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Resumen

En este trabajo se analizan los antecedentes, las motivaciones de los investigadores y las
relaciones entre los diferentes laboratorios que permitieron el nacimiento de la biologia
molecular. Fue durante un periodo de 25 afios (1940-1965) que se realizaron los principales
trabajos cientificos que tuvieron esencialmente a los bacteriéfagos (fagos o virus de bacterias)
y a sus hospedadores, las bacterias, como principales protagonistas. En la actualidad los fagos
siguen siendo un material interesante ya sea en investigaciones basicas como evolucién o en

aplicaciones como ser la fagoterapia, una alternativa al uso de antibiéticos.

Palabras clave: fagos, biologia molecular

Bacteriophages: their role in the emergence of Molecular Biology

Abstract

In this work the different approaches, researchers and laboratories involved in the emergence of
a new discipline: the Molecular Biology are analyzed. Twenty-five years, from 1940 to 1965,
have been enough to bring the essential papers that settled the new discipline. Bacteriophages
(phages or bacterial viruses) and their bacterial hosts were essentially the vedettes of such
studies. Phages also continue to support new interesting insights in basic studies as evolution

or in biotechnological applications like phage therapies, an alternative to the antibiotics use.

Keywords: phages, molecular biology.

Breve resumen histérico sobre el advenimiento de la biologia molecular

Fue en la segunda mitad del siglo XIX que la microbiologia como ciencia se impuso y sento sus
bases esencialmente gracias a los trabajos de Louis Pasteur, Robert Koch, Josef Lister y Elias
Metschnikoff poniendo fin a la teoria de la generacién espontanea de los gérmenes y

favoreciendo el aislamiento y estudio de cultivos puros.
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Los nuevos hallazgos tuvieron aplicaciones en medicina: métodos de aislamiento y clonado,
cultivos puros, relacién micro-organismos con patogénesis, produccion de vacunas y en

procesos industriales: fermentacién alcohdlica.

La microscopia y los analisis quimicos habian permitido caracterizar las distintas estructuras
(envolturas, mitocondrias, nucleos, apéndices) que componian las células y su composicion
quimica (polisacaridos, acidos nucleicos, proteinas). Pero se desconocia como los
componentes interactuaban y participaban en la transmision genética. La célula era un “todo”
con sus propiedades “buenas” o “malas”, pero no se habia puesto en evidencia ninguna
estructura en particular responsable de transmitir los caracteres hereditarios ni sus

mecanismos.

¢ Como explicar vida y herencia?

A partir de fines de los afios 30 del siglo XX, varios investigadores provenientes de diferentes
disciplinas cientificas formularon estas y otras preguntas destinadas a responder y caracterizar
los elementos y mecanismos responsables de la transmisién de los caracteres hereditarios. Es
importante sefalar el invaluable aporte de los fisicos. En la década del 30 en Copenhague el
grupo de fisicos liderado por Niels Bohr se centraron en tratar de explicar biologia y herencia.
Esas discusiones condujeron a Erwin Shrodinger, otro fisico del grupo, a exponer algunas
discusiones e interrogantes en su libro What is Life (1944). Max Delbriick, también fisico,
estaba presente en esos debates y las inquietudes planteadas lo condujeron a interesarse por
la biologia y por las formas mas sencillas: bacterias y fagos como elementos de estudio. Cabe
recordar que fue a principio del siglo XX que estos virus de bacterias, los bacteriéfagos (o
fagos) como los nombré D Herelle, fueron descubiertos por Twort (1915) y D'Herelle (1917) [1-

2-3] aunque fue este ultimo que les dio mayor desarrollo.

Figura 1. Niels Bohr, Max Born y Max Delbriick. Copenhague,1934.
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Para poder responder a esta pregunta, se requirié la asociacion de:fisicos como Max Delbruck,
Francis Crick, Jean Weigle, Gunther Stent, Maurice Wilkins, Leo Szilard, Aaron Novick y
Georges Gamov. Quimicos como Linus Pauling, Frederick Sanger,y Rollin Hotchkiss.Fisico-
quimicos como Max Perutz, y Edwin Chargaff. Médicos como Salvador Luria, Frangois Jacob ,
André Lwoff y Joshua Lederberg. Bidlogos como Jacques Monod, Sydney Brenner, Barbara
McClintock, Alfred Hershey, Martha Chase y algunos ingenieros y matematicos, para elaborar

el conjunto de experimentos que permitieron sentar las bases de la biologia molecular.

Durante ese periodo “una fiebre” particular circulé entre los investigadores provenientes de

laboratorios de Inglaterra; de Estados Unidos y de Francia

Como dira John Cairns sobre esa época en “Phages and the Origin of Molecular Biology” [3]:
“fue en esos dias en que nacié la biologia molecular y parecia que ésta seria inocente e
incorruptible.” Entre el Instituto Pasteur y los otros laboratorios hubo un flujo constante de
investigadores, discusiones e intercambio de material. Salvador Luria iba a Pasteur con mucha
frecuencia, con cepas y fagos bajo el brazo para ensayar por ejemplo transducciones del fago
P1 entre Salmonella y Escherichia coli. Eso no impidid6 que alguno que otro investigador
retaceara tanto mutantes como fagos a sus colegas. Se cuenta que un tal A que al no obtener
“directamente” un fago de B le envié una carta y utilizé6 el papel de la respuesta para

“procesarlo” y obtener asi el fago aislado!

Recordemos que muchos de los experimentos de esa época fueron realizados con el fago
Lambda (A) aislado por Ethel Lederberg [4] a principio de los afios 50 a partir de un lisado de

Escherichia coli tratado por UV.

Figura 2. El equipo del Institut Pasteur A.Lwoff, F. Jacob, E. Wollman y J. Monod repicando
fagos para Max Delbruck. Paris,1955.
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A partir de 1945 en Cold Spring Harbor, M.Delbriick, S Luria y A Herschey iniciaron el

renombrado curso de verano sobre fagos .Ahi y en los simposios paralelos de biologia

molecular se discutian los ultimos resultados, avances y propuestas de la reciente disciplina. El

curso original duré hasta los afios 70, y los simposios tuvieron lugar hasta 1966. Fue en uno de

ellos (1953) que James Watson expuso el primer modelo de la doble hélice del DNA

En Francia, en la “Abbaye de Royaumont” cerca de Paris en 1952 también se realiz6 el Primer

simposio sobre Bacteriéfagos donde se reunieron la mayoria de los cientificos involucrados en

esa aventura

1-W. WEIDEL 17 - R. LATARGET 33 —A. B. PARDEE 49- G. COHEN-BAZIRE

2-0. MAALGE 18 - F. JACOB 34 - J. SMITH 50 - B. de ROTSCHILD

3 - C.BRESCH 19 - ZSYBALSKI 35-J. MONOD 51 - E. KELLENBERGER
4 - BOWDEN 20 - G. STENT 36 - E. WOLLMAN 52 - D. BENZER
5-R. WHAL 21 -M. BEUMER 37 - S. BENZER 53 - A. M. TORRIANI

6 - LINDERSTOM-LANG

22 - J. BEUMER

38 - L. SIMINOVITCH

54 - G. KELLENBERGER

7 - P. FREDERICK

23 - M. FREDERICK

39 — M. DELBRUCK

55 - H. INOSECO

8- 24 - V. BONIFAS 40 - N. VISCONTI 56 - M. HERSCHEY
9 - E. EVANS 25 - M. ADAMS 41-J. J. WEIGLE 57 - J. BERTANI
10 - MURRAY 26 - N.K. JERNE 42 - C. LEVINTHAL 58 - M. LEVINTHAL
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11 - M. DELBRUCK 27 - 43 - 59 - J. WATSON
12 - R. STANIER 28 - 44 - H. TAYLOR-EPHRUSSI 60 - A. RAVIN
13 - H. MARCOVICH 29 - A. HERSCHEY 45 - S. RAPKINE 61 - S. SPIEGELMAN
14 - B. EPHRUSSI 30 - P.NICOLLE 46 - M. LWOFF 62 - P. SLONIMSKI
15 - 31 -L. GORINI 47 — E. MEYNELL 63 - T. ANDERSON
16 - L. CAVALLI-SFORZA 32 - L. SILVESTRI 48 - I. STENT 64 - A. LWOFF

Figura 3. Reunion de Royaumont sobre fagos, varios de los presentes recibieron el Premio
Nobel.1952

En un periodo de 25 afos (1940-1965) fueron las bacterias y sus fagos los protagonistas
esenciales con las cuales se realizaron los estudios que condujeron al salto cualitativo de
conocimientos que dieron nacimiento a la biologia molecular. Jacques Monod diria mas tarde,
parafraseando al “Burgués gentilhombre” de Moliére: “haciamos biologia molecular sin saberlo”.
Estos avances fueron posibles gracias al uso de las nuevas técnicas de microscopia
electronica, de centrifugacion analitica, gradientes de sedimentacién, analisis genéticos vy
estadisticos, analisis quimicos de proteinas y acidos nucleicos, de analisis por difraccién de

Rayos X y al uso de bacterias y bacteriéfagos como material de estudio.

En 1957 Francis Crick propuso el término “dogma central de la Biologia Molecular” para dar un
marco a la hipotesis de trabajo: la informacion parte del DNA, y gracias al RNA mensajero
(mRNA) como intermediario, permite que el codigo de 3 letras del DNA se convierta en un
codigo de amino-acidos leido por los ribosomas encargados de sintetizar las proteinas, ultimos
responsables en mantener la actividad celular. El término “dogma” fue criticado por algunos,
entre otros por J. Monod, pues colocaria a la ciencia en una posicion religiosa y ante todo
incuestionable, lo contrario de lo que se espera de ella, por ser un proceso en constante

construccion.

A pesar de ello, el término se utilizé como marco de referencia y de trabajo, lo que permitio
importantes avances pero también censurd muchos otros. Dos ejemplos lo muestran: fue dificil
aceptar la existencia de controles post-transcripcionales de la expresién genética,
especialmente en el Instituto Pasteur y en particular en el operdn lactosa. Los estudios sobre la
represion catabdlica en mutantes de genes de control del operdn lactosa condujeron a postular
un control post-transcripcional [5]. Sélo varios afios después y con nuevas evidencias se logré
darle visibilidad oficial a la hipétesis [6] .También en ese mismo laboratorio, los trabajos de
Mirko Beljanski sobre el rol de la transcriptasa reversa donde la informacion de un RNA sirve de
mensajero y de molde para sintetizar DNA no fue totalmente aceptada ni valorada [7]. Seria el
trabajo de Temin sobre virus con genoma de RNA, que serviria como la referencia reconocida,

lo que le valdria el Premio Nobel en 1975 [8]. Por otro lado las evidencias actuales concuerdan
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que la vida empezé por RNAs [9] lo que demuestra cuan necesario es poner en

cuestionamiento los “modelos” preexistentes para el avance de la ciencia.

La similitud y transferencia de los modelos hacia organismos superiores eucariotas parecia
evidente, pero aun requeria comprender y explicar entre otros los procesos de diferenciacion.
Una humorada de Jacques Monod expresaria asi esa vision: “Lo que es cierto para las

bacterias Escherichia coli es cierto para los elefantes”.

Ese salto cualitativo tan importante hizo que a finales de los 60, muchos investigadores, entre
ellos los del Instituto Pasteur de Paris, decidieron que “ya” se habian develado los secretos
mas importantes de la biologia, gracias a las bacterias y sus fagos, y los abandonaron por el
estudio de sistemas mas complejos con la vista puesta en caracterizar procesos de

embriogénesis y cancer.

Francgois Jacob, médico de origen, inicio un grupo de estudio de embriogénesis y carcinomas
en ratas. Para un fisico como Max Delbriick, todo lo que develaron los estudios sobre los
mecanismos de la herencia en fagos y bacterias, no necesitaron apelar a ninguna nueva ley de
la fisica. Su interés se centré entonces en estudiar procesos mas complejos como los de
diferenciacion e inici6 un grupo de estudios en un modelo de hongos unicelulares
(Phycomyces). Quizas para un fisico como él, si hubiese sabido que los fagos y virus presentan
la mayor diversidad de secuencias proteicas contrariamente a las encontradas entre cualquier
organismo vivo desde el elefante, los humanos, la rata y las bacterias, le hubiese seducido

continuar y emprender una nueva odisea.

Es bueno mencionar que las bacterias también aportarian una importante contribucién a
entender los procesos de diferenciacion; un claro ejemplo es el proceso de esporulacion donde
la bacteria Bacillus subtilis ha sido el modelo vedette [10-11]. También fue en bacterias
infectadas por fagos que se pusieron en evidencia los sistemas de restriccion-modificacion [12-

13] tan importantes en las construcciones in vitro.

Los Fagos en los afios 70

En los 70, las bacterias, sus fagos y sus plasmidos, condujeron al advenimiento de la Ingenieria
Genética (y la Biotecnologia). Gracias a los sistemas de recombinacion in vitro el grupo de Paul
Berg obtuvo los primeros recombinantes inter-reinos utilizando recombinantes entre genes de
virus y de bacterias introducidos en cultivos de células (eucariotas) [14]. Esta nueva orientacion
no fue sin grandes discusiones en el mundo cientifico lo que en esencia condujo a despertar la
responsabilidad de los investigadores por los alcances de sus experimentos y a promover el
mejoramiento y control de las condiciones de uso de la tecnologia recombinante como surgio
de las Reuniones de discusién de Asilomar, 1972 y 1975 [15]. También se promovid la
organizacion de “Comités Consultivos de Etica” donde se convocan no solo a cientificos sino
también a varios participes politicos y religiosos para opinar y/o decidir sobre el bien-fundado

y/o peligrosidad de los experimentos, antes de su realizacion. Estas posturas y discusiones
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siguen actualmente a nivel internacional; ejemplo de ellos son el uso de terapias génicas y de

organismos genéticamente modificados (OGM) y sus controles.

Los fagos en la actualidad

En los ultimos anos, los fagos han encontrado su resurrecciéon, ya sea como material de
estudio, uso en ciencia basica o por sus posibles aplicaciones. La alta especificidad de
huésped ha permitido su uso en la tipificacion de especies; recientemente ha sido posible
desarrollar ingeniosas herramientas de diagndstico [16]. Algunos fagos, como el fago Qbeta
con solo 3 genes y un genoma de RNA, son un ejemplo en la utilizacién de ingeniosas
estrategias y economia de medios para su reproduccion. Otros utilizan el sistema SOS del

huésped no solo para su escision como profago, sino también para su reproduccion [17].

En fagos también se pusieron en evidencia mecanismos de transposicion; un ejemplo de ello
es el Fago Mu, capaz de replicar y mutagenizar utilizando la transposicion durante su ciclo litico
[18]. La capacidad de multiplicacion de los fagos, cientos de veces mayor a la de su
hospedador, el uso que hacen de las maquinarias de mutagénesis presentes en ellos y
generalmente aumentada por la induccién de la respuesta SOS, la capacidad de superar e
incluso apropiarse del sistema de vigilancia que la bacteria utiliza para el reconocimiento y
eliminacion de secuencias extrafas (CRISPcas), les permite producir una panoplia de fagos
adaptables a cualquier cambio del huésped y los convierte en un modelo interesante para

estudiar evolucion, también en tiempos de laboratorio [19,20,21].

Algunos fagos, sobreviven semi-silenciosamente en su huésped (como profagos), pero
conllevan en su genoma la informacion para expresar toxinas y ser los responsables de la
patogenicidad de la bacteria portadora (toxinas shigella, colera, difteria, botulismo) [22]. Sin
embargo recientemente se empieza a valorar el uso de fagos como alternativa a los antibiéticos
(fagoterapia), una aplicacion que Felix d"Herelle ya habia considerado cuando los descubri6 y
les dio el nombre de bacteriéfagos (comedor de bacterias). Esa observacion lo condujo a
utilizar los lisados de fagos para combatir procesos infecciosos, pero solo fue aceptado y
desarrollado en algunos Institutos de la ex URSS [23-24]. En los ultimos 10 afios, se ha hecho
evidente y masificado el interés por su posible potencial terapéutico. Frente a estas dos
situaciones: fagos responsables de patogenicidad y fagos destructores de bacterias, uno se
puede plantear: ;Fagos amigos o enemigos, cuando y para quién? La situaciéon es

suficientemente importante como para ser evaluada y analizada en cada situacion.

¢Cudles fueron los Principales experimentos y publicaciones que condujeron al

nacimiento de la biologia molecular?
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Sobre la naturaleza del material genético:

Mutantes defectivas en la sintesis de vitaminas de la levadura Neurospora transmiten
su caracteristica a su descendencia lo que condujo a Beadle, G.W & Tatum en 1941
[25] a formular la hipdtesis conocida como: “Un gen, una enzima”

El analisis estadistico y de variancia de mutantes de E. coli resistentes al fago virulento
T2, permitié a Luria SE & M. Delbriick en 1943 [26] establecer que “Las mutaciones
ocurren al azar y espontaneamente” *

Los experimentos de Avery QOY, MacLeod CM & McCarty en 1944 mostraon el rol
esencial del DNA [27]: el DNA aislado de bacterias patégenas (Pneumococcus
pneumoniae) trasmiten la patogenicidad a bacterias mutantes no patégenas,

El DNA unicamente, sin la intervencion de proteinas, es responsable de la transmision
de los caracteres hereditarios. Los experimentos fueron realizados con el fago Lambda

y su huésped (E. coli) por Herschey & Chase en 1952. [ 28] *

Estructura de proteinas y del DNA

La escuela de los Bragg en Inglaterra con la puesta a punto de la metodologia de
Rayos X para analizar material biologico, fue muy importante en la determinacion de
las estructuras de proteinas y luego de acidos nucleicos [29 ]. Esos estudios
permitieron proponer la estructura en alfa-hélice de la hemoglobina por el grupo de
Linus Pauling [30] y de la mioglobina por el de Kendrew [31]. A su vez varios equipos
emprendieron los analisis de DNAs.

Por un lado los analisis quimicos realizados por Chargaff, Magasanik, Visher, Gree,
Doniger y Elson en 1950 pusieron en evidencia las reglas de apareamiento de bases
del DNA de distintos origenes: > bases puricas (A+T) = > bases pirimidicas (G+C) [32].
Paralelamente, Jim Watson y Francis Crick en Cambridge University, Rosalind Franklin
y Maurice Wilkins en el King's College of London, emprendieron los estudios por
difraccion de RayosX de DNA de diferente origen. Pero fueron las imagenes obtenidas
por R. Franklin[33] que aportaron la prueba mas importante para la propuesta de la
doble hélice del DNA por el equipo Watson-Crick en 1953 [34]. Sin embargo, R.
Franklin no tuvo el reconocimiento merecido por sus colegas; afios después numerosos

fueron los testimonios tanto en libros como en pelicula destacando su rol.
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Figura 4. Rosalind Franklin y la famosa foto 51 obtenida por Difraccion de Rayos X del DNA

que sirvio a Watson y Crick para proponer el modelo.

e A su vez, Maurice Wilkins, en el mismo laboratorio, aporté datos complementarios [35]
que permitieron concretar el modelo en doble hélice del DNA lo que les valdria el

premio Nobel a los tres investigadores, Watson, Crick y Wilkins en 1962.

Replicacion del DNA

e -Demostracion del mecanismo de replicacion semi-conservativo del DNA realizado con
el fago lambda por Meselson M y Stahl FW en 1958 [ 36]*

Recombinacion

e Caracterizacion de eventos de recombinaciéon (entre fagos) por Hershey AD & M.
Chase en 1951[37]* En 1952-53 se pusieron en evidencia sistemas de restriccion-
modificacién importantes en las interacciones entres fagos y bacterias hospedadoras
en base a los resultados de Luria & Human [12 ], y Bertani & Weigle [13 ]

e La caracterizacion de fagos capaces de realizar un ciclo litico o de mantenerse en su
huésped en forma atenuada como profago (fagos temperados) permitié caracterizar los
procesos de lisogenia donde Lambda fue el modelo vedette (Jacob, Wollman, Lwoff) en
1953 y 1954 [38, 39].

Identificacion de mecanismos de transferencia de material genético en bacterias

e La conjugacion donde la presencia de un plasmido o episoma (F) en una bacteria le
permite transferir su genoma, o parte de él, a bacterias no portadoras del F (F-)
permiti6 a Wollman EL, Jacob F & Hayes W en 1956 [40], introducir el concepto de
“sexualidad” en bacterias. Por otro lado, la observacién de un proceso de lisis durante

la conjugacion (induccién cigotica) entre cepas de E. coli portadoras o no del profago
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lambda y el aislamiento de mutantes del fago capaces de controlar ese proceso, fue
uno de los ejemplos detonadores de la necesidad de idear controles génicos.

La transformacion donde el DNA y un estado particular de competencia de la bacteria
receptora permite su transferencia: Hotckiss RD. 1951 [42] ,

La transduction donde la bacteria utiliza un fago como vehiculo para transferir DNA del
huesped a otra bacteria. Morse ,Lederberg EM & Lederberg J. (1956) [ 41] *

Rol del mRNA y elucidacién del cédigo genético

Volkin E. & Astrachan L: mostraron la existencia de un RNA intermediario entre el DNA
y los ribosomas. (1956) [43] *

Se mostraron las caracteristicas del RNA mensajero.-Brenner S, Jacob F. & Meselson
M. (1961) [ 44]

Se identificaron los genes responsables de la sintesis de ribosomas:-Yanofsky SA &
Spiegelman S. (1962) [45 ] *

Se resolvio el codigo genético y se confirmd la universalidad del mismo gracias a los
trabajos de JH Matthaei, OW Jones, RG. Martin, MW. Nirenberg. 1962 [46] Severo
Ochoa. 1964. [47 ] y Khorana HG, Biichi H, Ghosh H, Gupta N, Jacob TM, Kdssel H,
Morgan R, Narang SA, Ohtsuka E, Wells RD. 1966. [48]

Marshall W. Nirenberg, J. Heinrich Matthaei. 1961. [49]

Tsugita, H. Fraenkel-Conrat, M. W. Nirenberg, J. H. Matthaei. 1962. [50] *

Mostraron el rol RNA mensajero (MRNA) como intermediario entre el DNA y los
ribosomas y se puso en evidencia el rol de los ribosomas y de los distintos tRNA en el

proceso de traduccion

Organizacion genética y procesos regulatorios

Se caracteriz6 la unidad genética minima de expresion: el cistrén. Un cistrén codifica
para una cadena polipeptidica. Un gen (funcion bioldgica) puede estar compuesto de
varios cistrones. Para ello, se utilizaron mutantes de rango de huésped (rll) del fago T4
que podian desarrollar o no en 2 cepas: E.coli K12 y/o E. coli B (Benzer S, 1955) [51]
de acuerdo a la composicion de cistrones rll y del huésped. *

Se propuso el primer sistema de regulacién a nivel transcripcional: El operén. Los
experimentos de enzimologia y mapeo genético realizados en E. coli de diferentes
mutantes responsables de la utilizacion de la lactosa y la obtenciéon de diploides
parciales para los genes lac (F'Lac) permitieron postular el primer modelo de
regulaciéon a nivel transcripcional: teoria del operéon (Jacob, Perrin, Sanchez, Monod
1959; Jacob & Monod 1961) [52-53 ] aplicables a la regulaciéon de los ciclo litico/
lisogénico del fago A lambda.

También es importante mencionar las observaciones y estudios genéticos sobre
variabilidad en maiz que condujeron a proponer mecanismos regulatorios de expresién

alternativa y movilidad genética (luego transposones) por Barbara McClintock en 1953
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[54]. Estos resultados no fueron interpretados en su real dimensién, hasta después de

analizar las posibles implicancias de la teoria del operén [55].

* Trabajos en los cuales el sujeto de investigacién eran bacteriéfagos.

Todos estos trabajos realizados en un periodo de 25 afos, la inspiracion de sus

ejecutores y las intensas colaboraciones que surgieron entre ellos, esencialmente

d
ne

después de la Guerra mundial, conformaron la piedra fundacional para el

advenimiento de la biologia molecular.
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