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SUMMARY

The amino-terminal fragment of the RecA protein was cloned in pUA27 plasmid and introdu-
ced in different repair mutants of Escherichia coli. The UV-mediated induction of several SOS
functions was then studied. Results show that the truncated RecA protein plays an important role
in the UV-damaged DNA when the level of the chromosomal RecA protein is low. Furthermore,
RecA protein inhibited the protease activity of the wild type RecA protein causing a decrease in
the SOS system induction. All these data suggest that hybrid tetramers between both truncated and
wild type RecA proteins may be formed, and as a consequence the ATPase capacity and active
conformation of the wild type RecA protein are blocked.

INTRODUCCIO

La inhibici6 de la replicacié normal del
DNA per I’accio d’agents fisics o quimics
indueix I’expressio de varies funcions cel-
lulars que constitueixen ’anomenat siste-
ma de reparacié d’emergéncia (o SOS).
Aquest sistema esta regulat per dues pro-
teines, la proteina RecA, que s’activa a una
conformaci6 proteasica per un senyal in-
ductor, 1 la proteina LexA, que reprimeix
una série de gens que constitueixen el sis-

tema SOS (RADMAN,
1976).

Fins I’actualitat s’han descrit 32 activi-
tats cel-lulars integrants de la resposta
SOS. S’han identificat 17 gens que contro-
len 17 activitats cel-lulars i que a la vegada
estan sota el control directe de I’activitat
de la proteasa RecA, la qual esta reprimida
per la proteina LexA. A més, s’han descrit
d’altres gens induibles per tractaments que
lesionan el DNA, encara que no s’han
identificat ni les seves funcions ni els pro-

1975; WITKIN,
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TAULA 1
Mutacions en el gen recA d’Escherichia coli estudiades en aquest treball
Soca Genotip Mutacio Fenotip
GY4752  ArecA Delecio Deficient en recombinacio i
hidrolisi del repressor LexA
GY2798  recA441 recA453 Mutacid puntual en la Incapag d’amplificar la sintesi
regio estructural 1 en de proteina RecA
I’operador
DM2211  recAo98 Mutaci6 en I'operador Sintesi constitutiva de proteina
RecA
AB1157 Salvatge Salvatge Salvatge
GY754 recA13 Mutaci6 puntual en la Deficient en recombinacio i
regié estructural hidrolisi del repressor LexA
I1C41 recA430 Mutacié puntual en la Deficient en hidrolisi del

regid estructural

repressor LexA

ductes que codifiquen (KENYON 1 WAL-
KER, 1980).

Durant el creixement normal d’una po-
blacio bacteriana, la proteina RecA esta
present en les cél-lules en un nivell basal, i
no mostra activitat proteasica, essent la
seva sintesi reprimida per la proteina
LexA. Quan en una cel-lula es lesiona el
DNA o s’atura la replicacid, es genera el
senyal inductor que activa reversiblement
’activitat proteasica especifica de la pro-
tetna RecA. En aquesta situaci6, RecA és
capa¢ de trencar la proteina repressora
LexA i també unes altres poques proteines,
com el repressor del profag Lambda. La
proteina RecA activada trenca el repressor
LexA per un enllag peptidic alanina-glici-
na, situat prop de la meitat de la proteina,
produint dos fragments polipeptidics.
Quan té lloc aquesta reaccid, s’observa un
descens en els nivells intracel-lulars de pro-
tetna LexA, alhora que augmenta I’expres-
si6 dels diferents gens SOS, i, com a conse-
qiiencia, es posa de manifest la resposta
SOS.

Existeixen proves de que, sota certes
condicions, els tractaments inductors d’a-

quest sistema provoquen l’expressio de fe-
notips SOS parcials (WITKIN, 1976). Aixi,
els treballs de diferents autors han demos-
trat que la resposta SOS no és un fenomen
de “tot o res”, sind que pot tenir lloc una
expressio diferencial de les funcions que la
composen (HUTCHINSON 1 STEIN, 1980;
GUERRERO 1 BARBE, 1982). Aquest feno-
men esta d’acord amb el model proposat
per WALKER (1984) en el que es suposa
que existeix una gradacio en la intensitat
de la inducci6 del sistema.

Quan la cel-lula comenga a recobrar-se
del tractament inductor, degut per exem-
ple a la reparaci6 del DNA, s’elimina el
senyal inductor 1 les molecules de RecA
tornen a I’estat d’inactivacio pel que fa a la
seva funcio proteasica. En abséncia d’a-
questa proteasa, augmenta el nivell intra-
cel-lular de proteina LexA, la qual repri-
meix els gens del sistema SOS 1 la cel-lula
retorna al seu estat inicial de no induccid.

En la figura 1 es presenta un esquema
del model de sistema SOS més acceptat
actualment, el qual es basa en que el senyal
inductor consisteix en discontinuitats en
les cadenes de DNA i/0 en oligonuclotids
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Fig. 1. Model per a I'expressié de les diferents funcions del sistema SOS a Escherichia coli mitjangant
I'activacié de la proteina RecA. Vegeu I'explicacid en el text.

inespecifics provinents de la degradacio
del DNA (OISHI et al., 1979). Els treballs
realitzats fins ara, indiquen que la induc-
ci6 de les funcions d’aquest sistema de
reparacio comporta I'amplificacié i ’acti-
vacio de la proteina RecA. S’ha suggerit
que aquesta activacidé va acompanyada
d’un canvi conformacional de la molécula
de proteina RecA (ROBERTS i DEVORET,
1983). En aquest sentit, estudis realitzats
in vivo mostren que la proteina RecA actua
en forma multimérica, amb interaccions
funcionals entre diferents monomers (YA-
RRANTON 1 SEDGWICK, 1982; REBOLLO et
al., 1984; YANCEY i PORTER, 1984).
Aquestes dades coincideixen amb els resul-
tats trobats en estudis in vitro, on la protei-
na RecA s’associa espontaniament donant
lloc a llargs filaments (FLORY i RADDING,
1982), que semblen tenir un paper impor-
tant en el fenomen de recombinaci6 (HO-

WARD-FLANDERS et al., 1984). Malgrat
aquestes dades, no existeixen resultats
concloents que expliquin com es regula in
vivo I’activitat de la proteina RecA mitjan-
¢ant la interacci6 entre dita proteina, el
DNA 1 algun cofactor, 1 si la modulacié de
la seva activitat pot ésser, al menys en
part, la responsable de ’expressié diferen-
cial de les funcions SOS. Tampoc s’ha es-
brinat encara el paper que podrien tenir els
diferents tipus de cofactors existents en
aquesta modulacio 1 regulacid.

En aquest sentit, s’ha demostrat que la
naturalesa del tractament inductor 1 la in-
tensitat de la degradacié del DNA produi-
da per l'activitat de I’enzim RecBC, son
parametres importants per la manifestacio
del patréo d’expressié d’aquest sistema
(GUERRERO i BARBE, 1982; BARBE et al.,
1983a, b, ¢, d, 1985). De la mateixa mane-
ra, s’ha trobat que el tractament d’E. coli
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Fig. 2. Mapa funcional de la proteina RecA. (Modificat de Kawashima et al., 1984).

amb radiacié ultraviolada produeix una
duplicaci6 del nivell d’ATP durant els pri-
mers 20 minuts 1 que posteriorment,
aquest nivell decau rapidament a valors
inferiors als de les cél-lules no irradiades
(BARBE et al., 1983a). El fet de que el
descens d’ATP no es produeixi en els mu-
tants recA, lexA, ssb i recF, indica que esta
regulat pel sistema RecA-LexA, 1 per tant
relacionat amb el sistema SOS. Aixi ma-
teix, s’ha observat que aquest ATP prové
de la metabolitzacié dels productes de de-
gradaci6o del DNA per mitja d’una fosfori-
laci6 a nivell de substrat. D’aquesta mane-
ra, la cellula pot disposar de I’energia
necessaria per induir I’activitat proteasica
de RecA.

Un altre centre d’interés és coneixer qui-
nes regions de la proteina RecA estan im-
plicades en la seva activitat proteasica,
tant pel que fa al propi fenomen d’activa-
cio, com a lactivitat propiament dita.
Aquest aspecte ha estat estudiat fonamen-
talment mitjangant I’estudi de mutants en
el gen recA. En la figura 2 es mostra un
mapa del gen recA, on es situen algunes de
les mutacions obtingudes. Hom pot veure
que la major part sén mutacions puntuals
localitzades en la regid estructural o en
I’operador del gen i que totes elles estan

distribuides dintre el 73 % de la regi6 ami-
no-terminal (KAWASHIMA et al., 1984). Es-
tudis genétics realitzats amb aquest mu-
tants han permes de localitzar les diferents
funcions de la proteina RecA. Aixi, s’ha
pogut establir que la regié amino-terminal
és la responsable de la interacci6 de la
proteina RecA amb el DNA de cadena
senzilla, amb I’ATP 1 amb el repressor,
intervenint també en la formacio d’agre-
gats amb d’altres proteines RecA i donant
lloc d’aquesta manera a la que sembla la
conformacid més activa capa¢ d’induir
I’expressio de les diferents funcions SOS.
Els treballs realitzats fins a I’actualitat
en aquest darrer sentit, suggereixen que la
regio C-terminal és aliena a la funcionali-
tat de la proteina RecA. Per tal de conéixer
el paper que juga aquest fragment en 'acti-
vacio de la proteina RecA, en el treball que
es presenta s’ha procedit a estudiar la fun-
cionalitat de una proteina RecA truncada,
¢és a dir carent de la regié C-terminal. Per
aix0, s’ha clonat la regié amino-terminal
en un plasmidi multicopia 1 s’ha introduit
en diferents mutants del gen recA. L’estudi
de I’expressid de diferents funcions SOS en
les situacions analitzades, ha permes d’es-
brinar la importancia del fragment C-ter-
minal de la proteina RecA en la induccio
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del sistema SOS i en la funcionalitat de la
proteina RecA.

MATERIAL I METODES

Soques bacterianes, bacteriofags
i plasmidis utilitzats

Les soques bacterianes utilitzades s’indi-
quen en la taula 2. El bacteriofag utilitzat
fou Avir i els plasmidis pDR1453 i
pMC874 procedents de M. Blanco i M.
Casadaban respectivament.

Medis i condicions de creixement

Els tractaments amb llum ultraviolada
es realitzaren en cultius crescuts a 37 C en
medi minim AB (MILLER, 1972), glucosa
(0,2 %) com a font de carboni i suplemen-
tat amb casaminoacids (0,4 %). El medi ric
emprat va ésser LB (MILLER, 1972). Els
sucres, aminoacids 1 vitamines provenien
de Merck Co.; els altres productes uti-
litzats eran de Sigma Biochemical Corp., a
excepcio d’alguns antibiotics, que prove-
nien de Antibidticos, S.A.

Irradiacio ultraviolada de suspensions
bacterianes

La irradiacio es realitza amb un tub ger-
micida Silvania GY 1578 de baixa pressio,
1 la dosi emprada es mesura amb un dosi-
metre Latarjet. Per tal d’eliminar I’efecte
de pantalla que poden realitzar els suple-
ments durant la irradiacio, es centrifuga-
ren els cultius (2x 10% cel-lules/ml) i es
resuspengueren en medi AB o en Ringer.
Tots aquests processos es realitzaren en
presencia de llum groga per tal d’evitar la
fotoreactivacio.

Tecniques de DNA

El metode d’extraccio de plasmidis fou
el descrit per BIRBOIM i DOLY (1979). La

purificacid es realitza per ultracentrifuga-
cié en gradient de clorur de cesi. Pel als
experiments de restriccio s’empra el méto-
de de MANIATIS et al., (1982). Per a la
purificacio6 dels fragments de restriccid s’u-
tilitzaren gels d’agarosa de baix punt de
fusio (0,8 %). La reaccié de lligam del vec-
tor de clonacié amb els fragments de DNA
es realitza afegint 1 unitat de lligasa T4 per
10 pul de reaccié a 14 °C durant 12 h. Per a
la transformacié de les diferents soques
amb DNA plasmidic s’empra el métode
descrit per MANIATIS et al. (1982).

Obtencio de soques lisogéniques
per fags defectius

Per a 'obtencid de soques lisogéniques
amb el bacteriofag Ad (recA::lacZ) es feren
créixer bacteris en medi LB amb maltosa
(0,4 %) fins arribar a la fase exponencial,
es centrifugaren 1 es resuspengueren en
MgSO, 0,01M. Seguidament, s’infecta el
cultiu amb un lisat de Avir i Ad(recA::lacZ)
a una MOI de 0,1-1. Després de 30 min
d’adsorcid, se sembra en plaques de LB
amb ampicil-lina. La preséncia del fag de-
fectiu en els clons ApR va ésser comprova-
da en plaques de X-gal.

Induccio de 'enzim (3-galactosidasa

Per estudiar I’efecte del plasmidi pUA27
sobre I'expressio del gen recA (fusionat a
I'oper6 /ac) es realitza un assaig enzimatic
de la B-galactosidasa, seguint el meétode
descrit per MILLER (1972). L’activitat
B-galactosidasa fou determinada per mitja
dels calculs indicats per BARBE ef al.,
(1985).

Inhibicio de la divisié cel-lular

Per conéixer les variacions en la distri-
bucié dels volums d’una poblacié bacteria-
na s’utilitza un comptador de particules
Coulter ZBI amb un porus de 30 um de
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TAULA 2
Soques d’Escherichia coli utilitzades en aquest treball
Soca Genotip Fenotip Procedéncia
AB1157 supE4 thrl leu6 proA2 tsx33 his4 Thr Leu Pro” Bl Lac M. Blanco

argE?2 thil lacY1 galK2 aral4 Gal” Ara- Xyl Str®
xyl15 mtll rpsL22

GY4752/ argA lysA lacX74 gall2134 TcR Arg Lys Lac™ Gal M. Blanco
pDR1453 (srl-recA)/pDR1453 Bio
M182/ A(laclP024) galk galU rpsL22/ KmR® Gal Lac M. Casadaban
pMC874 pMC874
UA argA lysA lacX74 gall2134 Arg Lys Lac” Gal Bio Aquest
* A(srl-recA) RecA- laboratori
GY754 Com ABI1157, pero recAl3 Com ABI1157, RecA- M. Blanco
GY2798 thr leu thi pro argE3 lac gal Thr LeuThi” ProArg’ M. Blanco
rpsL22 sup37 recA441 recA453  Lac Gal RecA-
DM2211 recAo98 argE3 StrR Arg W. Wackernagel
GC2375 ABI1157 [Ad(recA::lacZ)] Com ABI1157, pero R.D. Ari

lisogénica per A portador
de la fusié recA-lacZ. ApR

IC AB1157, pero recA430 Com ABI1157. Defectiva en M. Blanco
I'expressid del sistema SOS

UA4169 GY4752/pUA27 Com GYA4752, pero amb Aquest treball
pUA27

UA4171 GY754/pUA27 Com GY754, Aquest treball
perd amb pUA27

UA4172 ABI1157/pUA27 Com ABI1157, pero amb Aquest treball
pUA27

UA4189 GY2798/pUA27 Com GY2798, pero amb Aquest treball
pUA27

UA4190 I1C41/pUA27 Com IC41, pero Aquest treball
amb pUA27

UA4191 DM2211/pUA27 Com DM2211, pero amb Aquest treball
pUA27

UA4188 GY2798 [MrecA::lacZ)] Com GY2798, pero Aquest treball

lisogénica per A portador
de la fusié recA-lacZ. AmpR
UA4187 DM2211 [Ad (recA::lacZ)] Com DM2211, pero Aquest treball
lisogeénica per A portador
de la fusié recA-lacZ. AmpR

UA4192 UA4188/pUA27 Com UA4188, perdo amb Aquest treball
pUA27

UA4193 UA4187/pUA27 Com UA4187, pero amb Aquest treball
pUA27

UA4195 GC2375/pUA27 Com GC2375, perdo amb Aquest treball

pUA27
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Fig. 3. Esquema del procés seguit per a la construccié del plasmidi pUA27 a partir dels plasmidis pDR 1453 i

pMC874.

diametre, acoblat a un analitzador de ca-
nals Coulter.

Un cop tractats els cultius bacterians, les
mostres es fixaren amb formaldehid (1 %) i
es guardaren a 4 °C fins al seu processa-
ment. Per aixo, es diluiren en ISOTON
fins obtenir un nombre de particules com-
pres entre 1.000 i 50.000. El valor de I’o-
bertura 1 amplificacid de corrent fou de 1 i
1/2 en tots els experiments, la grandaria de
canal 3 1 els intervals de volums oscil-laren
al voltant de 0,2 pm?.

RESULTATS

Clonacio de la regio amino-terminal
del gen RecA

A partir del plasmidi pDR 1453 que con-
té el gen recA, es va realitzar una doble
restriccio amb els enzims BamHI i EcoRI
obtenint-se un fragment de 1,8 Kb, on es
localitza la regié de control del gen recA,
aixi com el 73% de la regid estructural
(SANCAR et al., 1980). Tot seguit, aquest
fragment es va lligar amb el plasmidi

pMC874 que havia estat préviament res-
tringit pels enzims EcoRI i BamHI, obte-
nint-se el plasmidi pUA27.

La clonaci6 d’aquest fragment de 1,8 Kb
en els esmentats punts de restriccié del
plasmidi pMC874 fa que es perdi la regié
de resistencia a I’'ampicilina. En la figura 3
es mostra la construccié del plasmidi
pUA27, on es pot apreciar que aquest té
un pes molecular de 5,3 x 10° daltons.

El plasmidi va ser introduit per transfor-
maci6 en la soca DHI (RecA™ GyrA"), es
va comprovar el patrd de restriccio i segui-
dament es van transformar diferents mu-
tants en el gen rec4, aixi com una soca
salvatge d’Escherichia coll.

Influéncia del plasmidi pUA27 en
Pexpressio del sistema SOS en diferents
soques d’Escherichia coli

Efecte de la radiacié ultraviolada
sobre la viabilitat cel lular

Estudis anteriors han demostrat que les
soques RecA*, portadores del gen rec4 en
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el plasmidi pDR 1453, mostren la mateixa
sensibilitat a la radiacié ultraviolada que
les soques sense plasmidi. Aixo indica que
els nivells elevats de proteina RecA no
confereixen una resisténcia extra a la ra-
diacié ultraviolada (OGAWA et al., 1978;
CLARK et al., 1978).

Per tal de coneixer I'efecte de la presén-
cia d’una proteina RecA truncada sobre la
viabilitat de diferents mutants i sobre una
soca salvatge d’Escherichia coli, es van
analitzar la sensibilitat a la radiaci6 ultra-
violada de les soques GY4752 (ArecA),
GY2798 (recA441 recA453), GY754
(recA13), 1C41 (recA430), DM2211
(recA098) i AB1157 (RecA*), 1 les seves
corresponents soques derivades portadores
del plasmidi pUA27.

En la figura 4 es presenta la superviven-
cia d’aquestes soques després de ser irra-
diades amb llum ultraviolada a diferents
dosis. Els resultats obtinguts mostren que
la preséncia del plasmidi disminuieix en
gran manera la supervivencia de la soca
salvatge i del mutant d’amplificacié de
RecA (recA098), encara que en aquesta
darrera soca la disminucié no ¢s tan mar-
cada. Aquests resultats contrasten amb
els obtinguts amb els mutants recA441
recA453 1 ArecA, on s’observa que l'exis-
téencia del plasmidi pUA27 comporta un
augment de la supervivencia. Pel contrari,
en les soques recA 13 1 recA430, portadores
del plasmidi pUA27, no es detecta cap
canvi en la seva resisténcia a la llum ultra-
violada.

Efecte de la radiacio ultraviolada
sobre la divisio cel-lular

El procés de divisio cel-lular esta contro-
lat negativament per diversos gens tals
com sfiA 1 sfiB (GEORGE et al., 1975), que
a la vegada son regulats per les proteines
RecA 1 LexA. En condicions normals, el
repressor LexA és hidrolitzat per la protea-
sa RecA després de la induccio del sistema

%o Supervivencia

Dosi UV um?)

Fig. 4. Sensibilitat a la radiacié ultraviolada de les
soques d’E. coli GY2798 (recA441 recA453) (@),
UA4189 (recA441 recA453/pUA27) (O) 1C41 (re-
cA430) (V), UA4190 (recA430/pUA27) (V), GY754
(recA13) () UA4171 (recA13/pUA27) (Q), GY4752
(ArecA) (M), UA4169 (ArecA/pUA27) (CJ), AB1157
(RecA*) (A), UA4172 (RecAt/pUA2T7) (A), DM2211
(recA098) (#) 1 UA4191 (recA098/pUA27) ().

SOS, donant lloc a I'expressid dels gens
sfid i sfiB, la qual cosa produeix la inhibi-
ci6 de la divisio cel-lular.

En aquest apartat es presenten els resul-
tats obtinguts en estudiar I'efecte de la ra-
diacio ultraviolada en la induccié d’aques-
ta funcid SOS en les soques d’Escherichia
coli recA441 recA453, ArecA, recAo9S,
recA13, recA430 i RecA*, aixi com la in-
fluéncia del plasmidi pUA27. En les figu-
res 51 6 es pot veure respectivament que
no hi ha variacions significatives en el
volum cel-lular dels mutants recA/3 o
recA430 després de ser tractats amb llum
ultraviolada, malgrat siguin portadors del
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pUzA27) tractades amb radiaci6 ultraviolada (20 J
m-2).
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de les soques AB1157 (RecA*) i UA4172 (RecA*/
pUAZ27) després del tractament amb radiacio ultra-
violada (20 J m-2).
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Fig. 9. Evolucid de la distribucié del volum cel-lular
dels mutants d’E. coli DM2211 (recA098) 1 UA4191
(recA098/pUA27), després del tractament amb radia-
cié ultraviolada (20 J m2).

plasmidi pUA27. D’altra banda, els cultius
de les soques recA441 recA453 (Figura 7),
recA098 (fig. 9) 1 RecA*, tractats amb llum
ultraviolada, mostren una petita disminu-
ci6 en el volum cel-lular quan s6n porta-
dors del plasmidi pUA27. Aixi mateix, pot
observar-se (figures 7, 8 1 9) que la fila-
mentacio originada pel tractament amb
irradiacio ultraviolada apareix entre els 20
1 40 minuts després de la radiaci6, mentre
que en les soques isogeéniques amb el plas-
midi pUA27, I’augment del volum cel-lu-
lar es manifesta als 60-80 minuts del trac-
tament. Tanmateix, en el mutant ArecA,
portador del plasmidi pUA27, s’observa
un augment en el volum cel-lular entre els
20-40 minuts després del tractament in-
ductor (fig. 10), malgrat que la soca origi-
nal no mostra canvis significatius de vo-
lum. En conseqiiéncia, es pot concloure
que la presencia del plasmidi pUA27 dona
lloc a una resposta retardada 1 de nivell
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Fig. 10. Representacid en el temps del volum cel-lu-
lar de les soques GY4752 (Ared) 1 UA4169 (ArecA/
pUA27), després del tractament amb radiacio ultra-
violada (20 J m-2).

inferior en totes les soques que tenen un
nivell basal de proteina RecA d’origen cro-
mosomic, mentre que I’existéncia del plas-
midi en el mutant de delecié indueix la
inhibicié de la divisid cel-lular, resposta
que no presenta la soca isogénica sense
plasmidi.

Efecte de la radiacio ultraviolada
en l'expressio del gen recA

La sintesi massiva de proteina RecA ¢s
una de les funcions que forma part de la
resposta SOS 1 és 'objecte d’aquest apar-
tat. Per a I'estudi de I'expressio del gen
recA com a conseqiiencia del tractament
amb radiacio ultraviolada es va utilitzar el
metode de la fusid d’operons. Aquest pro-
cediment es basa en la construccid previa
d’una molécula hibrida entre la regié pro-
motora del gen a estudiar 1 una regio de
DNA que codifiqui una proteina com ara



MODULACIO DE LA INDUCCIO DEL SISTEMA DE REPARACIO D'EMERGENCIA (SOS)
A ESCHERICHIA COLI PER LA REGIO AMINO-TERMINAL DE LA PROTEINA RecA 43

2000

18007

1600

14007

1200

10001

Unitats enzumatiques/A550

800
A
600 /
°
4007 /
o//
200 o A
il
2—a—0—0 a o——0
04
T T T T T T T
[ 20 a0 60 80 100
TEMPS (min)

Fig. 11. Evoluci6 de la sintesi de I’enzim B-galactosi-
dasa com a conseqiiéncia de la inducci6 del gen recA
en els cultius de les soques UA4188 (recA441
recA453) (@) i UA4192 (recA441 recA453/pUA27)
(M) després del tractament amb radiacié ultraviolada
(20 J m-2). Es mostra com a control I’expressié del
gen recA en aquestes soques UA4188 (O) i UA4192
(/\) sense cap tractament.

la B-galactosidasa, facilment quantificable.
D’aquesta manera, amb un assaig colori-
metric pot valorar-se I’expressio d’aquest
gen SOS.

Per a la quantificacio de I’expressio del
gen recA en els mutants recA441 recA453
1 recA098 es va realitzar la lisogenitza-
ci6 d’aquestes soques amb el bacteriofag
Ad(recA::lacZ) provinent de la soca salvat-
ge GC2375, amb la qual també es va rea-
litzar I’analisi.

A les figures 11, 12 1 13 es recullen els
resultats obtinguts, 1 es pot apreciar que les
soques amb el plasmidi presenten un nivell
inferior d’expressio, en comparacié amb
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Fig. 12. Evoluci6 de la sintesi de I'enzim B-galactosi-
dasa com a conseqiiéncia de la induccié del gen recA
en els cultius de les soques UA4187 (recA098) (@) i
UA4193 (recA098/pUA27) (M) després del tracta-
ment amb radiacio ultraviolada. Com a control es
presenta I’expressio del gen recA en aquestes mateixes
soques UA4187 (O) i UA4192 (/\) sense cap tracta-
ment.

les soques sense plasmidi, després del trac-
tament amb llum ultraviolada.

Tots els resultats obtinguts coincideixen
en que les soques portadores del plasmidi
pUA27 manifesten un nivell de resposta
SOS inferior a la obtinguda amb les soques
1sogeniques carents d’aquest plasmidi,
amb I’excepcid del mutant de delecid, en el
que s’observa que la preséncia de I’esmen-
tat plasmidi dona lloc a una major respos-
ta que I’obtinguda en la soca no portadora
de pUA27. Cal resaltar que la preséncia del
plasmidi en els mutants defectius rec413
1 recA430 no modifica el comportament
de les soques no portadores de pUA27.
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Fig. 13. Evolucid de la sintesis de I'enzim B-galactosi-
dasa com a conseqiiencia de la induccid del gen recA
en els cultius de les soques UA4195 (A) 1 GC2375
(@) després del tractament amb radiacid ultraviola-
da. Com a control es presenta I'expressio del gen recA
en aquestes mateixes soques RecA* (O)) 1 recAt/
pUA27 (/\) sense cap tractament.

DISCUSSIO

Els resultats obtinguts en estudiar I’efec-
te dels plasmidi pUA27 en la sensibilitat a
la radiacio ultraviolada de la soca salvatge
1 dels mutants recA098, recA441 recA453,
ArecA, recA13 1 recA430 d’Escherichia colli,
posen de manifest que el polipéptid consti-
tuit pel 73 % de la proteina RecA és capag
d’intervenir en la reparacio de les lesions
produides en el DNA per la radiacié ultra-
violada, sempre i1 quan els nivells de pro-
teitna RecA d’origen cromosomic siguin
molt baixos o inexistents. Aquest és el cas
del mutant recA441 recA453, en el qual no

té lloc I'amplificacié de la sintesi de la
proteina RecA (REBOLLO et al., 1984), i
del mutant ArecA, que no pot sintetitzar-
la. Ara bé, malgrat que aquesta proteina
defectiva sigui capag¢ d’unir-se a la cadena
senzilla de DNA disminuint la seva degra-
dacio, Iexisténcia d’una altra proteina
RecA d’origen cromosomic fa que es crei
una competencia entre ambdues molecules
RecA, la qual cosa originara una disminu-
ci6 de leficiencia d’ambdues proteines
RecA en la proteccio del genoma. Aques-
ta explicacid es veu reflectida en els resul-
tats obtinguts amb els mutants rec4098,
recA430, recA13, i amb la soca salvatge.
Aixi, la funcionalitat de la proteina RecA
present en els mutants recA 13 1 recA430 és
nul-la, pero la seva preséncia impideix que
la proteina codificada pel plasmidi pUA27
pugui actuar normalment.

L’exemple més clar de I’existéncia de
competencia entre els dos tipus de protei-
na és el de la soca salvatge amb el plasmi-
di, on hi ha una disminucié de la supervi-
vencia en front la radiaci6 ultraviolada, de
tal manera que aquesta soca presenta un
comportament similar a un mutant RecA .
En canvi, amb el mutant rec4098, que pre-
senta una sintesis constitutiva de proteina
RecA™ 1 en conseqiiencia uns nivells basals
de proteina RecA d’origen cromosomic
molt elevats—, es troba que la soca porta-
dora del plasmidi presenta una major con-
centracié de proteina salvatge que defecti-
va després del tractament amb radiacid
ultraviolada. Aquesta pot ser la ra6 de que
en aquesta soca la disminucio6 de la super-
vivéncia no sigui tant sobtada i drastica
com s’observa en la soca salvatge. Malgrat
aix0 ha d’existir algun tipus de competen-
cia entre ambdues proteines RecA en
aquesta soca superproductora, ja que la
soca portadora de pUA27 és més sensible
a la radiaci6 ultraviolada que la soca isoge-
nica sense plasmidi.

Els resultats obtinguts en analitzar I’ex-
pressié de diferents funcions SOS demos-
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Fig. 14. Model dels tetramers que s’obtenen en els
diferents mutants i en la soca salvatge d’E. coli porta-
dora del plasmidi pUA27. Es poden obtenir tetra-
mers mixtos formats per proteina salvatge (@) o pro-
teina defectiva (O) i1 la proteina codificada pel
plasmidi pUA27 @.

tren que 'existéncia del plasmidi pUA27
en els mutants recA 13 1 recA430 és incapag
de desencadenar I’expressio del sistema
SOS després de la irradiacié amb llum ul-
traviolada. Ans al contrari, en la soca por-
tadora de la delecid en el gen recA s’obser-
va que la distribucié del volum cel-lular
depen de la presencia del plasmidi pUA27.
No obstant aixo, en les soques rec4098,
recA441 recA453, 1 RecA*, portadores de
pUA27, encara que hi ha expressio del
sistema de reparacié d’emergéncia, la res-
posta ¢s retardada en el temps i es dona a
un nivell inferior.

Per complementar I’estudi d’aquest plas-
midi portador del fragment amino-termi-
nal del gen recA d’Escherichia coli, es va
estudiar la seva expressio, degut al tracta-
ment amb radiaci6 ultraviolada, en les so-
ques GC2375 (RecA*), UA4167 (recA098)
1 UA4188 (recA441 recA453), lisogéniques
per Ad(recA::lacZ) 1 es va comparar amb
les soques 1sogéniques portadores del plas-
midi pUA27. En tots els casos s’observa
que la presencia del plasmidi originava
una menor expressio de la fusié recA::lacZ.
Aquest fet pot ésser degut, com en el cas de
la filamentacid 1 de la supervivéncia, a
I'existéncia de tetramers inactius incapa-

¢os de hidrolitzar el repressor LexA.

Tot aquest conjunt de dades reafirma la
hipotesi de que la combinacié dels dos
tipus de proteina redueix la induccid del
sistema SOS i ens ha permés de represen-
tar els diferents tipus de tetramers que
s’obtindran segons la variabilitat de protei-
na RecA que hagi en el citoplasma (figu-
ra 14). Aixi, es pot concloure que la pro-
teina defectiva que conté el 73 % de RecA
podria ser activada i trencar el repressor
LexA, amb la consegiient expressié dels
gens SOS, encara que I’existéncia simulta-
nia de proteina RecA salvatge disminueixi
I’expressio d’aquests gens. D’aquesta for-
ma, la soca salvatge 1 el mutant d’amplifi-
cacid constitutiva de la sintesi de proteina
RecA, amb el plasmidi pUA27, presenta-
ran tetramers mixtos que seran menys ac-
tius en la hidrolisi de la proteina LexA. En
conseqiiencia, el plasmidi pUA27 en el
mutant recA098, on els nivells basals de
proteina RecA son més elevats que en la
soca salvatge, donaria lloc a una menor
disminucio de la resposta SOS, ja que exis-
tirien més tetramers actius.

L’existéncia del plasmidi pUA27 en el
mutant ArecA li. confereix una més gran
resisténcia a la radiacio ultraviolada degut
a que no existeix proteina RecA d’origen
Ccromosomic i per tant a que no es crearan
tetramers mixtos. Pel contrari, en el mu-
tant recA441 recA453, incapag d’amplifi-
car la sintesi de proteina RecA perd que
presenta petits nivells basals de proteina
d’origen cromosomic, existira competén-
cia negativa i per tant una menor expressio
de les funcions SOS. En qualsevol cas, les
nostres dades també demostren que el
27 % de la regio C-terminal de la proteina
RecA no ¢és del tot aliena a la induccié del
sistema SOS i recolzen les hipotesis pre-
vies d’altres autors (HOWARD-FLANDERS
et al., 1984; KAWASHIMA ef al., 1984) en
relacié a la importancia de la cooperativi-
tat de les molécules de proteina RecA en el
procés de trencament del represor LexA.
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Agraiments

Aquest treball ha estat finangat per un ajut a
la recerca de la CIRIT de la Generalitat de
Catalunya 1 un altre del FIS de la Seguretat So-
cial.
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