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RESUMEN

Se estudiaron los dafios primarios producidos por la radiacion gamma en el ADN de cepas
de Escherichia coli portadoras de la fusion génica sulA::lacZ y de mutaciones en diferen-
tes genes de reparacion del ADN. Ademads, se determiné su radiosensibilidad. Las cepas
con mutaciones en los genes recN y uvrA fueron mds sensibles que la tipo salvaje. Esto
concuerda con estudios previos donde se demostré que los genes rec y uvr participaban en
la reparacion del dafio en el ADN producido por los rayos gamma. En las cepas mutantes
se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresién del gen sulA en
relacién con el tipo salvaje. Se discute la utilidad de las cepas estudiadas como biosensores
de genotoxicidad asi como en estudios de radioproteccién.
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Escherichia coli.

En bacterias, la respuesta celular a agen-
tes que dafian su cromosoma o bloquean su
replicacion se conoce como respuesta SOS.
En esta respuesta de emergencia celular, son
inducidos més de 20 productos génicos cuya
expresion es mediada por el circuito RecA/
/LexA.'2 Laproteina RecA, el regulador po-
sitivo del circuito, es activada después de la
interaccion con las moléculas sefiales. La
proteina LexA, el regulador negativo, es el
represor transcripcional de todos los genes
SOS, incluido su propio gen y el gen recA.>

Se conoce que este circuito regula y modula
importantes funciones bacterianas, entre las
que se encuentran: reparacion del ADN, ac-
tivacion y modificacion de proteinas y el pro-
ceso de formacioén del septo celular. Estas
tienen como objetivo restaurar la division
celular y con ello garantizar la superviven-
cia de la célula.* Adicionalmente, otros fe-
némenos como la induccién de profagos,’ una
parte importante de la mutagénesis inducida
en bacteria*® y la mutacién adaptativa,’ se
encuentran bajo el control de la respuesta SOS.



Dado que la respuesta SOS esta direc-
tamente implicada en los procesos mutagé-
nicos en bacterias, los ensayos que se basan
en fusiones transcripcionales en genes
involucrados en esta respuesta, han sido muy
utilizados como biosensores del dafio
genético.®!2 Estos ensayos estiman el nivel
de dafio primario producido en el ADN,
midiendo el nivel de expresion de un gen
marcador (conocido cominmente como gen
reportero); ya sea una proteina fluorescen-
te o una enzima que en presencia del
sustrato desarrolla color o bioluminiscencia.
Estos ensayos han probado su utilidad en el
anélisis de la mutagenicidad de compues-
tos cromados,'® de agentes oxidantes, de
particulas diesel en muestras de aire'*"y
de muestras de agua residuales y de consu-
mo humano.!*?° Ademaés, ha sido demostra-
do que los ensayos basados en fusiones
transcripcionales en genes SOS, son exce-
lentes biosensores del dafio producido por
radiaciones ionizantes.” >

En trabajos previos (Llagostera, datos
no publicados), se introdujo la fusiéon
sulA::LacZ en la cepa AB-1157 y sus lineas
mutantes, las cuales tienen defectos en la
reparacion por escision de nucle6tidos (uvrA-
) y en la reparacién por recombinacion de
roturas de doble cadena (recN). Ambos
mecanismos, como se conoce, estan impli-
cados en la reparacion del dafio en el ADN
producido por radiaciones gamma.?** El
presente trabajo tiene como objetivos, es-
tudiar la sensibilidad de estas cepas
bacterianas a la radiacién gamma asi como
la influencia de estas mutaciones sobre el
nivel de induccién de la respuesta SOS en
Escherichia coli.

METODOS

CEPAS BACTERIANAS Y SU CULTIVO

Para este estudio, fueron utilizadas
cepas de Escherichia coli AB-1157 portado-

ras de la fusién transcripcional sulA::lacZ
y de las mutaciones recN'y uvrA (tabla 1).
El medio de cultivo utilizado fue Luria-
Bertani,” suplementado con 100 mg/mL de
ampicilina en el caso de cepas resistentes
al antibidtico. Los cultivos se dejaron cre-
cer durante toda la noche a 100 rpm, 37 °C;
posteriormente fueron diluidos en medio
fresco (1/25) e incubados a igual tempera-
tura y agitacién, hasta una absorbancia
Ao d€ 0,4

TABLA 1. Cepas bacterianas utilizadas en el estudio

Cepa Caracteristicas relevantes Fuente

AB157  pro, arg, his, leu, ade*, Tet®, Amp®  B.Bachmann

UA4865 ABM57/sulA:lacZ, Amp* M. Llagostera
UA4867 ABM57/recN262, sulA::lacZ, Amp® M. Llagostera
UA4868 AB1157/uvrAB, sulA:lacZ, Amp* M. Llagostera

IRRADIACION GAMMA

La irradiacion se realiz6 en una fuente
de ®Co, modelo PX-g-30M. Las células
fueron irradiadas a diferentes dosis, a una
temperatura de 2 + 0,5 °C. El valor de la
tasa de dosis fue de 58,42 Gy/min, calcula-
da con el dosimetro Fricke.?

CURVAS DE SUPERVIVENCIA CELULAR

El cultivo celular crecido hasta una
Ao d€ 0,4 fue centrifugado a 4 000 rpm,
suspendido en bujfer fosfato (0,2 M Na,HPO,
x 2H,0/NaH,PO,) a una concentracion de
2 x 108 células/mL y posteriormente distri-
buido en viales de irradiacion. Las dosis
aplicadas estuvieron en un rango entre 100-
-800 Gy. Las suspensiones irradiadas fue-
ron diluidas en suero fisiolégico (0,85 %
NaCl), en rangos que fueron ajustados expe-
rimentalmente para cada dosis. Por tltimo,
0,1 mL de las diluciones fueron sembrados
en medio Luria-Bertani para ser contadas,
alas 48 h, las unidades formadoras de colo-
nias por dosis de radiacion.
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ENSAYO SOS

El procedimiento empleado fue una
modificacion de los propuestos por Miller™
y Quillardet y otros.? El cultivo celular cre-
cido hasta una A, ~de 0,4, fue diluido
(1/20), distribuido en viales estériles e irra-
diados a diferentes dosis. De las suspensio-
nes irradiadas y posteriormente cultivadas
durante 120 min a 37 °C se separaron mues-
tras para conocer su absorbancia A, . El
test colorimétrico se desarroll6 distribuyen-
do 0,15 mL del cultivo bacteriano en tubos
que contenian 1,3 mL de buffer Z (60 mM
Na,HPO,, 40 mM NaH,PO,, 10 mM KCl,
1 mM Mg ,SO,, 0,1 % de SDS y 40 mM
b-mercaptoetanol, pH 7), las muestras se
incubaron durante 20 min a 30 °C, poste-
riormente se afladieron 0,3 mL de ONPG
(Orto-nitrofenil-b-D-galactopiranésido) a
una concentracion de 4 mg/mL en buffer T
(1M TRIS-HCI, pH 8), y se incubd 40 min
a25 °C. Lareaccion se detuvo con 0,65 mL
de una solucién 1 M de Na CO,. Las lectu-
ras de A, A Y Ay, S€ Tealizaron en
un espectrofotdometro ULTROS PEC II
(LKB). La actividad especifica b-galac-
tosidasa (AE), fue calculada segtn la for-
mula de Miller.?

ANALISIS ESTADISTICO

Fueron calculados los valores medios
de porcentaje de supervivencia y de AE y
sus desviaciones estandar para cada trata-
miento (dosis de radiacién), mediante una
prueba de Kolmogorov-Smirnov y posterior-
mente se comprobd la homogeneidad de
varianza de los datos por medio de una prue-
ba de F maxima. Para cada cepa, los valo-
res medios obtenidos fueron comparados,
respecto al control (UA4865), utilizando una
prueba t de Student (Sigarroa A., 1987 Pro-
grama TONYSTAT. Facultad de Biologia,
Universidad de la Habana, Cuba).?
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RESULTADOS

En el presente estudio, la fraccién de
supervivencia celular fue utilizada como una
medida de la toxicidad de la radiacién
gamma sobre Escherichia coli. En la figu-
ra se muestran las curvas de radiosen-
sibilidad de las 4 cepas estudiadas. Los va-
lores de DL para las cepas AB-1157, UA-
4865, UA-4867 y UA-4868 fueron de 400,
200, 80y 125 Gy. Este estimador demostré
que la cepa UA-4867, deficiente en la repa-
racion de roturas de doble cadena, es la
mas sensible. En general, se pudo consta-
tar que la sensibilidad a la radiacién gamma
de las cepas defectivas en mecanismos de
reparacion del ADN result6 mayor que la
obtenida en las cepas AB-1157 y UA-4865.
Adicionalmente, la cepa UA-4865 mostrd
mayor sensibilidad a este tipo de mutigeno
que la cepa salvaje AB-1157.

Las diferencias en los valores de frac-
cion de supervivencia, encontradas para la
cepa UA-4867 respecto a la cepa UA-4865,
fueron significativas para todas las dosis de
radiacién gamma aplicadas. Por el contra-
rio, para la cepa UA-4868 solo fueron sig-
nificativas a partir de 200 Gy.

En el presente estudio ademas se mi-
dié la induccion de respuesta SOS en las
diferentes cepas de Escherichia coli deri-
vadas de AB-1157 (tabla 2). El nivel de in-
duccién de la fusion sulA::lacZ en la cepa
UA-4865 (cepa control), tanto espontdneo
como el ocasionado por el tratamiento con
radiaciéon gamma, resultd inferior a aque-
llos obtenidos en las cepas UA-4867 y UA-
4868. Las diferencias en el nivel de induc-
cion espontineo fueron significativas sola-
mente en la cepa UA-4868. Esto sugiere,
que en cepas deficientes en la reparacion
por escision de nucledtidos, estd sobre-ex-
presado el gen sulA.

Adicionalmente, el nivel inducido de
sulA producto de la radiacién gamma fue
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TABLA 2. Valores medios de actividad especifica b-galactosidasa y su desviacion estandar como una medida del nivel de dafio primario en el
ADN inducido por diferentes dosis de radiacion gamma, en las diferentes cepas de £scherichia coli AB-1157 estudiadas

Cepas Dosis (Gy)

0 100 150

200 400 600

UA-4865 335 + 101(24) 433 +170(24) 528 +302(24) 496 + 205(24) 646 + 249(24) 657 + 83(9)
UA-4867 393 = 161(9)™ 645+ 141(9)** 677 +257(9)™  619+225(9)~ 882+ 140(9)** 969 + 296(9) *
UA-4868 498 + 93(9) *** 655 +83(9) *** 766+ 136(9)** 791 +200(9)** 898 +153(9) ** 897 + 189(9) **

Los valores dentro del paréntesis son el nimero de réplicas utilizadas. (*, **, ***) significativo, respecto a la cepa control (UA-4865), para 95,

99y 99,9 % de confidencia, respectivamente.

superior en la cepa UA-4868. Este fue sig-
nificativo para todas las dosis estudiadas,
lo que no ocurri6 en la cepa UA-4867.

DISCUSION

Los cambios genéticos operados en las
cepas empleadas modifican su sensibilidad
a las radiaciones gamma; idea sostenida por

evidencias adicionales encontradas en otros
estudios donde se utilizan cepas de
Escherichia coli con diferente base genética
a la aqui empleada (Fuentes y otros, en
imprenta).

Las roturas de doble cadena en la hélice
producidas por la radiacion gamma son de-
terminantes en la muerte celular.>3! Se ha
encontrado (Moreno y otros, en imprenta),
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que la radiacién gamma induce preferente-
mente lesiones potencialmente recombino-
génicas en Saccharomyces serevisiae, sien-
do los resultados aqui presentados una evi-
dencia adicional de la importancia de la
reparacion de este tipo de dafo en el ADN
para la viabilidad celular.

Diferentes trabajos han demostrado que
tanto los mecanismos de escision de bases
y de nucleétidos como los de recombinacion,
estan involucrados en la reparacion del dafio
producido por radiaciéon gamma.?+25-32-34 A
juzgar por los resultados del presente tra-
bajo (especificamente los obtenidos con
UA4867), la reparacion de roturas de doble
cadena, en términos de supervivencia, es
la méas importante en Escherichia coli.

Si se considera que las células con de-
ficiencias en un mecanismo de reparacién
general, como es la escision de nucleétidos,
requieren de determinados niveles de in-
duccién de mecanismos alternativos que le
permitan suplir esa deficiencia, es 16gico
esperar un nivel de induccién SOS como el
obtenido con la cepa UA4868. Por esta ra-
z6n se debe expresar un mayor nivel de la
proteina SulA, para evitar que la célula sea
dividida sin que se haya reparado su ADN.
Este mismo fendmeno (menos marcado) se
distingue también en la induccién del
mutante recN (cepa UA-4867).

La utilizacién de cepas con deficien-
cias en mecanismos de reparacion para el
desarrollo de diferentes ensayos bacterianos
de evaluacién mutagénica, ha sido una prac-
tica comtin.* Ademas, estos ensayos pue-
den ser de especial utilidad para definir el
caracter desmutagénico o bioantimutagénico
de protectores del ADN (Fuentes y otros,
en preparacion). Los resultados aqui obte-
nidos evidencian que los ensayos de
genotoxicidad basados en fusiones transcrip-
cionales de genes SOS, en cepas deficien-
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tes en mecanismos de reparacion, pueden
resultar biosensores del dafio en el ADN
muy sensibles. Tanto la cepa UA-4867 como
la UA-4868 detectaron niveles superiores
de dafio en el ADN inducido por radiacién
gamma; aunque estos no fueron significati-
vos para todas las dosis en el caso de UA-
4867. Seran necesarios estudios futuros para
demostrar la utilidad de estas cepas en la
bisqueda de antimutagenos.

A modo de conclusion se puede plan-
tear lo siguiente:

— En Escherichia coli 1os mecanismos de
reparacion por escision de nucleétidos y
de roturas de doble cadena estdn
involucrados en la reparacion del dafio
ocasionado por la radiacién gamma so-
bre el ADN.

- En cuanto a supervivencia celular, la
importancia relativa del mecanismo de
reparacion de roturas de doble cadena
€S mayor.

- La induccién de la respuesta SOS pro-
ducto del tratamiento con radiacion
gamma, resulté mayor en las cepas con
deficiencias en mecanismos de repara-
cion del dafio en el ADN.

- La utilidad relativa de cepas con defi-
ciencias en la reparacion por escision
de nucledtidos y de roturas de doble ca-
dena, para estudios de mutagénesis uti-
lizando radiacién gamma, es mayor.
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SUMMARY

The primary damages produced by the gamma radiation in the DNA of Escherichia coli strains carriers of the
sulA::lacZ genic fusion and of mutations in different DNA repair genes were studied. Its radiosensititvity was
also determined. The strains with mutations in the recN and uvrA genes were more sensitive than the wild type.
This agrees with previous studies where it was proved that the rec and uvr genes take part in the repair of the DNA
damage produced by the gamma rays. In the mutant strains, there were found significant differences at the level
of expression of the sulA gene in relation to the wild type. The usefulness of the strains studied as genotoxicity
biosensors and in radioprotection studies was discussed.

Key words: Gamma radiation; DNA repair; SOS response; Escherichia coli.
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