pirimidina respecto de timina; niveles 
por enzima del 0,5 al 1% de dîmeros carecen ya de cualquier significado bri 
lôgico.

- El reconocimiento de los dîmeros de pirimidina por la enzima U.V. 
Endonucleasa es extraordinariamente eficaz por debajo del orden de 0,5% de 
c A + A ) / T  en DNA de SPPl, produciendose una rotura simple por cada dîmero.
A valores superiores de dîmeros el numéro de roturas simples por dîmero de_ 
crece, tendiendo hacia valores semejantes a los valores acumulos de dîmeros 
determinados por estudios cineticos con formaldehido.

Un aspecto muy importante puesto de manifiesto en el estudio de la 
acciôn de la U.V.—Endonucleasa es que la probabilidad de rotura doble del 
DNA aumenta, para una misma cantidad de roturas simples, con la cantidad - 
de dîmeros.

Por ultimo resaltar que con los niveles de purificaciôn conseguidos 
por nosotros en el aislamiento de la U.V.-Endonucleasa, las roturas simples 
introducidas por la U.V.-Endonucleasa son reconocidas eficazmente por la - 
DNA-Polimerasa-I de E.coli para la escisiôn selectiva de los dîmeros de pi­
rimidina.

Estas experiencias con ambas enzimas sientan las bases iniciales - 
para el estudio ”in vitro" del mecanismo de reparaciôn por escisiôn y resîri 
tesis que nos proponemos llevar a cabo en un futuro prôximo desde très ver- 
tientes: mediante estudios fisico-quîmicos y estructurales del DNA alterado 
con radiaciôn U.V. y tratado con las enzimas de reparaciôn implicadas en e^ 
te mecanismo, mediante estudios cineticos de reconocimiento, y liberaciôn - 
de los dîmeros de pirimidina y mediante estudios de transformacion para la 
medida de la recuperaciôn de la informaciôn dahada en el DNA.
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