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RESUMEN

TITULO:

EFECTO DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA TIPO B SOBRE LA SUPERVIVENCIA Y LA
INDUCCION DE LA RESPUESTA SOS EN ESTIRPES BACTERIANAS DEFICIENTES PARA
LAS NUCLEASAS RECJ Y EXO I”

AUTOR:
Elke Tatjana Aristizabal Tessmer™

Palabras claves:
E.coli, SOS chromotest, radiacion UV-B, radiosensibilidad, dafio genético, nucleasa.

DESCRIPCION

La radiacion UV-B se considera el componente de la radiacion solar de mayor relevancia bioldgica,
dado mayormente por los efectos genotéxicos perjudiciales sobre los organismos vivos. Para
conocer la importancia de las exonucleasas RecJ y Exol en la reparacion de lesiones del ADN,
causadas por radiacion UV-B, se realizaron ensayos de radiosensibilidad con mutantes de
Escherichia coli defectivas para estos genes exonucleasa, bajo diferentes dosis de RUV-B.
Adicionalmente se calcul6 el DLsy de cada cepa. Posteriormente se realizé el SOS Chromotest
para las cepas isogénicas. La cepa IN40O deficiente del gen recJ, que codifica para la exonucleasa
RecJ fue significativamente mas radiosensible que la cepa salvaje PQ30, indicando su importancia
en la participacion de los mecanismos que reparan dafios genéticos producidos por RUV-B; esto
fue confirmado por la induccién de la respuesta SOS para el rango de dosis entre 0,001 y 0,007
Jicm?, la cual resulto significativamente mayor que la estirpe salvaje. La estirpe celular IN90O
deficiente del gen xonA, que codifica para la exonucleasa Exol también fue mas sensible que
PQ30, aunque no significativamente; esto indica una importancia moderada en la reparacién de
lesiones genéticas causadas por RUV-B. La induccion de la respuesta SOS de la estirpe IN900
para dosis mayores a 0,006 Jiem? fue significativamente menor que en la estipe salvaje PQ30,
sugiriendo que la Exol puede estar implicada en la generacidon de regiones de cadenas simples
que resultan en la induccién de la respuesta SOS en Escherichia coli.

* Pasantia de Investigacion.
** Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Pregrado en Biologia. Director: Ph. D. Jorge Luis
Fuentes Lozano
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ABSTRACT

TITLE:

EFFECT OF THE ULTRAVIOLET RADIATION TYPE B ON SURVIVAL AND INDUCTION OF THE
SOS RESPONSE IN BACTERIAL STRAINS DEFICIENT FOR THE NUCLEASES REC J AND
EXO I’

AUTHORS:

Elke Tatjana Aristizabal Tessmer™

Key Words:

E.coli, SOS Chromotest, UV-B radiation, radiosensitivity, genetic damage, nuclease.

DESCRIPTION

UV-B radiation is considered to be the component of solar radiation with the highest biological
relevance, mainly because of the harmful genotoxic effects on living organisms. In order to getting
to know the importance of the exonucleases RecJ and Exol in DNA lesion repair, radiosensitivity
trials with Escherichia coli mutants, defective for these exonuclease genes were performed under
different doses of RUV-B. Additionally the LDsy was calculated for each strain. Subsequently the
SOS Chromotest was performed for the isogenic strains. The strain IN400, deficient of the recJ
gene, which encodes for the exonuclease RecJ was significantly more radiosensitive than the wild
type strain PQ30, indicating its importance in the participation in mechanisms that repair genetic
damage produced by UVR-B; this was confirmed by the induction of the SOS response for the dose
range between 0,001 and 0,007J/cm?, that resulted being significantly higher than the wild type
strain. The cellular strain IN900, deficient of the xonA gene, which encodes for the exonuclease
Exol was also more sensitive than PQ30, although not significantly; that indicates a moderate
importance in genetic lesion repair, caused by UVR-B. The induction of the SOS response of the
strain IN90O for doses higher than 0,006J/cm” was significantly lower than the wild type strain
PQ30, suggesting that Exol could be involved in the creation of single stranded regions, which
result in the induction of the SOS response in Escherichia coli.

" Internship of Investigation.
™ Science faculty. Department of Biology. Degree of Biology. Director: Ph. D. Jorge Luis Fuentes
Lozano
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INTRODUCCION

El estudio de los efectos biolégicos de la radiacién ultravioleta gana cada dia
mayor relieve dado mayormente por los efectos genotoxicos perjudiciales que
tiene la sobreexposicion a la radiacion solar sobre los organismos vivos [Kozmin et
al., 2003; Svobodova et al., 2003; Gonzalez-Pumariega et al., 2009;]. La radiacion
ultravioleta tipo B (RUV-B) se considera el componente de la radiacion solar de
mayor relevancia bioldgica [Perdiz et al., 2000]. La RUV-B induce dafios en la
molécula de ADN siendo los dimeros de pirimidina cis—syn ciclobutano (CPD) y el
fotoproducto pirimidina (6-4) pirimidona (6-4PP), los tipos mas frecuentes [Mitchell,
1988]. A pesar de que la RUV-B es mayormente filtrada por la capa de ozono (solo
llega un 5%), el efecto carcinogénico de la radiacion solar es mayormente
asociado con este componente [Perdiz et al., 2000; Matsumura y Ananthaswamy,
2002; Zaidi et al., 2008; Tsatsou et al., 2012].

En bacterias la exposicibn a RUV induce una respuesta celular de estrés
genotdxico conocida como respuesta SOS [Witkin, 1976]. Durante esta respuesta,
se inducen un grupo de aproximadamente 40 genes [Courcelle et al., 2001,
Quillardet et al., 2003], regulados bajo el circuito de las proteinas RecA/LexA
[Higashitani et al., 1995; Serment-Guerrero et al., 2008]; entre cuyas funciones se
encuentran: la reparacion del dafio genético [Walker, 1985; Anderson vy
Kowalczykowski, 1997; Morimatsu y Kowalczykowski, 2003; Dillingham vy
Kowalczykowski, 2008; Persky y Lovett, 2008; Bichara et al., 2011; Garcia-
Gonzalez et al., 2013; Hishida et al., 2013], la sintesis trans-lesiobn [Echols y
Goodman, 1990], la restauracion de la replicacion del genoma [Courcelle et al.,
2001; McGlynn y Lloyd, 2002; Rangarajan et al., 2002; Courcelle et al., 2003;
Chow y Courcelle, 2004, 2007; Heller y Marians, 2006; Bichara et al., 2007; Michel
et al.,, 2007; Al-Hadid et al., 2008; Bachrati y Hickson, 2008] y el control de la

division celular [Huisman & D"Ari, 1981; Opperman et al., 1999]. En su conjunto,
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las funciones antes mencionadas garantizan la sobrevivencia celular [Krishna et
al., 2007; Janion, 2008].

El dafio genético producido por la RUV-B en Escherichia coli es reparado
mayormente mediante el mecanismo de escision de nucleétidos llevado a cabo
por el complejo exonucleolitico UvrABC/D; el cual elimina los CPD y los 6-4PP del
ADN celular [Sinha & Hader, 2002]. Recientes estudios [Serment-Guerrero et al.,
2008], han mostrado la importancia de las exonucleasas, que degradan las
cadenas simples de ADN (ssDNA, de sus siglas en inglés) como RecJ y Exol para
la reparacién del dafio genético y para la induccion de la respuesta SOS en
Escherichia coli respectivamente; luego del tratamiento con radiacion gamma. La
exonucleasa RecJ degrada ssDNA en la direccion 5°-3" [Lovett y Kolodner, 1989]
mientras que la exonucleasa | (Exol) degrada en la direccion 3°-5" [Lehman y
Nussbaum, 1964]. Ambas enzimas han sido asociadas con los siguientes
mecanismos de reparacion del dafio en el ADN: reparacion de errores en el
apareamiento de bases [Burdett et al.,2001; Han et al., 2006] , reparacion por
escision de bases [Dianov et al., 1994; Breyer y Matthews, 2000; Wakamatsu et
al., 2010] y reparacion mediante recombinacién homoéloga [Kushner et al., 1971;
Lovett y Clark, 1984; Phillips et al., 1988; Razavy et al., 1995; Michel et al., 2007,
Morimatsu et al., 2012]. Varios estudios han mostrado que las nucleasas que
degradan ssADN, juegan diferentes roles en los mecanismos de recombinacion y
de reparacion del dafio genético inducido por la RUV [Kushner et al., 1971;
Lieberman y Witkin, 1983; Phillips et al.,, 1988; Kowalczykowski et al., 1994;
Viswanathan y Lovett, 1999]. La exonucleasa | (Exol) y la exonucleasa ReclJ
participan junto con el complejo exonucleolitico RecBCD (ExoV) en la reparacion
por recombinacion del dafio producido por RUV en Escherichia coli [Thoms y
Wackernagel, 1998; Viswanathan y Lovett, 1998; Bermi¢, 2006; Thoms et al.,
2008]. La exonucleasa RecJ ademas permite la accién del complejo recFOR en el

sitio daflado por RUV [Courcelle y Hanawalt, 1999; Courcelle y Hanawalt, 2001;
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Chow y Courcelle, 2004], la reparacion del dafio genético, la restauracion de la
replicacion del genoma [Courcelle et al., 2003; Heller y Marians, 2006; Bichara et
al., 2007; Michel et al., 2007; Bachrati y Hickson, 2008; Rudolph et al., 2008] y
resultd ser esencial para la induccién de la respuesta SOS en células mutantes
(recB) de Escherichia coli donde fue introducida una rotura de doble cadena de

ADN [VlIaSi¢ et al., 2008, 2011].
El presente estudio, tiene como objetivo estudiar la radiosensibilidad y la induccion

de la respuesta SOS en estirpes de Escherichia coli deficientes para la actividad

exonucleasa RecJ y Exol que son expuesta a RUV-B.
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1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar la radiosensibiidad a RUV-B de estirpes bacterianas

proficientes y deficientes para actividad exonucleasa del ADN.

Estudiar la cinética de induccion de la respuesta SOS frente a la RUV-B en

las estirpes bacterianas mediante el ensayo SOS Chromotest.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 CEPAS DE E.coli UTILIZADAS EN EL TRABAJO

Las cepas usadas en el presente estudio y sus correspondientes genotipos son
listadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Estirpes bacterianas utilizadas en el trabajo.

Cepas de Escherichia coli usadas en el presente trabajo

Cepa Genotipo Funcion Fuente/referencia
PQ30 F, thr, leu, his, pyrD, Salvaje Quillardet y Hofnung,
thi, trp::MuC”, 1985

srl::Tnl10, rpoB,
sfiA::MuA(Ap lacZ),
cts, lac AU169, galE,

galY, phoC. wt
IN400 Igual a PQ30, pero Deficiente Brefa-Valle y
recJ284::Tnl0 para la Serment-Guerrero,
actividad RecJ 1998
(exonucleasa
simple cadena
5°-3")
IN90O Igual a PQ30, pero Deficiente Serment-Guerrero et
AxonA300::cam para la al., 2008

actividad Exol
(exonucleasa
simple cadena
3-5")

Las cepas IN400 e IN90O fueron desarrolladas y gentilmente suministradas por el
Dr. Jorge Serment Guerrero del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares de
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México [Brefia-Valle y Serment-Guerrero, 1998; Serment-Guerrero et al., 2008]. La
cepa PQ30 fue desarrollada y suministrada por el Dr. Phillipet Quillardet del

Instituto Pasteur de Francia.

2.2 CONDICIONES DE CULTIVO

Las estirpes bacterianas se cultivaron durante toda la noche (15 h) en medio Luria-
Bertani (10 g Triptona/L, 5 g Extracto de Levadura/L, 10 g Cloruro de Sodio/L, pH
7.4) suplementado con ampicilina (50 ug/mL) y tetraciclina (17 pg/mL), bajo
condiciones de agitacion y a una temperatura de 37 °C. Para ello, se tomd una
alicuota (200 pl) de la cepa conservada y se inoculé en 20 mL de medio Luria-
Bertani (LB). Al dia siguiente, el cultivo se diluyé en medio fresco (4 mL de cultivo
crecido en 40 mL de LB para ensayos de radiosensibilidad y 2 mL de cultivo
crecido en 20 mL de LB para ensayos SOS) suplementando nuevamente con
ampicilina (50 pg/mL) y tetraciclina (17 pg/mL) y luego se dejé crecer bajo las
mismas condiciones experimentales descritas anteriormente hasta una densidad
optica DOgoonm de 0.40.

2.3 CURVAS DE SOBREVIVENCIA DE LAS ESTIRPES CELULARES

Alicuotas (7 ml) de cultivos de cada estirpe crecidos hasta una DOgoonm de 0.40 (~
2 x 10® células/ml), fueron dispensadas en cajas Petri (diametro de 8,9 cm) e
irradiadas a diferentes dosis de RUV-B en una camara de irradiacion UVA/UVB
modelo BS-02 (Dr. Grobel UV-Elektronik GmbH, Alemania). Las dosis de RUV-B
ensayadas estuvieron entre 0.001 y 0.5 J/cm?; las cuales se verificaron mediante
el controlador de radiacion modelo UV-MAT de la misma casa comercial. Las
suspensiones celulares irradiadas fueron diluidas en suero fisiolégico (0.75%
NaCl) en rangos de diluciones ajustadas para cada dosis de radiacién ensayada.

Por ultimo, 0.1 ml de las diluciones fueron sembradas en cajas de Petri con Agar y
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medio LB para contar al dia siguiente las unidades formadoras de colonias por
cada dosis de radiacién. Se desarrollaron tres curvas dosis-efecto independientes
con tres replicas cada uno. La letalidad celular fue expresada en porcentajes de

sobrevivencia celular.

2.4 CURVAS DE INDUCCION DE LA RESPUESTA SOS DE LAS ESTIRPES
CELULARES

Las alicuotas (4,5 ml) de cultivos de cada estirpe crecidos hasta una DOgyonm de
0.40 fueron mezcladas con 18 mL de LB 2x para obtener una dilucion 1:5. De esta
mezcla se tomaron 12 mL y se suspendieron en 12mL de agua destilada. Se
transfirieron alicuotas de 2122 pL en cajas de Petri (diametro de 4,9 cm) y se
irradiaron usando similares condiciones que los experimentos de sobrevivencia
celular. El rango de dosis de radiacion usado para la induccion de la respuesta
SOS en cada estirpe bacteriana se determiné experimentalmente, considerando
como maximo valor la dosis letal media (LDsp) de la estirpe silvestre PQ30 segun
lo indicado por [Randhawa, 2009]. Alicuotas de 200uL de células irradiadas en
cada tratamiento, del blanco y del control no irradiado fueron transferidas a tubos
Eppendorf estériles e incubadas durante 2 horas a 37°C en una incubadora de alta
precision de marca Eppendorf Termomixer (Sao Paulo, Brazil). En todos los casos,
se desarrollaron tres experimentos independientes con cuatro replicas cada uno.
Los ensayos enzimaticos f—galactosidasa y fosfatasa alcalina se desarrollaron en
microplacas para ELISA de 96 pozos (Brand GMBH, Alemania), siguiendo los

procedimientos descritos a continuacion:
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2.4.1. ENSAYO ENZIMATICO R-GALACTOSIDASA (B-G)

En cada pocillo de las microplacas se mezclaron 135 pL de Buffer Z (110 mM mM
Na,HPO,4, 40 mM NaH,PO4, 10 mM KCI, 1 mM Mg,SO4, 0.1% SDS, 40 mM pB-
mercaptoethanol, pH 7.0) con 15 uL de células de cada tratamiento y se incubaron
durante 20 minutos a 37°C para que ocurriera la lisis celular. La reaccion
enzimatica se inicido con la adicién de 30 pyL de solucion del sustrato de la B-
galactosidasa (4 mg/mL ONPG en buffer fosfato: 61 mL Na,HPO,4 0.1 M, 39 mL
NaH,PO, . H,O 0.1 M, pH 7) y se incubd por 40 minutos a temperatura ambiente
para el desarrollo de color. La reaccion enzimética se detuvo anadiendo 100 pL de
la solucion de Na,CO3 (1M).

2.4.2. ENSAYO ENZIMATICO FOSFATASA ALCALINA (FA)

En cada pocillo de las microplacas, se mezclaron 135 pyL de Buffer T (1 M Tris,
0,1% SDS, pH 8.8) con 15 pL de células de cada tratamiento y se incubaron
durante 20 minutos a 37°C para que ocurra la lisis celular. La reaccion enziméatica
se inicio con la adicion de 30 uL de solucion del sustrato de la fosfatasa alcalina (4
mg/mL PNPP en T buffer) y se incubé durante 40 minutos a temperatura ambiente
para desarrollo de color. La reaccion se detiene afiadiendo 50 uL de la solucion de
HCI (2,5M) y se estabiliza pH adicionando 50 pL de solucion TRIS (2M).

Las lecturas de cada ensayo enzimatico se desarrollaron a una densidad oOptica de
420 nm (DOg42nm) Usando un espectrofotometro Multiskan Go (Thermo
SCIENTIFIC Inc., Milford, MA, USA).

Las unidades enzimaticas de la actividad B-G y FA seran calculadas segun se

indica a continuacion:
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1000 * A,,,
t

Unidades enzimaticas =

Donde A4y es la medida de la densidad Optica de la mezcla de incubacion leida a
420,m Y t es el tiempo de incubacion en presencia del sustrato (ONPG o PNPP) en

minutos.

La relacion (R) de las unidades enzimaticas de B-G y FA refleja la induccion del

gen sulA, incluso cuando se produce inhibicién de la sintesis de proteinas.

Unidades § — galactosidasa

 Unidades fosfatasa alcalina

2.4.3 CALCULO DEL FACTOR DE INDUCCION SOS

Se empled como criterio de genotoxicidad el factor de induccion SOS (FI), el cual
representa los datos de induccion del gen sulA normalizados en cada tratamiento
y se consideran una medida indirecta del dafio primario (genotoxicidad) inducido

en el ADN. EI FI se calcul6 como sigue:

Donde R son las células tratadas y R, son las células no tratadas.
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La interpretacion de los resultados se realiza como sigue: i) “no genotoxico”,
valores de FI menores de 1.5 ii) “inconclusos”, valores de Fl entre 1.5-2.0 vy iii)

“genotoxico”, valores mayores de 2.0 y una clara relacion dosis-efecto.

2.5 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

La normalidad de los datos se evalu6 usando la prueba de Kolmogorov-Smirnov,
la homogeneidad de varianzas mediante una prueba Levene. Los datos de FI para
los tratamientos que no mostraron normalidad fueron transformados para su
comparacion usando el transformado logaritmo neperiano (LN). Se calcularon los
valores promedio del factor de induccion (FI) y sus correspondientes errores
estandar. Los valores medio de Fl para los diferentes tratamientos (dosis) se
compararon con el control no irradiado en todas las cepas y con los respectivos
FI's de la cepa silvestre mediante una prueba de Tukey. Para los analisis
estadistico se usaron los programas SPSS (version 13.0 para Windows, SPSS Inc
(2005), Chicago, USA) y STATISTICA V.6 (version 6.0, para Windows, StatSoft Inc
(2003), Tulsa, USA).Se realizaron 3 curvas para cada cepa con sus respectivos
ajustes, mostrando la relacion entre Probits y el Logaritmo de las dosis
(Randhawa, 2009). A partir de estas curvas de ajuste se calcul6 el DL50 medio y
el error estandar para cada cepa. Las curvas de ajustes se realizaron Microsoft
Excel (version para Windows, Microsoft (2010), Washington, USA).
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3. RESULTADOS

3.1 RADIOSENSIBILIDAD DE LAS ESTIRPES BACTERIANAS A LA RUV-B.

En la Figura 1, se muestran los valores de sobrevivencia celular de las diferentes
estirpes bacterianas luego del tratamiento con distintas dosis de RUV-B. La estirpe
proficiente para actividad exonucleasa (PQ30) mostré la menor sensibilidad al
tratamiento con RUV-B, con un valor de DLsp = 0,054 = 0,022 (Tabla 2). Para todo
el rango de dosis estudiado, las estirpes deficientes para actividad exonucleasa
RecJ (IN400) y Exol (IN900) mostraron valores relativamente menores que la
estirpe salvaje (PQ30). Sin embargo, el calculo del DLsy para las estirpes IN400
(0,015 £ 0,004) e IN90O (0,023 + 0,013) mostroé que solo la estirpe IN400 (recJ)
resulta significativamente menor (p < 0,05) a la estirpe salvaje (Tabla 2); indicando

la importancia de este gen para la sobrevivencia celular en Escherichia coli.

24



Figura 1. Supervivencia celular (%) de las estirpes bacterianas IN400, IN900 y
PQ30 a la RUV-B.
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3.2 DOSIS LETAL DEL 50% (DLso) DE LAS TRES CEPAS

Tabla 2. Valores promedios de DLsy y sus correspondientes errores

estandares para las estirpes bacterianos estudiados.

Cepa DLsg = EE

PQ30 (wt) 0,054 + 0,022
IN400 (recJ) 0,015 £ 0,004 *
IN900 (xonA) 0,023 £0,013 n.s

(*) valores significativo para una p < 0,05
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3.3 CINETICA DE INDUCCION DE LA RESPUESTA SOS EN LAS ESTIRPES
BACTERIANAS IN400, IN900 Y PQ30 FRENTE AL TRATAMIENTO CON RUV-B

En la Figura 2 se muestra la cinética de induccion SOS frente al tratamiento con
RUV-B en las diferentes estirpes estudiadas. En todos los casos, el valor de FI fue
significativo (p < 0,05) respecto al control no irradiado a partir de una dosis de
0,001J/cm? (Anexo 9.2-9.4). Desde la primera dosis de RUV-B (0,001J/cm?) las
tres cepas muestran FI's > 2,0 (Figura 2); indicando niveles de genotoxicidad.
Comparando con la estirpe salvaje (PQ30), la estirpe IN400 (recJ) mostro niveles
de induccién SOS superiores para el rango de dosis comprendido entre 0,001 y
0,007 J/cm? (Figura 2) sugiriendo que esta enzima contribuye a la reparacién del
dafio genético producido por la RUV-B. Por el contrario, la estirpe IN90O (xonA)
mostrd niveles de induccion SOS inferiores a la estirpe salvaje (PQ30) para dosis
superiores a 0,006J/cm?; sugiriendo que la enzima Exonucleasa | contribuye a la
induccion de la respuesta SOS en Escherichia coli.
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Figura 2. Cinética de induccion de la respuesta SOS en las estirpes
bacterianas IN400, IN900 y PQ30 frente al tratamiento con RUV-B.

10

Factores de Inducciéon

c 0,004 0,008 0,012 0,017 0,023 k= IN400
0,002 0,006 0,010 0,015 0,019 -k IN900

% PQ30
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4. DISCUSION

En el presente trabajo, se estudid la radiosensibilidad y la induccién de la
respuesta SOS en estirpes de Escherichia coli deficientes para la actividad

exonucleasa RecJ y Exol; las cuales fueron expuestas a RUV-B.

Comparando con la estirpe proficiente para las mencionadas actividades
exonucleasas (PQ30), se pudo constatar que la estirpe con deficiencia genética
para la actividad exonucleasa RecJ (IN400) es relativamente mas radiosensible
(Figura 1); indicando su importancia en la participaciéon de los mecanismos que
reparan dafios genéticos producidos por RUV-B en correspondencia con lo
observado previamente en Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae y Deinococcus
radiodurans [Viswanathan y Lovett, 1998; Skaar et al., 2002;].

En la estirpe celular IN40O la induccién de la respuesta SOS para el rango de
dosis entre 0,001 y 0,007 J/cm? resultd significativamente mayor que la estirpe
salvaje; confirmando la importancia de la exonucleasa RecJ para la reparacion del
dafio genético producido por RUV-B en células de Escherichia coli. Este ultimo
hallazgo, contrasta con los observado cuando la estirpe IN400 es irradiada con
radiacion gamma [Serment-Guerrero et al., 2008]. Estos autores encontraron
niveles de induccién SOS para IN400 significativamente menores que la estirpe
salvaje; sugiriendo la participacion de la exonucleasa RecJ en la conversion de
roturas de doble cadena a regiones de cadenas simples que resulten en la
induccion de la respuesta SOS en Escherichia coli [Serment-Guerrero et al., 2008;
Vlasic¢ et al., 2008, 2011]. Diferencias en la naturaleza del dafio inducido por la
RUV-B y por la radiacion gamma, podrian explicar los contrastantes resultados

obtenidos en el presente estudio y los desarrollados por estos autores.
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RecJ es una exonucleasa que degrada ADN de cadena simple en direccién 5°- 3’
[Lovett y Kolodner, 1989; Yamagata et al., 2002] y ha sido identificada y en la via
de reparacion por recombinacion homologa [Lovett y Clark, 1984; Kowalczykowski
et al., 1994; Michel et al., 2007; Morimatsu et al., 2012].

La principal via de reparacion del dafio del ADN causado por RUV-B es la escision
de nucledtidos, regulada por el complejo UvrABC/D y se encarga principalmente
de la reparacion de los dimeros de pirimidina cis—syn ciclobutano (CPD) y del
fotoproducto pirimidina (6-4) pirimidona [Brash et al., 1991; Sinha y Hader, 2002].
Sin embargo trabajos con mutantes deficientes para la reparacion del ADN bajo
radiacion UV han demostrado eventos de recombinacién homologa aparte de la
reparacion por escision de nucledtidos [Wang y Smith, 1983; Ganesan, 1974]. La
exonucleasa RecJ permite la accion del complejo RecFOR en la reparacién por
recombinacién homadloga procesando el ADN naciente en la horquilla detenida en
el sitio dafiado por RUV y alargando los tramos de ssDNA, [Courcelle y Hanawalt,
1999; Courcelle y Hanawalt, 2001; Chow y Courcelle, 2004]; permitiendo asi la
reparacion del dafio genético y la restauracion de la replicacion del genoma [Lovett
y Kolodner, 1989; Courcelle y Hanawalt, 1999; Courcelle y Hanawalt, 2001; Chow
y Courcelle, 2004; Morimatsu y Kowalczykowski 2003; Heller y Marians, 2006;
Bichara et al., 2007; Courcelle y Chow, 2007; Michel et al., 2007; Bachrati y
Hickson, 2008; Rudolph et al., 2008] En ausencia de RecJ la degradacion del ADN
naciente de la horquilla de replicacion no ocurre y se aumenta la frecuencia de
recombinacion ilegitima [Hanada et al., 1997, Rudolph et al., 2008]. Ademas la
exonucleasa RecJ participa junto con el complejo exonucleolitico RecBCD (ExoV)
procesando el ADN a extremos romos o de sSADN de pocos nucleotidos en la
reparacion por recombinacién del dafio producido por RUV en Escherichia coli
[Thoms y Wackernagel, 1998; Viswanathan y Lovett, 1998; bermi¢, 2006;
Kickstein et al., 2007; Thoms et al., 2008].
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Por su parte, la estirpe con deficiencia para la actividad exonucleasa Exol (IN900)
también mostrd valores de sobrevivencia relativamente menores que la estirpe
salvaje PQ30 frente a UV-B (Figura 1). Sin embargo, a diferencia de lo observado
para la estirpe IN400 el valor del DLso para IN90O no resultd significativamente
diferente al de la estirpe salvaje (Tabla 2.) en correspondencia con lo observado
en previo estudio [Viswanathan y Lovett, 1998]; esto indica una importancia
moderada de Exol en la reparacion de dafios del ADN generados por RUV-B. En
la estirpe celular IN90O0 la induccion de la respuesta SOS para dosis mayores a
0,006 Jicm? fue significativamente menor que en la estipe salvaje PQ30;
sugiriendo que la Exol puede estar implicada en la generacién de regiones de
cadenas simples que resulten en la induccion de la respuesta SOS en Escherichia
coli. En general, estos resultados estan en correspondencia con lo encontrado
cuando la estirpe IN900 es irradiada con radiacion gamma [Brefia-Valle vy
Serment-Guerrero, 1998; Serment-Guerrero et al., 2008].

Varios estudios han demostrado que la exonucleasa Exol, quien degrada en la
direccién 3°-5" [Lehman y Nussbaum, 1964], participa en diferentes mecanismos
de recombinacion de Escherichia coli que reparan el dafio genético inducido por la
RUV [Kowalczykowski et al., 1994]. Se ha encontrado, que la exonucleasa Exol
procesa extremos de cadenas simple de ADN permitiendo que el complejo
exonucleolitico RecBCD se una al sitio dafiado y de paso a la recombinacién
homologa cuando hay roturas de doble cadena del ADN [Kushner et al., 1971;
Razavy et al., 1996; Thoms y Wackernagel, 1998; Viswanathan y Lovett, 1998;
Thoms et al., 2008].

Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman hallazgos previos que
involucran enzimas exonucleasas como RecJ y Exol en la reparacion del dafio
genético producido por RUV [Viswanathan y Lovett, 1998; Skaar et al., 2002].
Adicionalmente, estos constituyen nuevos aportes sobre el papel de estas

exonucleasas en el contexto de la respuesta SOS inducida por RUV-B en
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Escherichia coli. Resultan interesantes, los contrastantes resultados en los niveles
de induccién de la respuesta SOS, obtenidos con los mutantes IN400 (recJ) e
IN900 (xonA). Estos sugieren que en efecto la exonucleasa RecJ contribuye a la
reparacion de fotoproductos como previamente indicado [Thoms y Wackernagel,
1998; Viswanathan y Lovett, 1998; Morimatsu y Kowalczykowski 2003; Chow vy
Courcelle, 2004; Bermi¢, 2006; Kickstein et al., 2007; Michel et al., 2007; Thoms et
al., 2008]; mientras que la exonucleasa Exol parece estar mas implicada en la
generacion de sefial inductora de la respuesta SOS que en eventos de reparacion
del dafio genético en acuerdo a lo encontrado en trabajos con radiacibn gamma
[Brefia-Valle y Serment-Guerrero, 1998; Serment-Guerrero et al., 2008]. Bajo
RUV-B las exonucleasas RecJ y Exol no son funcionalmente analogas, contrario a
lo encontrado con radiacion ionizante [Serment-Guerrero et al., 2008]. Dado que
han sido identificadas proteinas homoélogas a las exonucleasas dependientes de
cadenas simples de ADN en humanos [Pulido-Sanchez et al., 2011; Makarova et
al., 2012; Szambowska et al., 2013], seria importante estudiar el papel que estas
proteinas homadlogas en el procesamiento del dafio genético inducido por RUV.
Adicionalmente se pudo comprobar que la radiacion UV-B es un agente
genotéxico muy potente a muy bajas dosis (0,001J/cm?) (Figura 2) [Gonzalez-
Pumariega et al., 2009]
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5. CONCLUSIONES

La exonucleasa RecJ es de gran importancia para la supervivencia celular, ya que
contribuye en la reparacion del dafio genético inducido por RUV-B. Por el
contrario, la exonucleasa Exol estd involucrada en la generacion de regiones de

cadena simple de ADN que inducen la respuesta SOS en Escherichia coli.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda desarrollar estudios sobre la radiosensibilidad y la induccion de la
respuesta SOS en estirpes de Escherichia coli con deficiencias genéticas para
otras actividades exonucleoliticas dependientes de cadena simple como: sbcCD,

xseA y exoX; incluyendo dobles mutantes con los genes aqui estudiados.
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7. COMPETENCIAS DESARROLLADAS POR EL PASANTE

e Se desarrollaron habilidades y destrezas en la realizacion de curvas de

radiosensibilidad y con el ensayo SOS Chromotest.
e Se adquirid experiencia experimental en el crecimiento bacteriano, manejo de
equipos, preparacion de los medios de cultivos y soluciones necesarios para el

desempefio de cada practica de laboratorio.

e Se asumio responsablemente el trabajo del laboratorio durante el cumplimiento
de los objetivos de la pasantia.
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ANEXOS

Anexo A. ANOVA de una via.

CEPAS DOSIS

gl F P
FI IN4OO 10 51,290 ok
FI1 IN900 10 99,869 ok
FI PQ30 10 76,451 ok

* p< 0,05, ** p < 0.01, *** p< 0,001; NS: No Significativo.

Anexo B. Test de Tukey para el factor de induccion de la cepa IN400.

DOSIS FIIN4OO 1 2 3
Media
C- -0,032594
0,001 J/cm? 1,3404755
0,003 J/cm? 1,734755  **xx
0,004 J/cm? 1,805257  *xx*
0,009 J/cm? 1,893934  *x*
0,011 J/cm? 1,966346  *xx*
0,015 J/cm? 1,979380  ***
0,013 J/cm? 1,983827  *xx*
0,007 J/cm? 1,990371  **xx
2
2

0,019 J/cm
0,017 J/icm

1,990513 ¥+
2,086555  ****
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Anexo C. Test de Tukey para el factor de induccion de la cepa IN90O.

DOSIS FI IN900 1 2 3 4 5
Mediana
C- -0,005733 xkk
0,001 J/em?® 0,754335 xkk
0,003 J/em?® 1,260378 rxkk
0,006 J/cm? 1,450466 Fhkk Kk
0,011 J/cm? 1,594548  *xkx sk
0,008 J/cm? 1,601761  *xxx ik
0,013 J/cm? 1,698588  *tk  skkk
0,016 J/cm? 1,756375  *x+*
0,021 Jicm? 1,775753  *x**
0,018 J/cm? 1,782967  *x**
0,023 Jicm? 1,842021  *x**

Anexo D. Test de Tukey para el factor de induccién de la cepa PQ30.

DOSIS FIPQ30 1 2 3 4 5 6 7
Mediana
C- -0,023781
0,001 Jicm? 0,793937 Fhkk
0,002 J/cm?* 1,109259 Kok okk
0,003 J/cm?® 1,223687 sk T
0,005 J/Cm2 1,443932 Kkkk  kkkk
0,004 J/em* 1,512598 Kk Ak
0,006 J/cm? 1,729991  **** ok
0,007 J/icm? 1,913853  *tk*  wkk
0,008 J/icm? 1,933766 **i* wkkx
0,010 J/cm?  2,005704  *kkk ek
0,012 J/cm? 2,172264 ek
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