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RESUMEN

TITULO: RADIOSENSIBILIDAD E INDUCCION DE LA RESPUESTA SOS POR TRATAMIENTO
CON RADIACION ULTRAVIOLETA B EN CELULAS DE Escherichia coli DEFICIENTES PARA LA
REPARACION DEL DANO GENETICO.

AUTOR: CESAR AUGUSTO PRADA MEDINA™

PALABRAS CLAVE: Escherichia coli, Regulacion Respuesta SOS, Radiacion Ultravioleta B (R-
UVB).

DESCRIPCION:

La exposicion a la radiacién ultravioleta tipo B (R-UVB) induce en Escherichia coli una respuesta
celular frente a estrés genotéxico conocida como la respuesta SOS. Las rutas que permiten la
induccion de esta respuesta a partir de los dafios genéticos producidos por la R-UVB no son
conocidas a cabalidad. En este trabajo se evalud la importancia de diferentes proteinas, que
participan en la reparacién del dafio genético y la tolerancia al estrés oxidativo, en la regulacién de
la respuesta SOS y la sobrevivencia celular frente a R-UVB en células de E. coli. Para ello, usamos
diferentes estirpes celulares que tienen inactivados los genes que codifican tales proteinas: IN237
(recO), IN250 (recN), IN40O0 (recJ), IN520 (exoX), IN602 (recB), IN650 (recD), IN700 (fpg), IN90O
(xonA), PQ37 (uvrA) y OG100 (oxyR); y la estirpe PQ30, que presenta todos los genes funcionales
y de la que derivan las otras estirpes. Todas la estirpes cuentan con la fusion genética sulA::lacZ
que permite cuantificar la induccién de la respuesta SOS. Los genes recO, reclJ, recB y uvrA
resultaron los mas importantes para la sobrevivencia de células tratadas con R-UVB. Los genes
recO y recN resultaron los mas importantes para la induccion de la respuesta SOS frente a R-UVB;
mientras que el gen recD tiene un papel secundario en este proceso. Los genes recB, xonA, exoX,
oxyR vy fpg no mostraron ser importantes para la induccion de la respuesta SOS en E. coli. Estos
resultados sugieren nuevos roles para los productos de los genes recJ y recN, ademds, de un
nuevo aspecto de la forma como la respuesta SOS es regulada frente a la R-UVB.

:*Proyecto de investigacion.
Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia. Director: Jorge Luis Fuentes-Lorenzo, Microbiélogo,
Ph.D. Codirector: Jorge Humberto Serment-Guerrero, Bidlogo, Ph.D
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ABSTRACT

TITLE: RADIOSENSITIVITY AND SOS RESPONSE INDUCTION BY ULTRAVIOLET B
RADIATION (UVB) IN Escherichia coli STRAINS DEFECTIVE IN DNA REPAIR MECHANISMS.

AUTHOR: CESAR AUGUSTO PRADA MEDINA”
KEY WORDS: Escherichia coli, SOS response regulation, Ultraviolet B Radiation (UVB).
DESCRIPTION:

Escherichia coli reacts to ultraviolet B radiation (UVB) producing a cellular response against
genotoxic stress, this is known as SOS response. Pathways that permit SOS induction from the
UVB-induced DNA damage are not known completely. In this paper, was evaluated the importance
of different proteins, that participate in DNA repair and provide oxidative stress tolerance, in the
SOS response regulation and cell survival, of UVB irradiated E. coli cells. We use mutant E. coli
strains with inactivation of the genes that encode the mentioned proteins: IN237 (recQO), IN250
(recN), IN400 (recJ), IN520 (exoX), IN602 (recB), IN650 (recD), IN700 (fpg), IN9OO (xonA), PQ37
(uvrA) and OG100 (oxyR); all mutant strains are derivative from strain PQ30, which has fully
functional genes. Furthermore, all strains have the genetic marker sulA::lacZ that allowed us to
quantify the SOS induction. The most important E. coli genes for survival against UVB were recO,
recJ, recB and uvrA. Products of recO and recN genes showed to be essential to SOS induction by
UVB irradiation, while recD gene has a secondary role in this process. recB, xonA, exoX, oxyR and
fpg genes were not important for SOS induction of E. coli by UVB irradiation. These results suggest
new roles for proteins encoded by recJ and recN genes, also, indicate a new aspect of SOS
response regulation by UVB.

:*Investigation.
Faculty of Sciences, Program of Biology. Director: Jorge Luis Fuentes-Lorenzo, Microbiologist,
Ph.D. Codirector: Jorge Humberto Serment-Guerrero, Biologist, Ph.D.
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INTRODUCCION

El estudio de los efectos biologicos de la radiacion ultravioleta (RUV) son cada dia
mas importantes debido a los efectos genotdxicos perjudiciales que tiene la
sobreexposicién a la radiacién solar sobre los organismos vivos (Kozmin et al.
2003; Svobodova et al. 2006; Gonzalez-Pumariega et al. 2009). La R-UVB se
considera el componente de la radiacidon solar de mayor relevancia bioldgica
(Perdiz et al. 2000). Esta 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 (Peak et al. 1984; Mitchell 1988).
Adicionalmente, la R-UVB puede producir especies reactivas del oxigeno,
causando dafios oxidativos en las bases nitrogenadas y roturas del esqueleto
azlcar fosfato'. A pesar de que la R-UVB es mayormente filtrada por la capa de
ozono Yy solo constituye ~5% de la RUV que alcanza la superficie terrestre, el
efecto carcinogénico de la radiacién solar es mayormente asociado con este
componente?. En este contexto, los estudios sobre los mecanismos que reparan el
dafio genético producido por la R-UVB constituyen la base para establecer una

estrategia de fotoproteccion efectiva.

Las bacterias constituyen modelos efectivos para el estudio de los efectos
biolégicos de la RUV debido a su simplicidad, sus pocos requerimientos
experiementales y porque sus mecanismos de reparacion del dafio genético
producido por este mutageno han sido conservados a lo largo de la evolucion de
los organismos vivos del planeta®. En el modelo bacteriano Escherichia coli, la

exposicion a RUV induce una respuesta celular de estrés genotoxico conocida

! Beehler et al. 1992; Zhang et al. 1997

? Perdiz et al. 2000; Matsumura y Ananthaswamy 2002; Zaidi et al. 2008; Tsatsou et al. 2012

® Morita R, Nakane S, Shimada A, et al. (2010) Molecular mechanisms of the whole DNA repair
system: a comparison of bacterial and eukaryotic systems. Journal of nucleic acids 2010:179594.
doi: 10.4061/2010/179594
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como respuesta SOS (Witkin 1976). Durante esta respuesta, se inducen un grupo
de aproximadamente 40 genes® regulados bajo el circuito de las proteinas
RecA/LexA®; entre cuyas funciones se encuentran: la reparacién del dafio
genético, la restauracion de la replicacion del genoma, el aumento de la

variabilidad genética y el control de la division celular®.

La proteina LexA es el regulador negativo (represor) de todos los genes SOS’.
Esta proteina se une en forma de dimeros a la secuencia operadora localizada
dentro de la region promotora de cada gen SOS; incluyendo los genes recA y
lexA®. De esta forma, el represor LexA impide la unién de la RNA polimerasa; y
por tanto, la transcripcion de los genes SOS. El analisis de las secuencias
operadora/promotora de los diferentes genes SOS revel6 que éstos comparten
una secuencia consenso de unos 20 pares de bases (5-TACTG(TA)sCAGTA-3"),
conocida como “caja SOS™. La afinidad del represor LexA por esta secuencia
varia de un gen a otro'®. La proteina RecA es el regulador positivo del circuito,
ésta muestra una alta afinidad por regiones de cadena simple en el ADN
(ADNsc)™. Se cree que las regiones de ADNsc constituyen la sefial inductora de la
respuesta SOS™. Las regiones de ADNsc son generadas como consecuencia de
la replicacion discontinua del ADN dafiado™ o por actividad exonucleasa de los
complejos RecBCD y RecFOR. Cuando la proteina RecA se une a estas
regiones de simple cadena, forma un nucleofilamento helicoidal de RecA

(complejo RecA-ADNsc) que promueve la auto-digestion intramolecular del

* Courcelle et al. 2001; Quillardet et al. 2003

® Higashitani et al. 1995

® Crowley y Courcelle 2002; Krishna et al. 2007; Janion 2008

’ Brent y Ptashne 1981

® Little JW, Mount DW (1982) The SOS regulatory system of Escherichia coli. Cell 29:11-22.
° Walker 1984

1% ewis et al. 1994

" salles y Defais 1984; Higashitani et al. 1992

'2 Devoret 2001

¥ Sassanfar y Roberts 1990; Yeeles et al. 2013

4 Chow y Courcelle, 2007; Schalow et al. 2011; Vlasi¢ et al. 2011
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represor LexA'; liberando asi la caja SOS del represor y permitiendo se inicie la
transcripcion de los genes SOS. Una vez son removidos los dafios en el ADN, los
niveles de regiones ADNsc se reducen y por ende los del complejo RecA-ADNSsc;
permitiendo asi que la proteina LexA de nueva sintesis se una a las secuencias

operadora/promotora de los diferentes genes SOS*®,'’

El dafio genético producido por la R-UVB en Escherichia coli es reparado
principalmente mediante el mecanismo de escision de nucleétidos llevado a cabo
por el complejo UvrABC/D; el cual elimina los CPD y los 6-4PP del ADN®,
Adicionalmente, diferentes estudios han mostrado que las nucleasas que
degradan ADNSsc, juegan diferentes roles en los mecanismos de recombinacion y
de reparacion del dafio genético inducido por la RUV'®. Por ejemplo, la
exonucleasa | (Exol) y la exonucleasa RecJ participan junto con el complejo
exonucleolitico RecBCD (ExoV) en la reparacion por recombinacion del dafio

producido por RUV en E. coli,***,%2 %

Recientes estudios han aportado nuevo conocimiento sobre el impacto que tienen
los CPD en los procesos de replicacién del genoma®. Se ha mostrado que los
CPD producidos por RUV durante la replicacion del ADN en la cadena rezagada

!> Weinstock et al. 1979; Little y Mount 1982; Little 1991

'8 ittle JW, Mount DW (1982) The SOS regulatory system of Escherichia coli. Cell 29:11-22.

" Butala M, Klose D, Hodnik V, et al. (2011) Interconversion between bound and free
conformations of LexA orchestrates the bacterial SOS response. Nucleic acids research 39:6546—
57. doi: 10.1093/nar/gkr265

'8 Sinha y Hader 2002; Kisker et al. 2013

19 Kushner et al. 1971; Lieberman y Witkin 1983; Phillips et al. 1988; Kowalczykowski et al. 1994;
Viswanathan y Lovett 1999

2% viswanathan M, Burdett V, Baitinger C, et al. (2001) Redundant exonuclease involvement in
Escherichia coli methyl-directed mismatch repair. The Journal of biological chemistry 276:31053-8.
doi: 10.1074/jbc.M105481200

! Thoms B, Borchers |, Wackernagel W (2008) Effects of single-strand DNases Exol, RecJ, ExoVII,
and SbcCD on homologous recombination of recBCD+ strains of Escherichia coli and roles of
SbcB15 and XonA2 Exol mutant enzymes. Journal of bacteriology 190:179-92. doi:
10.1128/JB.01052-07

?2 permi¢ 2006

%2 Thoms, Borchers, Wackernagel, Op. Cit

* Yeeles et al. 2013
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impiden la sintesis completa de los fragmentos de Okazaki generando ADNsc que
son reparados por la via de recombinacion RecFOR (Kuzminov 1999). Por el
contrario, si los CPD se forman en la cadena lider bloquean la actividad
polimerasa del replisoma en la cadena lider pero no en la rezagada; generando
ADNSsc en la cadena lider delante del CPD. La restauracion de la horquilla de
replicacion obstruida requiere del procesamiento por parte de las proteinas RecJ,

RecQ y el complejo exonucleoliotico RecFOR?,%°

Previos estudios?’,”® han mostrado que diferentes genes implicados en el
metabolismo del ADN pueden ser importantes para la reparacion del dafio
genético y para la induccién de la respuesta SOS en E. coli tratada con radiacién
gamma. En este trabajo, se evaluo la importancia relativa que tienen estos genes
para la sobrevivencia celular y la induccion de la respuesta SOS en E. coli tratadas
con R-UVB. Para ello usamos diferentes estirpes celulares de E. coli deficientes

para los mencionados genes.

% Courcelle J, Hanawalt PC (1999) RecQ and RecJ process blocked replication forks prior to the
resumption of replication in UV-irradiated Escherichia coli. Molecular & general genetics: MGG
262:543-51.

?® Courcelle J, Donaldson JR, Chow K-H, Courcelle CT (2003) DNA damage-induced replication
fork regression and processing in Escherichia coli. Science (New York, NY) 299:1064—7. doi:
10.1126/science.1081328

*" Brefia-Valle M, Serment-Guerrero J (1998) SOS induction by gamma-radiation in Escherichia coli
strains defective in repair and/or recombination mechanisms. Mutagenesis 13:637-41

?® Serment-Guerrero et al. 2008
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la importancia relativa de diferentes mecanismos de reparacion del dafio
genético sobre la sobrevivencia celular y la induccion de la respuesta SOS en

células de E. coli tratadas con R-UVB.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir la sobrevivencia celular frente a R-UVB en las estirpes de E. coli IN237
(recO), IN250 (recN), IN400 (recJd), IN520 (exoX), IN602 (recB), IN650 (recD),
IN700 (fpg), IN900 (xonA), OG100 (oxyR), PQ37 (uvrA) y PQ30 (silvestre).

Describir la induccién de la respuesta SOS (sulA::lacZ) en un rango de dosis sub-
letal de R-UVB en las estirpes de E. coli IN237 (recO), IN250 (recN), IN40O0 (recJ),
IN520 (exoX), IN602 (recB), IN650 (recD), IN700 (fpg), IN90O (xonA), OG100
(oxyR), PQ37 (uvrA) y PQ30 (silvestre).

17



2.1 ESTIRPES DE E. coli

Todas las estirpes de E. coli utilizadas poseen en su cromosoma una copia del
gen lacZ fusionado al gen SOS, sulA, por lo tanto, es posible cuantificar la
induccion SOS midiendo la actividad de la enzima B-galactosidasa codificada por
el gen lacZ. Ademas, todas las estirpes mutantes o deficientes para cada uno de
los genes que se estudiaron derivan de la estirpe PQ30, que tiene funcionales
todos los genes estudiados, por lo que fue considerada como la estirpe silvestre.

El genotipo y la fuente de las estirpes de E. coli utilizadas, se presenta en la Tabla

1.

2. METODOLOGIA

Tabla 1. Estirpes celulares de E. coli que se utilizaron en este trabajo.

Estirpes

Genotipo

Fuente

PQ30 (silvestre)

F-, thr, leu, his, pyrD, thi, trp::MuC+,
$r1300::Tn10, rpoB, sulA::MuD(Ap
lacZ)cts, lacAU169, galE, galY, phoC

(Quillardet y Hofnung 1985)

(Brefia-Valle y Serment-Guerrero

IN237 (recO) Igual a PQ30 pero recO::Tnb 1998)

(Brefia-Valle y Serment-Guerrero
IN250 (recN) Igual a PQ30 pero tyrA-:Tn10, recN 1998)

(Brefia-Valle y Serment-Guerrero
IN400 (recJ) Igual a PQ30, pero recJ284::Tn10 1998)
IN520 (exoX) Igual a PQ30 pero AexoX::kan (Serment-Guerrero et al. 2008)

(Brefia-Valle y Serment-Guerrero
IN6O2 (recB) Igual a PQ30 pero recB21, zga::Tn10 1998)
IN650 (recD) Igual a PQ30 pero recD1013 (Serment-Guerrero et al. 2008)
IN700 (fng) Igual a PQ30 pero fpg-1::kan (Serment-Guerrero et al. 2008)
IN90O (xonA) Igual a PQ30, pero AxonA300::cam (Serment-Guerrero et al. 2008)
0G100 (oxyR) Igual a PQ30 pero AoxyR, btuB, (Quillardet et al. 1989)

18



Estirpes Genotipo Fuente
sr1300::Tn10-

PQ37 (uvrA) Igual a PQ30 pero uvrA, rfa (Quillardet y Hofnung 1985)

2.2 CONDICIONES DE CULTIVO

Las diferentes estirpes de E. coli fueron cultivadas en medio liquido Luria Bertani
(AMRESCO, EE.UU.) e incubadas a 37°C con agitacion. EI medio fue
suplementado con los antibiéticos Ampicilina (50 ug/mL) y/o Tetraciclina (17
Mg/mL) segun cada estirpe. Para la obtencion de cultivos en fase exponencial, se
incubd una dilucion 1:10 de un cultivo en fase estacionaria (16 h, 37°C, 300 rpm)

hasta que alcanz6 una densidad 6ptica a 600nm de 0,4 (DOggonm = 0,4)°.

2.3 CONDICIONES DE IRRADIACION

Se irradiaron fracciones de cultivo en fase exponencial (DOgoonm = 0.4) dentro de
cajas Petri de vidrio. La capa de cultivo en las cajas Petri fue de ~1.1 mm para
todas las irradiaciones. Las células en las cajas Petri se irradiaron en una cabina
de irradiacion BS-02 (Opystel Dr Grobel, Alemania) equipada con cuatro lamparas
de R-UVB y con un controlador de irradiacion tipo UV-MAT (Opystel Dr Grobel,

Alemania).

2.4 SOBREVIVENCIA CELULAR FRENTE A R-UVB

Fracciones de cultivo en fase exponencial fueron irradiadas en Petri de 9 cm de
diametro. Diluciones en base diez (usando 0.7% NaCl) de cultivos irradiados y no
irradiados fueron sembradas en medio Luria Bertani conteniendo 15g/L de Agar
Bacteriologico (OXOID, Inglaterra) y suplementado con antibiéticos. Posterior a 24

% Quillardet y Hofnung 1985

19



h de incubacién a 37°C, se cuantific6 la cantidad de unidades formadoras de
colonias por mililitro de los cultivos irradiados y no irradiados. Se avaluaron 5 dosis
para cada estirpe en un rango que permitié observar fracciones de sobrevivencia
mayores y menores a 0.5. Se sembraron tres diluciones (10®, 10°y 10®) por dosis
por triplicado. Al menos tres experimentos independientes se llevaron a cabo con

cada estirpe.

La Dosis Letal Media (DLsg), 0 dosis de radiacion a la cual la poblacion celular se
reduce a la mitad, fue calculada para cada de una de las estirpes a partir de tres
experimentos independientes segun lo indicado por Bliss (1935). Las DLso de las
estirpes mutantes fueron comparadas con la de la estirpe silvestre usando la
prueba de Tukey implementada en el paquete stats del programa R (R-Core-Team
2013). El logaritmo de la fraccion media de sobrevivientes y su error estandar fue
graficado para todas las estirpes mediante el paquete ggplot2 del programa R (R-
Core-Team 2013).

2.5 INDUCCION SOS POR R-UVB

La induccion de la respuesta SOS fue cuantificada de acuerdo a la metodologia
propuesta por Quillardet y Hofnung (1985). Fracciones de cultivo en fase
exponencial diluido 1:10 en medio Luria Bertani fueron irradiadas en cajas Petri de
5 cm de didmetro. Las células irradiadas (200ul) fueron incubadas a 37°C durante
2 h antes de cuantificar la actividad enzimatica de las proteinas B-galactosidasa y

Fosfatasa Alcalina. El factor de induccion SOS (FI) fue calculado como sigue:

Bgal + UVB
FA+ UVB

Bgal
FA

FI =

20



Donde Bgal+UVB: actividad de la proteina p-galactosidasa en cultivos irradiados,
FA+UVB: actividad de la proteina Fosfatasa Alcalina en cultivos irradiados, Bgal:
actividad de la proteina B-galactosidasa en cultivos no irradiados y FA: actividad
de la proteina Fosfatasa Alcalina en cultivos no irradiados. Por experimento, se
evaluaron 10 dosis diferentes de R-UVB con 4 réplicas. Se realizaron al menos
tres experimentos independientes para cada estirpe. Se consideré como criterio de
genotoxicidad de los tratamientos (dosis) lo siguiente: no genotéxico FI < 0.5,
inconcluso 0.5 > FI < 2.0 y, genotoxico FI >2.0 y una clara relacion dosis

respuesta®.

El valor medio del FI por dosis fue comparado con el control negativo (cultivo no
irradiado) para cada estirpe, y entre las estirpes mutantes y la silvestre; usando la
prueba de Tukey implementada en el paquete stats del programa R (R-Core-Team
2013). El factor de induccion SOS en relacion a la dosis de R-UVB fue graficado
para cada estirpe indicando el error estandar del valor medio de FI usando el

paquete ggplot2 del programa R (R-Core-Team 2013).

% Kevekordes et al. 1999
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3. RESULTADOS

En general, todas las estirpes estudiadas fueron en algin grado mas
radiosensibles que la estirpe silvestre (Gréfica 1, Tabla 2). Conforme a los valores
de DLso, la radiosensibilidad frente R-UVB de las estirpes fue como sigue: IN237
(recO) > PQ37 (uvrA) > IN602 (recB) > IN400 (recJ) > IN900 (xonA) = IN700 (fpg)
> IN650 (recD) > OG100 (oxyR) > IN520 (exoX) > IN250 (recN) > PQ30 (silvestre).
Sin embargo, solo las estirpes mutantes IN237, IN400, IN602 y PQ37 mostraron
valores de DLsg significativamente inferiores al de la estirpe silvestre; indicando la
importancia de los productos de los genes recO, recd, recB y uvrA para la

reparacion de los dafios genéticos producidos por la R-UVB.

Tabla 2. Dosis letal media de R-UVB (DL50) de las estirpes de E. coli IN237
(recO), IN250 (recN), IN40O (recJ), IN520 (exoX), IN602 (recB), IN650 (recD),
IN700 (fpg), IN900 (xonA), OG100 (oxyR), PQ37 (uvrA) y PQ30 (silvestre).

Estirpe DLso R-UVB (J/cm?) * error estandar
PQ30 (silvestre) 0.062 £ 0.015
IN237 (recO) 0.003 £ 0.001™
IN250 (recN) 0.056 £ 0.009
IN400 (recdJ) 0.016 + 0.004'
IN520 (exoX) 0.044 £ 0.002
IN602 (recB) 0.014 £ 0.004'
IN650 (recD) 0.040 % 0.006
IN700 (fng) 0.033 £ 0.006
IN90O (xonA) 0.033+£0.014
0G100 (oxyR) 0.041 £ 0.008
PQ37 (uvrA) 0.005 + 0.001"

Diferencias en el valor de DL, respecto a la estirpe silvestre
(PQ30) usando una prueba Tukey (‘*’ p<0.1,“ " p<0.05 “"p<
0.01). Los datos para las estirpes IN400 y IN90O fueron usados
con permiso de Aristizabal-Tesmer (2014).
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Las estirpes celulares duplicaron los niveles basales de induccién SOS a partir de
la dosis 0.003 J/cm?, con la excepcion de las estirpes IN237 e IN250 (Anexo 1). La
estirpe IN250 duplicé los niveles basales de induccion SOS solo a partir de la
dosis 0.010 J/cm? mientras que la estirpe IN237 no alcanzé a duplicar el nivel
basal para ninguna de las dosis ensayadas (Anexo 1). Estos resultados indican
que en estas dos estirpes basicamente no se induce la respuesta SOS frente al
tratamiento con R-UVB. Resulta interesante, que la estirpe IN250 induce
significativamente la respuesta SOS cuando es tratada con el mutageno
Mitomicina C (MMC) (Anexo 2).

Gréfica 1. Sobrevivencia celular de las estirpes de E. coli IN237 (recO), IN250
(recN), IN40O (recJ), IN520 (exoX), IN602 (recB), IN650 (recD), IN700 (fpg),
IN900 (xonA), OG100 (oxyR), PQ37 (uvrA) y PQ30 (silvestre) irradiadas con R-
UVB. Los datos para las estirpes IN400 e IN90O fueron usados con permiso
de Aristizabal-Tesmer (2014).
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Los niveles de induccién de la respuesta SOS en las estirpes mutantes podian
presentar tres posibles escenarios, i) los niveles de induccién en las estirpes
mutantes fuesen superiores a los de la estirpe silvestre, ii) los niveles de induccién
en las estirpes mutantes fueran inferiores a los de la estirpe silvestre vy, iii) los
niveles de induccion en las estirpes mutantes fuesen similares a los de la estirpe

silvestre.

Los resultados obtenidos muestran los tres escenarios (Grafica 2, Tabla 3). Las
estirpes IN400 y PQ37 presentaron niveles de induccion SOS significativamente
superiores a la estirpe silvestre en el rango de dosis menor a 0.006 J/cm?;
indicando que en el contexto de la respuesta SOS las proteinas RecJ y UvrA son
esenciales para la reparacion del dafio genético inducido por R-UVB. Por el
contrario, las estirpes IN237, IN250, y en menor medida la IN650, presentaron
niveles de induccion de la respuesta SOS significativamente inferiores a los de la
estirpe silvestre para todas las dosis evaluadas. Estos resultados sugieren que, en
especial, los productos génicos RecO y RecN deben jugar un papel importante
para la induccién de la respuesta SOS en E. coli. Por ultimo, las estirpes IN520,
IN602, IN700, IN90O y OG100 presentaron niveles de induccion SOS muy
similares a los de la estirpe silvestre. Estos resultados nos indican que, en el
contexto de la respuesta SOS, estos genes no son particularmente importantes
para la reparacion del dafio genético y la induccion SOS por tratamiento con R-
UVB.
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Gréafica 2. Factor de induccién SOS por tratamiento con R-UVB de las
estirpes de E. coli IN237 (recO), IN250 (recN), IN40O (recJ), IN520 (exoX),
IN602 (recB), IN650 (recD), IN700 (fpg), IN90O (xonA), OG100 (oxyR), PQ37
(uvrA) y PQ30 (silvestre). Los datos para las estirpes IN400 e IN90O fueron

usados con permiso de Aristizabal-Tesmer (2014).
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Tabla 3. Factor de induccién SOS para las diferentes dosis de R-UVB evaluadas a las estirpes de E. coli
IN237 (recO), IN250 (recN), IN400 (recJ)T, IN520 (exoX), IN602 (recB), IN650 (recD), IN700 (fpg), IN900 (xonA)T,
0OG100 (oxyR), PQ37 (uvrA) y PQ30 (silvestre).

Factor de induccion SOS % error estandar

Dosis PQ30 IN237 IN250 IN400f IN520 IN602 IN650 IN700 IN90Ot 0G100 PQ37
R-UVB (J/cm?) (silvestre) (recO) (recN) (recd) (exoX) (recB) (recD) (fog) (xonA) (oxyR) (uvrA)
1.00 £ 1.00 £ 1.00 + 1.00 + 1.00 £ 1.00 £ 1.00 £ 1.00 + 1.00 £
0.000 1.00 £ 0.07 1.00 £ 0.03
0.05 0.02 0.07 0.03 0.10 0.03 0.06 0.03 0.02
125+ 118 391+ 200+ 144 1.33% 181+ 1.66 £ 871+
0.001 225+0.12 2.16 £0.11
0.06™ 0.04™ 0.26™ 0.07 0.15™ 0.02" 0.11 0.12" 0.19™
125+ 118 323+ 252+ 191+ 271+ 274 8.40 £
0.002 3.21£0.32 - .
0.05™ 0.04™ 0.09 0.22 0.05™ 0.16 0.17 0.32
129 1.56 + 5.87 476 + 319+ 289+ 339+ 284+ 8.67
0.003 3.46+0.18 3.57+0.16
0.05™ 0.03™ 0.50™ 0.16” 0.35 0.13 0.09 0.20 047"
157+ 1.68 £ 412 421+ 297 4,00+ 382+ 925+
0.004 474 +0.41 - .
0.12 0.10™ 0.10 0.29 0.06™ 0.14 0.22 0.39™
1.31% 1.73% 6.35+ 532+ 411+ 318+ 445+ 447 £ 9.01%
0.005 4.35+0.30 -
0.09™ 0.04™ 0.57" 0.16 0.40 0.14 0.10 0.27 0.43™
126 £ 1.80 £ 6.10 £ 5.84 + 347+ 4,95+ 438 £ 463+ 775+
0.006 5.94 +0.49 -
0.05™ 0.05™ 0.14 0.75 0.12 0.18 0.32 0.32 0.33"
1.60 £ 179+ 7.59 £ 6.87 £ 6.68 + 399+ 5.76 + 5.55 + 795+
0.007 6.87 £0.34 -
0.10™ 0.06™ 0.60 0.18 0.95 0.09™ 0.16 0.31 0.34
121+ 1.85% 787+ 703+ 421+ 590 503+ 510+ 799+
0.008 7.08+0.48 -
0.06™ 0.06™ 0.31 0.94 0.18™ 0.42 0.26* 0.31* 0.30
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Factor de induccion SOS % error estandar

Dosis PQ30 IN237 IN250 IN400t IN520 IN602 IN650 IN700 IN90O* 0G100 PQ37
R-UVB (J/cm?) (silvestre) (recO) (recN) (recd) (exoX) (recB) (recD) (fog) (xonA) (oxyR) (uvrA)
139+ 7.00 + 879+ 8.74 +
0.009 - -
0.08 0.71 1.46 0.71
141+ 223+ 9.17 £ 841+ 512+ 6.63 6.13+ 9.76 +
0.010 7.60+0.48
0.11™ 0.13™ 0.17 1.10 0.23™ 0.17 0.39 0.28"
7.60 +
0.011 - 5.04 £ 0.34 -
0.81
250 £ 9.75 £ 5.96 + 6.82+ 6.55+
0.012 8.95 + 0.56
0.15™ 0.37 0.12 0.18 0.43™

Diferencias en el factor de induccion para cada dosis respecto a la estirpe silvestre (PQ30) usando una prueba Tukey (" p<0.1, - p <
0.05, ’ p <0.01).
' Los datos para estas estirpes fueron usados con permiso de Aristizabal-Tesmer (2014).
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4. DISCUSION

En el presente estudio, mostramos que los productos de los genes recO, recB,
uvrA y recJ son importantes para la sobrevivencia celular de E. coli frente a la
exposicion a R-UVB. Los resultados, corroboran la importancia de los mecanismos
de recombinaciéon via RecFOR y RecBCD, del sistema de reparacion por escision
de nucleotidos UvrABC/D vy de la exonucleasa RecJ en la reparacion del dafio

31 32 33 34 35 36
V ) ) ) )

genético producido por la RU

En el contexto de la respuesta SOS, solo los genes uvrA y recJ mostraron ser
importantes en la reparacién del dafio genético producido por la R-UVB. Como
indicamos, el producto del gen uvrA hace parte del sistema de Reparacion por
Escisibn de Nucledtido, quien se encarga de la reparacion de alteraciones
estructurales del ADN como los CPD causados por la R-UVB (Kisker et al. 2013).
Dimeros de la proteina UvrA son los encargados del reconocimiento del dafio y la

aglutinacion de las proteinas UvrB y UvrC que retiran la seccidbn monocatenaria

%! Kolodner R, Fishel RA, Howard M (1985) Genetic recombination of bacterial plasmid DNA: effect
of RecF pathway mutations on plasmid recombination in Escherichia coli. J Bacteriol 163:1060—
1066

% Kuzminov A (1999) Recombinational repair of DNA damage in Escherichia coli and
bacteriophage lambda. Microbiology and molecular biology reviews : MMBR 63:751-813, table of
contents.

LEHMAN IR, NUSSBAUM AL (1964) THE DEOXYRIBONUCLEASES OF ESCHERICHIA COLI. V.
ON THE SPECIFICITY OF EXONUCLEASE | (PHOSPHODIESTERASE). The Journal of biological
chemistry 239:2628-36.

%% Courcelle et al. 2006

% Dillingham MS, Kowalczykowski SC (2008) RecBCD enzyme and the repair of double-stranded
DNA breaks. Microbiology and molecular biology reviews : MMBR 72:642—71, Table of Contents.
doi: 10.1128/MMBR.00020-08

** Thoms B, Borchers |, Wackernagel W (2008) Effects of single-strand DNases Exol, RecJ, ExoVII,
and SbcCD on homologous recombination of recBCD+ strains of Escherichia coli and roles of
SbcB15 and XonA2 Exol mutant enzymes. Journal of bacteriology 190:179-92. doi:
10.1128/JB.01052-07

% Kisker C, Kuper J, Van Houten B (2013) Prokaryotic nucleotide excision repair. Cold Spring
Harbor perspectives in biology 5:a012591. doi: 10.1101/cshperspect.a012591
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del ADN que presentaba la alteracion®’,*®. Lo anterior sugiere que la persistencia
de los CPD causados por la R-UVB y removidos por el complejo UvrABC, es la
responsable de los altos niveles de induccion SOS de la estirpe PQ37. Por otra
parte, no existen reportes previos sobre la participacion del producto del gen recJ
(Exonucleasa RecJ) en la reparacion del dafio genético en el contexto de la
respuesta SOS. La Exonucleasa RecJ degrada ADN de simple cadena 5 — 3’
RecJ (Lovett y Kolodner 1989). Inicialmente se indicO su importancia en la
recombinacion y la reparacion de los dafos producidos por RUV en estirpes de E.
coli recBC’, sbcB™ (Horii y Clark 1973). Adicionalmente, la Exonucleasa RecJ ha
sido relacionada con el procesamiento de la horquilla de replicacion detenida por
los dafios genéticos producidos por la R-UVC (Courcelle y Hanawalt 1999;
Courcelle et al. 2003). Segun estos autores, la Exonucleasa RecJ y la Helicasa
RecQ degradan la cadena rezagada naciente de ADN. Asi, la Exonucleasa RecJ
es esencial en el procesamiento de la horquilla de replicacién obstruida para que
el dafio pueda ser reparado y la replicacion restaurada. Esto explica por qué la
estirpe IN400 (recJd) presenta niveles de induccion SOS superior a la estirpe
silvestre. Una obstruccion de la horquilla de replicacion debe mantener la
respuesta SOS inducida hasta tanto ésta sea desbloqueada con la reparacion del
dafio genético que permita la restauracion de la replicacion. Considerando que la
proteina RecJ tiene un gen homélogo en humanos (Sanchez-Pulido y Ponting
2011), seria interesante estudiar el papel de esta proteina homodloga en la

reparacion del dafio genético producido por RUV.

El estudio de la induccion de la respuesta SOS en las estirpes mutantes indico,
que dos estirpes, IN237 (recO) y IN250 (recN) no inducen tal respuesta cuando las
células son tratadas con R-UVB. EIl gen recO fue reconocido inicialmente por su

importancia en la via de recombinacion RecF (Kolodner et al. 1985) y por su alta

37 Jaciuk M, Nowak E, Skowronek K, et al. (2011) Structure of UvrA nucleotide excision repair
protein in complex with modified DNA. Nature structural & molecular biology 18:191-7. doi:
10.1038/nsmb.1973

% Kisker, Kuper, Van Houten. Op. Cit
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sensibilidad frente a la R-UVC®,%. Este gen codifica un polipéptido de 26.000 Mr**
que, acoplado a los productos de los genes recF y recR, cataliza la union de la
proteina RecA a ADNsc desplazando a las proteina SSB; y ademas, la union del
complejo ADNsc-RecA a una secuencia de ADN bicatenaria complementaria®.
Dado que el complejo ADNsc-RecA cataliza la autodigestion del represor LexA, la
ausencia del gen recO limita la induccion de la respuesta SOS frente a diferentes
agentes genotoxicos®®,* *° % (Anexo 2). Asimismo, el complejo ADNsc-RecA es el
primer intermediario de los procesos de recombinacion homologa, y éstos son los
que permiten la reparacion de las discontinuidades del ADN producidas por la
replicacién del ADN dafiado con R-UVB*',*®, Previo a este trabajo no se habia
evaluado la importancia del gen recN en la induccion de la respuesta SOS en E.
coli por tratamiento con RUV. Nuestros resultados sugieren que la proteina RecN
es muy importante para la induccion de la repuesta SOS frente a la R-UVB.
Trabajos previos han mostrado, que estirpes defectivas para recN no incrementan
su sensibilidad frente a la R-RUV, pero si cuando son tratadas con Mitomicina C y

radiacion gamma; mugatenos que principalmente producen roturas de doble

% Kolodner R, Fishel RA, Howard M (1985) Genetic recombination of bacterial plasmid DNA: effect
of RecF pathway mutations on plasmid recombination in Escherichia coli. J Bacteriol 163:1060—
1066.

“ Lloyd RG, Porton MC, Buckman C (1988) Effect of recF , recd , recN , recO and ruv mutations on
ultraviolet survival and genetic recombination in a r e ¢ D strain of Escherichia coil K12. 09:317—
324.

“! Morrison PT, Lovett ST, Gilson LE, Kolodner R (1989) Molecular analysis of the Escherichia coli
recO gene. Journal of bacteriology 171:3641-9.

*> Umezu et al 1993

43 Hegde S, Sandler SJ, Clark AJ, Madiraju M V (1995) recO and recR mutations delay induction of
the SOS response in Escherichia coli. Molecular & general genetics : MGG 246:254-8.

** Whitby MC, Lloyd RG (1995) Altered SOS induction associated with mutations in recF, recO and
recR. Molecular & general genetics : MGG 246:174-9.

* Keller et al. 2001

“® Serment-Guerrero J, Brefia-Valle M, Espinosa-Aguirre JJ (2008) In vivo role of Escherichia coli
single-strand exonucleases in SOS induction by gamma radiation. Mutagenesis 23:317-23. doi:
10.1093/mutage/gen017

47 Rupp WD, Howard-flanders P (1968) Discontinuities in the DNA synthesized in an Excision-
defective strain of Escherichia coli following ultraviolet irradiation. Journal of Molecular Biology
31:291-304. doi: 10.1016/0022-2836(68)90445-2

8 Kuzminov. Op. Cit
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cadena en el ADN*°. Adicionalmente, el producto del gen recN ha sido
identificado como una proteina aglutinadora que hace parte de las principales
rutas de reparacion de roturas de doble cadena de ADN junto con el complejo
RecBCD™,*%. Estirpes deficientes para recN tratadas con radiacion gamma,
presentan niveles de induccién SOS superiores a la estirpe silvestre®, indicando
su participacion en la reparacion de las roturas de doble cadena en el ADN. El
presente hallazgo indica la necesidad del producto del gen recN para la induccion
de la respuesta SOS en células tratadas con R-UVB y brinda nuevo conocimiento
sobre como la repuesta SOS es regulada frente al tratamiento con R-UVB.
Curiosamente, aunque la ausencia del gen recN no afecta significativamente la
sobrevivencia celular pero si limitoé significativamente la induccién SOS frente a R-
UVB. (Grafica 2, Tabla 3). El hecho de que la deficiencia para el gen recN bloquea
la induccion de la respuesta SOS, pero no afecte la sobrevivencia celular en
células irradiadas con R-UVB sugiere que RecN, ademas de su funcion en los
mecanismos de reparacion de roturas de doble cadena, cumple una funcién
moduladora durante la induccién de la respuesta SOS. En este contexto, resulta
interesante que justo recN es el unico gen SOS que presenta tres operadores para
el represor LexA>*, mostrando niveles basales de induccion SOS muy bajos y
siendo unos de los ultimos genes SOS en inducirse durante la respuesta SOS.
Asi, su funcién en células irradiadas con R-UVB debe estar limitada a fases

tardias de la respuesta SOS conocidas por estar asociadas con funciones como

49 Pieksley SM, Attfield P V, Lloyd RG (1984) Repair of DNA double-strand breaks in Escherichia
coil K12 requires a functional recN product. Molecular & general genetics : MGG 195:267-274.

%0 Sargentini NJ, Smith KC (1986) Quantitation of the involvement of the recA, recB, recC, recF,
recJ, recN, lexA, radA, radB, uvrD, and umuC genes in the repair of X-ray-induced DNA double-
strand breaks in Escherichia coli. Radiation research 107:58-72.

! Meddows TR, Savory AP, Grove JI, et al. (2005) RecN protein and transcription factor DksA
combine to promote faithful recombinational repair of DNA double-strand breaks. Molecular
microbiology 57:97-110. doi: 10.1111/j.1365-2958.2005.04677 .x

5 Keyamura K, Sakaguchi C, Kubota Y, et al. (2013) RecA protein recruits structural maintenance
of chromosomes (SMC)-like RecN protein to DNA double-strand breaks. The Journal of biological
chemistry 288:29229-37. doi: 10.1074/jbc.M113.485474

*% Brefia-Valle M, Serment-Guerrero J (1998) SOS induction by gamma-radiation in Escherichia coli
strains defective in repair and/or recombination mechanisms. Mutagenesis 13:637-41.

> Finch PW, Chambers P, Emmerson PT (1985) Identification of the Escherichia coli recN gene
product as a major SOS protein. Journal of bacteriology 164:653-8.
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inhibicién de la division celular y mutagénesis SOS; pero no con la reparacion del
dafio genético®,>°,>". Si RecN regula 0 no procesos como la divisién celular y la
mutagénesis SOS debe ser demostrado en futuros estudios. Sin embargo, el
presente trabajo apoya la hipotesis que, ademas de la reparacion del dafio
genético, la induccion de variabilidad bajo estrés genotoxico es una importante
funcién durante la respuesta SOS®®. La proteina RecN hace parte de una familia
de proteinas implicadas en el mantenimiento estructural del cromosoma.
Representantes de esta familia se pueden encontrar en los tres dominios del arbol
de la vida, y también en los seres humanos, donde se ha mostrado que son
importantes para la reparacion de roturas de doble cadena del ADN*. Seria muy
interesante evaluar el rol de estas proteinas humanas frente al dafio causado por
la RUV.

El producto del gen recD mostré ser importante para la induccion de la respuesta
SOS frente a R-UVB pero en menor medida que los productos génicos RecO y
RecN. Por el contrario, los productos de los genes recB, oxyR, xonA, exoX y fpg
no fueron importantes para la induccion de la respuesta SOS por irradiacion con
R-UVB. Los productos de los genes recB y recD junto con el producto del gen

recC conforman el complejo exonucleolitico RecBCD®.

Este fue inicialmente reconocido por su actividad exonucleolitica y posteriormente
por su importancia para la recombinacion, la reparacién de roturas de doble

cadena y la estabilizacién de la horquilla de replicacion®,®?. La supresion de los

* Crowley y Courcelle 2002

*® Krishna et al. 2007

°" Janion 2008

°® Hersh et al. 2004

%9 Pellegrino et al. 2012

00 Dillingham, Kowalczykowski. Op. Cit.

Kuzminov A (1999) Recombinational repair of DNA damage in Escherichia coli and
bacteriophage lambda. Microbiology and molecular biology reviews : MMBR 63:751-813, table of
contents.

LEHMAN IR, NUSSBAUM. Op. Cit.
®2 Dillingham, Kowalczykowski. Op. Cit.
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genes recB y recC inhiben la actividad del complejo RecBCD. Adicionalmente, la
ausencia de los genes recB y recC aumentan los niveles de fragmentacion
cromosOmica en células de E. coli irradiadas con UVC. Por el contrario, la
inactivacion del gen recD solo reduce a la mitad la actividad del complejo
exonucleolitico y no incrementa la fragmentacién cromosoémica en células tratadas
con RUV®. Resulta interesante, que nuestros resultados indican que la
inactivacion del gen recB aumenta significativamente la radiosensibilidad frente a
R-UVB, lo que no ocurre con la estirpe deficiente para el gen recD. De igual
manera, recD es parcialmente requerida para la induccion de la respuesta SOS,
mientras el gen recB no lo es. Esto sugiere que las funciones de estos genes en el
contexto de la respuesta SOS son independientes. Adicionalmente, esto pone de
manifiesto la importancia del complejo RecBCD en el procesamiento de las roturas
de doble cadena consecuencia del tratamiento con R-UVB, aunque este
procesamiento no aporta a la induccién de la respuesta SOS, como si lo hace
frente a las roturas de doble cadena inducidas por radiacién ionizante®. La
ausencia del gen recD no tuvo un efecto significativo en la sobrevivencia celular
frente a R-UVB, pero si en alguna medida importante para la inducciéon SOS. Esto
sugiere que el producto del gen recD ademas de participar del complejo RecBCD,
que no aporta a la induccion SOS frente a R-UVB, participa en otra u otras rutas
que si lo hacen. El producto del gen recD presenta actividad helicasa®, por lo que

su ausencia podria limitar la disponibilidad de ADNsc posterior a la irradiacién.

* Ibid

® Tavera L, Brefia M, Pérez M, et al. (2003) Response to alpha and gamma radiations of
Escherichia coli strains defective in repair or protective mechanisms. Radiation Measurements
36:591-595. doi: 10.1016/S1350-4487(03)00207-5

6 Taylor AF, Smith GR (2003) RecBCD enzyme is a DNA helicase with fast and slow motors of
opposite polarity. Nature 423:889-93. doi: 10.1038/nature01674
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El producto del gen oxyR es un activador transcripcional de un grupo de genes
involucrados en la tolerancia al estrés oxidativo®, la inactivacién de este gen
disminuye la sobrevivencia de E. coli frente a H,0,%" . Se ha sugerido que parte de
los efectos deletéreos de la R-UVB son consecuencia de su capacidad para
catalizar la formacién de especies reactivas del oxigeno®,%. La estirpe 0G100 fue
tan radiosensible como la estirpe silvestre, sugiriendo que el dafio oxidativo
causado por la R-UVB no tiene un efecto significativo sobre la sobrevivencia
celular en E. coli para nuestras condiciones. Por su parte, la Exonucleasa | (Exol)
codificada por el gen xonA es una exonucleasa 3 — 5 con preferencia por
ADNsc’®. Aunque Exol mostré ser importante para la induccién de la respuesta
SOS frente a radiacion gamma (Serment-Guerrero et al. 2008), no mostré serlo
frente a R-UVB. El producto del gen exoX es la exonucleasa 3' — 5 ExoX'’. E.
coli cuenta con varias exonucleasas 3 — 5’, por lo que sus funciones son
redundantes’®,”®;. Al igual que el producto del gen xonA, la actividad
exonucleolitica 3’ — 5’ del producto del gen exoX no mostro ser importante para la
induccion SOS, por lo tanto, la funciéon exonucleolitica 3 — 5’ no es necesaria
para la induccion de la respuesta SOS por tratamiento con R-UVB. El producto del

gen fpg, la Formamido Pirimidina Glisosilasa participa en la reparacion por

% Dubbs JM, Mongkolsuk S (2012) Peroxide-sensing transcriptional regulators in bacteria. Journal
of bacteriology 194:5495-503. doi: 10.1128/JB.00304-12

®" Goerlich O, Quillardet P, Hofnung M (1989) Induction of the SOS response by hydrogen peroxide
in various Escherichia coli mutants with altered protection against oxidative DNA damage. Journal
of bacteriology 171:6141-7.

68 Zhang X, Rosenstein BS, Wang Y, et al. (1997) Identification of Possible Reactive Oxygen
Species Involved in Ultraviolet Radiation-Induced Oxidative DNA Damage. Free Radical Biology
and Medicine 23:980-985. doi: 10.1016/S0891-5849(97)00126-3

% Santos AL, Gomes NCM, Henriques |, et al. (2012) Contribution of reactive oxygen species to
UV-B-induced damage in bacteria. Journal of photochemistry and photobiology B, Biology 117:40—
6. doi: 10.1016/j.jphotobiol.2012.08.016

" LEHMAN IR, NUSSBAUM. Op. cit

" Wang T, Sun H-L, Cheng F, et al. (2013) Recognition and processing of double-stranded DNA by
ExoX, a distributive 3’-5' exonuclease. Nucleic acids research 41:7556—-65. doi: 10.1093/nar/gkt495
2 Viswanathan M, Burdett V, Baitinger C, et al. (2001) Redundant exonuclease involvement in
Escherichia coli methyl-directed mismatch repair. The Journal of biological chemistry 276:31053-8.
doi: 10.1074/jbc.M105481200

® Permi¢ 2006
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escision de las bases nitrogenadas oxidadas del ADN’*. La no sensibilidad frente a
la R-UVB de la estirpe fpg deficiente esta en correspondencia con lo encontrado
por Boiteux y Huisman (1989) y sugiere gque la oxidacion de bases nitrogenadas
no aporta significativamente en la letalidad de la R-UVB. Ademas, la actividad
glicosilasa parece no tener importancia en la induccion de la respuesta SOS frente
a la R-UVB, por lo que la persistencia de bases nitrogenadas oxidadas no
constituye una sefial para la induccion SOS, en correspondencia con esta idea,
estirpes fpg deficientes mostraron niveles de sobrevivencia e induccion SOS

similares a la estirpe silvestre frente a radiacién gamma.”™.

Finalmente, la regulacion de la respuesta SOS por tratamiento con R-UVB y la
participacion de los genes estudiados que mostraron ser parte de esta regulacion
se muestran en la Gréfica 3. Los efectos letales y la induccién SOS debidos a la
irradiacion con R-UVB pueden ser explicados principalmente por su capacidad
para formar CPD en el ADN. La rutas en las que participan los productos génicos
UvrA y RecJ participan de la remocién de los dafios que inducen la respuesta
SOS, los productos de los genes recO y recD particpan en las rutas que permiten
la formacion del complejo inductor de la respuesta SOS (RecA-ADNSsc), siendo la
ruta en la que participa RecO la méas importante, asimismo, el producto del gen
SOS recN es esencial para la induccién de la respuesta SOS por R-UVB, por lo
gue sugiere un nuevo aspecto de la regulacion de la induccién de esta respuesta

en E. coli.

* Schalow BJ, Courcelle CT, Courcelle J (2011) Escherichia coli Fpg glycosylase is nonrendundant
and required for the rapid global repair of oxidized purine and pyrimidine damage in vivo. Journal of
molecular biology 410:183-93. doi: 10.1016/j.jmb.2011.05.004

’® Serment-Guerrero, Brefia-Valle, Espinosa-Aguirre. Op. Cit.
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Gréafica 3. Regulacion de la induccién de la respuesta SOS por tratamiento
con R-UVB vy el rol de cada uno de los genes estudiados que participan de

esta regulacion.
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5. CONCLUSIONES

Las rutas en las que participan los productos de los genes recO, recJ, recB y
uvrA mostraron ser las mas importantes en la sobrevivencia de E. coli frente a

la irradiacion con R-UVB.

En el contexto de la respuesta SOS de E. coli, los productos de los genes uvrA
y recJ mostraron ser los mas importantes para la reparacién del dafio genético

producido por la R-UVB.

Las rutas en las que participan los productos de los genes recO y recN son las
mas importantes para la induccién de la respuesta SOS en E. coli por
tratamiento con R-UVB; mientras que el producto del gen recD tiene un papel

secundario en este proceso.
Los productos de los genes recB, oxyR, xonA, exoX y fpg no mostraron ser
importantes para la induccion de la respuesta SOS en E. coli por tratamiento

con R-UVB.

Finalmente el rol de los genes estudiados en la regulacion de la respuesta SOS

frente al tratamiento con R-UVB se muestra en la Gréafica 3.
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ANEXO A. Factor de induccion SOS para las diferentes dosis de R-UVB evaluadas a las estirpes de E. coli
IN237 (recO), IN250 (recN), IN400 (recJ)*, IN520 (exoX), IN60O2 (recB), IN650 (recD), IN700 (fpg), IN9OO (xonA)T,
0OG100 (oxyR), PQ37 (uvrA) y PQ30 (silvestre).

Factor de induccion % error estandar

Dosis UVB PQ30 IN237 IN250 IN400t IN520 IN602 IN650 IN700 IN900t 0G100 PQ37
(Jlem2) (silvestre) (recO) (recN) (recd) (exoX) (recB) (recD) (fog) (xonA) (oxyR) (uvrA)

0,000 004007 1.00 + 1.00 + 1.00 + 1.00 + 1.00 + 1.00 + 1.00 + 1004003 1.00 + 1.00 +
0.05 0.02 0.07 0.03 0.10 0.03 0.06 0.03 0.02

0.001 295 4 012 125+ 118 391+ 2.00 £ 144 + 1.33% 181+ 216 + 011 1.66 + 871+
0.06 0.04 0.26" 0.07" 0.15 0.02 011" 0.12 0.19™

321+ 125+ 118 323+ 252+ 191+ 271+ 274+ 8.40

0002 0.32™ 0.05 0.04™ 0.09™ 0.22 0.05™ 0.16™ 017" 0.32™

346 + 129+ 1.56 + 5.87 + 476 319+ 289+ 339+ 357+ 284+ 8.67 +

0.003 0.18™ 0.05 0.03™ 0.50™ 0.16™ 0.35 0.13™ 0.09™ 0.16™ 0.20™ 047

0.004 474 + 1.57+ 1.68 + 412+ 421+ 297+ 4,00 + 382+ 925+
0.41™ 0.12 0.10™ 0.10™ 0.29 0.06™ 0.14™ 0.22 0.39™

0.005 435+ 1.31% 1.73 ¢ 6.35+ 532+ 411+ 318+ 445+ 447 + 9.01+
0.30™ 0.09 0.04™ 0.57™ 0.16™ 0.40 0.14™ 0.10™ 027" 0.43™

594 + 1.26 + 1.80 + 6.10 £ 5.84 + 347+ 495+ 438 + 463 + 775+

0.008 0.49™ 0.05 0.05™ 0.14™ 0.75™ 0.12™ 0.18™ 0.32™ 0.32 0.33™

0.007 6.87 + 1.60 + 179+ 7.59 + 6.87 + 6.68 + 399+ 576 + 555+ 7.95+
0.34™ 0.10™ 0.06™ 0.60™ 0.18™ 0.95™ 0.09™ 0.16™ 0.31™ 0.34™

7.08 £ 121+ 185+ 7.87 7.03+ 421+ 5.90 + 5.03 510+ 7.99 +

0.008 0.48™ 0.06 0.06™ 0.31™ 0.94™ 0.18™ 042 0.26™ 0.31™ 0.30™
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Factor de induccion % error estandar

Dosis UVB PQ30 IN237 IN250 IN40Ot IN520 IN602 IN650 IN700 IN90Ot 0G100 PQ37
(Jlem2) (silvestre) (recO) (recN) (recd) (exoX) (recB) (recD) (fog) (xonA) (oxyR) (uvrA)
139+ 7.00 £ 879+ 8.74 +
0.009 - - - - - - -
0.08" 0.71™ 1.46™ 0.71™
0.010 7.60 + 141 + 223 917 + 8.41+ 512 + 6.63 + 6.13 + 9.76 +
' 0.48™ 011 0.13™ 017" 1.10™ 0.23™ 017 0.39™ 0.28™
7.60 + 5.04 +
0.011 - - - - - - - -
0.81™ 0.34™
0.012 8.95+ 2.50 £ 9.75+ 5.96 + 6.82 + 6.55+
' 0.56™ 0.15™ 0.37" 0.12™ 0.18 0.43™

Diferencias en el factor de induccién en relacién al control negativo (Dosis 0.000) para cada estirpe usando una
prueba Tukey (‘' p<0.1,“’p<0.05 ° ’"p<0.01).
T Los datos para estas estirpes fueron usados con permiso de Aristizabal-Tesmer (2014).
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ANEXO B. Induccién SOS de las estirpes PQ37 (uvrA), IN237 (recO) e IN250
(recN) frente a los mutagenos de referencia 4-Nitroquinolina-1-Oxido (4NQO)
y Mitomicina C (MMC).

Factor de induccién SOS + Error estandar

PQ37 (uvrA) IN237 (recO) IN250 (recN)
Control negativo 1.00 £ 0.04 1.00+0.29 1.00 £ 0.06
4NQO (2.34 pM) 11.63 £ 0.96 252+0.95 2.84 +£0.56
MMC (0.6 pg/ml) 457 +0.22 2.34+0.31 12.80 £ 5.09

La cuantificacién de la induccion SOS se realiz6 de acuerdo a la metodologia de
(Quillardet and Hofnung 1985). Se realiz6 un experimento con cuatro réplicas para
cada tratamiento. La concentracidon de los mutagenos en el cultivo liquido es
presentada. Estos resultados sugieren que independiente del tipo de dafio, el
producto del gen recO es muy importante para la induccion de la respuesta SOS,
por su parte, el producto del gen recN parece ser muy importante en la induccion
de la respuesta SOS frente a dafios genéticos que distorsionan la doble hélice de
ADN como los CPD causados por la R-UVB o las alteraciones causadas por
4NQO, pero no frente a las roturas de doble cadena.
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