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SUMMARY

We have studied the expression of two of the SOS functions, namely
inhibiiion of respiration and induction of prophages, in a mutant of
Salmonella typhimurium which presents a higher resistance to ultra-
violet radiation and bleomycin treatment that the parent strain. The
results obtained show that this resistance is due to the fact that, after
UV-irradiation or bleomycin exposure, the wmutant strain presents a
lower inhibition of cell respiration, measured by sodium dodecyl sulfate
sensitivity of the culture and ATP production of the cells. Nevertheless,
both strain show a similar level of prophage induction by the effect of
UV-radiation or thymine starvation. Hence, we can conclude that in
Salmonella typhimurium rwo SOS mediated functions, inhibition of res-
piration and induction of prophages, can be expressed independently,
and that, as a consequence, the bacterial SOS repair system present
a differential induction and expression. .

INTRODUCCIO

El tractament d'un cultiu del bacteri Escherichia coli amb agents
que interfereixen la replicacié normal de 'ADN (com ara la radiacié
ultraviolada, caréncia de timina, bleomicina, etc.) origina la induccié
d'un conjunt de funcions, denominat sistema de reparacié d’emergencia,
o sistema SOS, destinades a garantir la supervivéncia celular. La mani-
festacié d’aquestes funcions depen dels gens recA i lexA (GUDAS i PARDEE,
1975), aixi com d'una certa degradacié de I'’ADN afectat en la seva re-
plicacié (CrowL et al., 1978). Les principals funcions que es desencade-

* Article basat en la comunicacié presentada a la Sessié Ordinaria del 25 de

gener de 1979.



292 J. BARBE, R. GUERRERO

nen en aquestes condicions sén: la induccié de profags, la inhibicié de
la divisid, la inhibicié reversible de la respiracié cellular i un important
augment en la freqiiencia de mutagenesi.

Diferents teories (GupAs i ParDEE, 1975; WITKIN, 1976) han tractat
d’explicar el procés pel qual es desenvolupa I'expressié del sistema SOS.
Recentment, BAILONE et al. (1979) han proposat una hipodtesi basada en
els treballs de MoORAND et al. (1977) sobre l'estructura del producte del
gen recA (anomenat proteina X); aquesta teoria contempla el fet que
una part de les funcions regulades pel gen recA (funcions recombinato-
ries i de reparacié prereplicativa de 'ADN) sén constitutives, mentre
que una altra part (funcions dependents del sistema SOS) sén induibles.
Segons aquests autors, la proteina X té una zona funcional, regié A, que
actua com a estabilitzadora de les regions d’ADN de cadena senzilla que
es formen en els processos de reparacié constitutiva i de recombinacio.
En aquesta proteina hi ha també una altra zona, regié B, que té activitat
proteasica sobre una série de repressors geénics, degradant-los i perme-
tent l'expressié de les funcions induibles SOS. En condicions normals,
la proteina X forma amb el producte de lexA, un complex que reprimeix
la transcripcié del gen recA, a la vegada que inactiva la regié B de la
proteina X. Aix0 determinaria que el nivell d’aquesta darrera proteina
fos molt baix, si bé n’hi ha la quantitat suficient perque la regié A pugui
portar a terme les seves funcions constitutives. D’aquesta forma, quan
es produeix una alteracié estructural en I’ADN, tot impedint la replica-
ci6 normal d'aquest (fig. 1), la proteina recA acomplexada es combina
amb un efector (probablement algun producte de degracié de 1'ADN),
i es produeix un canvi alostéric i s’origina una nova conformacié (pro-
teina recAa). Aquesta proteina recAa tindria poca afinitat pel producte
lexA, la qual cosa comporta la dissociacié del complex recAa-lexA. El
segiient pas és l'activacié de l'activitat proteasica de la proteina recAa,
probablement per la interaccié6 amb aquesta d’alguna molécula d’ATP
(RoBERTS et al., 1978); aquest procés esta controlat negativament per
'accié del producte del gen infA. En aquest context, el fenotip dels mu-
tants lexA s’explicaria tot considerant que el producte génic correspo-
nent formaria amb la proteina X un complex no induible. En qualsevol
cas, aquest model no explica satisfactdoriament la seqiiéncia de fets ne-
cessaria per a l'expressié de totes les diferents funcions SOS.

En aquest punt, cal dir que si bé ha estat en Escherichia coli on s’ha
estudiat més a fons les funcions SOS, aquest sistema també es troba en
altres géneres, com ara Salmonella (Tokuno i GoucH 1978), Proteus
(HOFEMEISTER, 1977) i Bacillus (YASBIN, 1977).

En el present treball, s’ha estudiat un mutant de Salmonella typhi-
murium que és incapag¢ de portar a terme la inhibicié de la respiracié
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F16. 1. — Mode! per a l'expressio de les diferents funcions del sistema SOS en Esche-

richia coli mitjancant l'activacié de la proteina recA. recAa correspon a la forma

activada d'aquesta proteina, essent recAp la seva forma proteolitica. Vegeu l'expli-
cacidé en el text. (Modificat de BaiLoxE et al., 1979.)

cellular quan es tracta amb agents inductors del sistema SOS, els quals,
al contrari, desencadenen en el mateix mutant altres processos de l'es-
mentat sistema, com per exemple la induccid de profags. Aquest fet
ens permet afirmar que la induccidé del sistema SOS no és un fenomen
a tot o res, i que les seves funcions poden expressar-se diferencialment.

MATERIAL T METODES
Soques bacterianes i medis de cultiu i de dilucid utilitzats

Les soques de Salmonella typhimurium utilitzades es recullen en la
taula 1. Com a medi ric de cultiu s'utilitza LB, el qual té la segiient com-
posicié per litre d'aigua destillada: 10 g de triptona, 10 g de NaCl i 5 g
d’extracte de llevat. La composicié del medi minim AB, per litre, és: 2 g
de (NH,),SO,, 6 g de Na,HPO,, 3 g de KH,PO;, 3 g de NaCl, 4 g de MgClL,
11 mg de CaCl,, 11 mg de Na,S0, i 0,8 mg de FeCl;; la font de carboni fou
glucosa (0,2 % p/v); els nucleosids s’afegiren a una concentracié final
de 20 pg/ml. El medi solid fou preparat afegint agar (1,5 %) al medi de
cultiu liquid. La concentracié d'agar dels tubs utilitzats per al recompte
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de bacteriofags fou del 0,5 %. Les dilucions, tant dels bacteris com dels
bacteriofags, s'efectuaren en dissolucié salina Ringer 1/4.

Sensibilitat bacteriana a la radiacio ultraviolada

Es parti d'un cultiu bacteria que creixia en medi ric LB o minim AB
fins arribar a la fase exponencial, amb una concentracié aproximada
de 2-3x10% unitats formadores de colonies per millilitre (cfu/ml). En
aquest punt es prengueren 10 ml i es rentaren per centrifugaci6 a 5.000 X g
durant 10 minuts, resuspenent tot seguit el sediment en el mateix volum
de dissolucié Ringer. A continuacié es posaren 4 ml d’aquesta suspensié
en una placa de Petri de vidre i s'irradiaren a diferents temps amb un
tub germicida Sylvania G1578 de baixa pressié a una dosi constant
(0,5 Jm-?) fixada préviament amb un dosimetre Latarjet.:

Als temps desitjats es prengueren mostres i després de fer les dilu-
cions adients se sembraren en plaques d'agar minim suplementades
amb els requeriments corresponents per a cada cas, incubant seguida-
ment a 37° C durant dos dies.

Determinacié de la inhibicid de la respiracic en bacteris

La inhibici6é de la respiracié d'un cultiu bacteria pot ésser determi-
nada tractant aquest cultiu amb detergents, com el dodecil sulfat de
sodi (SDS) o Tritonx 100 (SWENSON i SCHELEY, 1974); aquests detergents
provoquen la lisi de les célules en les quals la respiracié ha cessat.
Aquest fenomen es detecta a nivell poblacional per un descens en la den-
sitat optica (absorbencia) del cultiu. En el nostre cas s’ha estudiat l'e-
fecte de la radiaci6é ultraviolada i de la bleomicina sobre la respiraci6
cellular,

A) Radiacié ultraviolada

Les soques bacterianes foren incubades en diferents medis de cultiu
(LB i AB), suplementats amb els requeriments necessaris, fins arribar a
una concentracié de 2-3x 108 cfu/ml. En aquest punt es prengueren 20 ml
del cultiu i se centrifugaren a 10.000x g durant 5 minuts, ressuspenent
el sediment en el mateix volum del medi AB. La suspensié bacteriana fou
dipositada en una placa de Petri de vidre de 20 cm de diametre i s'ir-
radia a la dosi desitjada. Immediatament després, es filtraren els 20 ml
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amb un filtre de membrana de 0,45 pm de porus, ressuspenent aquest fil-
tre en 20 ml del mateix medi que s’havia utilitzat préviament per al crei-
xement dels bacteris. A continuacid, es dividi el volum en dues parts
iguals, les quals es collocaren en dos flascons; un d'ells es tenia com a
control, en l'altre s'afegia SDS a la concentracio adient, incubant tot
seguit els dos a 37° C amb agitaci6. Periodicament es pregueren mostres
per a la determinacié de les variacions de I'absorbéncia dels cultius.

B) Bleomicina

Es parti d’un cultiu de les diferents soques en medi ric LB suplemen-
tat amb timidina. Quan la poblacié bacteriana arriba a una concentraci6
de 2-3x10* cfu/ml es prengueren dues aliquotes de 15 ml i es filtraren
parallelament sobre filtres de membrana Millipore de 0,45 pm de porus.
Seguidament, es ressuspengueren els filtres en dos flascons amb 15 ml de
medi LB més timidina, bleomicina a la concentraci6é desitjada i SDS en
un d’ells, tot mantenint l'altre com a control. A continuacié s'incubaren
a 37° C amb agitacio i s’anaven prenent mostres peridodicament per deter-
minar l'evolucié de l'absorbencia del cultiu.

Calcul de la concentracié d’ATP

Extraccié de 'ATP. — Per al calcul de la concentracié d’ATP es pre-
nien 2 ml de cultiu bacteria, congelant-se tot seguit a — 20 °C. Fou de
gran importancia efectuar aquesta operacié amb la maxima rapidesa per
evitar la degradacié de 'ATP, ja que aquest és un nucledtid molt labil.
L’extraccié de I'ATP es realitza afegint als 2 ml de la mostra, préviament
descongelada, 6 ml d’amortidor Tris-clorhidric, 25 mM a pH 7,5 en ebu-
llici6, deixant a continuacié la mostra a 95° C durant 3 minuts.

Quantificacié de la concentracié d'ATP.— L’ATP extret pot quantifi-
car-se mitjancant la reacci6é de bioluminiscéncia que produeix el complex
enzimatic luciferina-luciferasa, el qual reacciona amb aquest nucleotid
en preséncia de Mg?* i oxigen molecular, i déna lloc a un foté per cada
molécula d’ATP consumida, a pH neutre o alcali. El complex enzimatic
es prepara a partir d'un extracte liofilitzat de luciferina-luciferasa (Sigma
Chemical Co.), al qual s'afegiren 12,5 ml d’aigua destillada, 7,5 ml d'amor-
tidor arseniat 0,1 M, pH 7,75, i 5 ml de sulfat magnesic 0,005 M, pH 7,75.
Aquesta soluci6é fou incubada durant 6-7 hores a 23-28 °C, per eliminar
I'’ATP endogen de l'extracte i d’aquesta forma reduir I'activitat espontania
de l'enzim. A continuaci6, se centrifuga a 20.000xg durant 5 minuts, i
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el sobrenedant recollit es conserva sempre, a partir d’aquest moment,
a 4° C. La mesura de les mostres es realitzd colocant-ne 1 ml en un vial
de vidre al qual s’havia afegit 0,5 ml de Tris-clorhidric 25 mM, a pH 7,5,
per amortir la reaccié, i s'inserta immediatament en la cadena d’'un comp-
tador de radiactivitat Nuclear Chicago Unilux. Tot seguit s’afegi, a cada
vial, exactament 0,5 ml de la solucié enzimatica, s'agita suaument, i des-
prés de 30 segons des de l'injeccié de l'enzim es compta durant 20 se-
gons. Parallelament, es féu una corba patré d’ATP amb un marge de
concentracions entre 0,2 i 100 ng/ml. Aquesta corba patré s’efectud en
el mateix medi en el qual es trobaven les mostres.

Induccié del profag Z1

A) Induccié espontania. — Es partia d'un cultiu de les soques liso-
géniques en medi minim AB més els requeriments necessaris a 37° C.
A diferents temps es prengué 1 ml i se centrifuga a 8000 x g durant 5 mi-
nuts; posteriorment es recolli el sobrenedant i es calcula la concentracié
de fags presents, utilitzant com a soca indicadora Salmonella typhimu-
rium UAL. ’ ]

B) Induccic per la radiacid ultraviolada. — Es prengueren 10 ml d’'un
cultiu exponencial de les soques lisogéniques en medi AB amb els suple-
ments adients, centrifugant-los a 8000x g durant 5 minuts. El sediment
fou ressuspes en 5 ml de solucié salina Ringer. Després d’ésser irradiats
amb llum ultraviolada a la dosi adequada, es filtraren (0,45 pm), ressus-
penent el filtre en el mateix medi en el qual havien crescut préviament
els bacteris, i s’incubaren a continuacié a 37° C amb agitacié. Periddica-
ment es determina la concentracié de bacteriofags, com s’ha comentat
anteriorment.

C) Induccio per caréncia de timina. — D'un cultiu de les soques
lisogeniques en fase exponencial, en medi AB amb glucosa, uracil i timina
a 37° C, se'n prengueren 40 ml, filtrats i ressuspesos a continuacié en
40 ml del mateix medi perd sense timidina. A diferents temps, es pren-
gueren mostres per tal de calcular la concentracié de particules fagiques.
Després d'una hora, s'afegi timidina al cultiu a una concentracié de
20 pg/ml i es continuaren prenent mostres al llarg del temps.
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Fic. 2. — Sensibilitat de Salmonella typhimurium JL1205 multiplicada en diferents me-
dis de cultiu préviament a la irradiacié amb llum ultraviolada. Es representa el per-
centatge de supervivéncia en funcié de la dosi d'irradiacio.

Fi6. 3. — Sensibilitat de Salmonella typhimuriwm JL1302 multiplicada en diferents me-
dis de cultiu préviament a la irradiacié amb llum ultraviolada. Es representa el per-
centatge de supervivéncia en funcié de la dosi d'irradiacié.

RESULTATS

En les figures 2 i 3 es recullen les cinétiques d'inactivacié per la radia-
ci6é ultraviolada del mutant S. typhimurium JL1302, aixi com de la soca
paterna JL1205, multiplicades préviament les dues en medi minim AB
amb glucosa o glicerol i en medi LB. En primer lloc, es pot apreciar com
la sensibilitat de la soca JL1205 a la radiacié ultraviolada no és la ma-
teixa en tots els medis de cultiu. Aixi, aquesta soca ¢és més resistent a
la irradiacié quan creix en medi minim amb glucosa que si ha crescut
en medi LB o en medi AB amb glicerol. Aquestes dades concorden amb
les obtingudes per SWENSON i SCHENLEY (1970) en E. coli B/r, en el sentit
que el nivell de resisténcia a la radiacié ultraviolada esta influenciat pel
medi en el qual préviament s’han desenvolupat les céHules irradiades. Al
contrari, el mutant JL1302 presenta uns nivells de resisténcia molt simi-
lars en els tres medis de cultiu, essent aquest nivell superior en tots els
casos al qual s'observa en la soca paterna JL1205.
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Com que el mutant JL1302 presenta nivells similars de resisténcia a
la llum ultraviolada independentment del medi en el qual s’hagués des-
envolupat, i ja que aquest fenomen, que pertany al sistema de reparacié
SOS, esta influenciat per les condicions de creixement anteriors a la irra-
diacié (SWENSON, 1976), es cregué oportii estudiar la influéncia de la
radiacié ultraviolada sobre la inhibicié de la respiracié cellular de l'es-
mentat mutant. La inhibicié de la respiracié en les ce¢Hules irradiades
pot detectar-se tractant el cultiu amb els detergents Triton X 100 o SDS.
Aquests detergents, a concentracions baixes, tenen poca influéncia sobre
el creixement bacteria, pero si s'inhibeix la respiracié cellular amb KCN
i s’afegeix posteriorment SDS, les célules es tornen sensibles al deter-
gent, i aix0 determina un fort descens en I'absorbéncia del cultiu (figu-
ra 4). Hom no coneix amb exactitud les causes per les quals es produeix
aquesta vulnerabilitat de l]a membrana plasmatica de les ceéHules que no
respiren, si bé alguns autors (SWENsON, 1976) creuen que pot ésser degu-
da a un canvi en l'orientacié dels enzims respiratoris en la membrana.
En qualsevol cas, la radiacié ultraviolada no produeix cap tipus de lesi6
directa en la membrana, ja que mutants recA i lexA (gens dels quals
depen l'expressié del conjunt de funcions SOS) d’E. coli no aturen la
seva respiracié després d’ésser irradiats i, en consegiiéncia, no experi-
menten cap descens en l'absorbéncia del cultiu en ésser tractats amb
detergents.
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F16. 4. — Influéncia del SDS sobre Salmonella typhimurium UAl. Un cultiu en medi
LB es dividi en tres parts, afegint respectivament a cada una SDS a 1'l %, KCN
(0,0IM) i els dos productes a la vegada.
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Fic. 5. — Efecte del SDS sobre I'absorbéncia de tres cultius de Salmonella typhimu-
rium JL1205 en els medis LB i AB més glucosa o glicerol, després d'haver estat irra-
diats amb llum ultraviolada a una dosi de 75 Jm™.
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Fic. 6. — Efecte del SDS sobre l'absorbéncia de tres cultius de Salmonella typhimu-
riwm JL1302 en els medis LB i AB, més glucosa o glicerol, després d’haver estat
irradiats amb llum ultraviolada a una dosi de 75 Jm™2.
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Els resultats obtinguts en el nostre cas es troben en les figures 51 6.
S’hi aprecia que amb la soca JL1205, independentment del medi de cul-
tiu, es dona creixement fins aproximadament una hora després de la
irradiacié; en aquest moment s’atura el creixement en el cultiu sense
detergent, mentre que el cultiu tractat amb SDS experimenta un descens
en la seva absorbéncia, que arriba fins un 50 % passades tres hores. Con-
trariament, el mutant JL1302, si bé atura el seu creixement al mateix
temps, no experimenta practicament cap descens en l'absorbéncia del
cultiu tractat amb SDS. De tot aixd podem deduir que la soca JL1302
presenta després de la irradiacié una inhibicié de la respiracié conside-
rablement inferior a la de la soca paterna.

En funcio dels resultats exposats suara, es va creure oportu d'estudiar
la variacié de la concentracié del nucledtid ATP durant el creixement de
les poblacions irradiades. Amb aquesta finalitat, s'irradiaren dos cultius
exponencials de les soques JL1205 i JL1302 multiplicades préviament en
medi LB més els suplements adequats. Tot seguit, es collocaren els cul-
tius a 37° C en el mateix medi i es prengueren mostres periodicament
per a la determinacié de I'absorbéncia del cultiu, aixi com per al calcul
de la concentracié cellular d’ATP. Els resultats obtinguts, expressats com
a quantitat d’ATP per unitat d’absorbéncia a 550 nm, es recullen en la
figura 7. En aquesta figura hom pot observar que les dues soques pre-
senten un important augment en la concentracié d’ATP durant la primera
mitja hora després de la irradiaci6; passat aquest temps, la concentracié
d’ATP baixa considerablement, fins arribar a un 40 % del nivell inicial en
JL1205, mentre que en la soca JL1302 el descens és molt petit. El com-
portament de JL1205 pot explicar-se pel fet que, després de la irradiacio,
les ceHules bacterianes han de reparar I’ADN afectat, la qual cosa com-
porta irremediablement una important despesa d’ATP, tant perque és la
font de l'adenosina monofosfat com perque €s el donador d'energia per
a la polimeritzacié de tots els nucledtids. Aquest fet va acompanyat per
una important inhibicié de la respiracié celular en JL1205, la qual cosa
provoca que el nivell d’ATP d’aquesta soca baixi considerablement. Aixo,
lligat al que s’ha exposat anteriorment, origina una considerable disminu-
ci6é en el nivell d’ATP d’aquesta soca. Contrariament, la soca JL1302 té
una inhibici6 de la respiracié ceHular molt més petita, i aixd li permet
continuar sintetitzant ATP, i en consegiiéncia mantenir practicament
constant la seva concentracié després de I'important augment inicial.

Amb la finalitat de corroborar els resultats exposats fins ara, es cregué
oportu d'estudiar el comportament del mutant i de la soca paterna quan
les dues sén tractades amb un altre agent capag¢ d'induir les funcions
SOS. L’agent escollit fou la bleomicina. Aquest compost és un antibidtic
glucopeptidic produit per Streptomyces verticillus i que posseeix activi-
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F16. 7. — Evolucié al llarg del temps de la concentracio d'ATP per unitat d'absor-
béncia de dos cultius en medi LB de Salmonella typhimuricon JL1205 i JL1302 irra-
diats amb llum ultraviolada a una dosi de 75 Jm . Les linies continues representen

els mateixos parametres per a dos cultius no.irradiats d'aquestes soques.
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F16. 8. — Evolucié de la concentracié de céHules viables de dos cultius de Salmonella
typhimurium JL1302 i JL1205 en medi minim AB més glucosa, timidina i uracil en

ésser tractats amb bleomicina a una concentracié final de 20 pg/ml.
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tat antitumoral. L'efecte de la bleocimina sobre les ceHules bacterianes
consisteix en la produccié de trencaments en una de les dues cadenes
del genodfor bacteria, efecte que origina l'alliberament de I’ADN associat
a la membrana i la seva consegiient degradacid. Sembla ésser que aquests
trencaments no es produeixen a l'atzar, siné que es localitzen fonamen-
talment en seqiiéncies GC i GT de la mateixa cadena del genofor (Ta-
KESHITA et al., 1978), i en menor proporcié en regions TA. En el nostre
cas, es partia d'un cultiu de JL1205 o JL1302 en medi minim més glucosa
i els suplements adients. En arribar a la fase exponencial, el cultiu fou
dividit en dues aliquotes a les quals s’afegi bleomicina, i a una d’elles,
pero a l'altra no, se li administra SDS amb la finalitat d'estudiar l'evo-
lucié de la respiracié cellular del cultiu. Tot seguit, s'incubaren els cul-
tius a 37° C amb agitacié i es determina periodicament 'absorbéncia i
la concentracié de célules viables. En la figura 8 es pot comprovar com
la soca JL1302 posseeix una major resisténcia a la bleomicina que la
JL1205, tant en les dues primeres hores d’actuacié de l'antibiotic, en les
quals es posa de manifest un pendent més elevat, com després d’aquest
temps, quan es produeix una atenuacié del pendent. Aquestes dades

_____ JL1205 e----0 JL1205
I8 JL1505+505 o-=2J 112054505
a——a J| 1302 a—a ] 1302
c a—a J 1302+SDS % a—a]| 1302 +S0S
; 2
& 05 A==t} 9 5 s
N s B S
ST N 2 '."(/r}é“:- T
3 03f \ 5 034 o
-g tk"‘\. —Cgl b/‘ e o
A o"""'o.__‘ =
<02 ° 02
01| BLEOMICINA 200ug/ml 01| BLEOMICINA  20ug/ml
! 2 3 1 2 3
Temps (h) Temps (h)

Fic. 9. — Efecte de la bleomicina (20 jug/ml i 200 yg/ml) sobre la respiraci¢ cellular
de les soques JL1302 i JL1205 de Salmonella typhimurium.
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concorden amb els resultats expressats en la figura 9, en la qual es mos-
tra com el mutant experimenta una inhibicié considerablement menor
de la respiracio en comparacié amb la soca paterna, havent estat tracta-
des les dues amb bleomicina a unes concentracions de 20 pg i 200 pg/ml.

La inhibicié de la respiracié celular originada en impedir la repli-
caci¢ normal de I'ADN ¢és, com ja s’ha comentat, una funcié de I'anomenat
sistema de reparacié SOS. A causa de la manca de manifestacié d’aques-
ta funcié en el mutant JL1302, es cregué interessant estudiar I'expressio
d’algun altre procés SOS per tal d'esbrinar el tipus d'alteracié que pre-
senta la soca JL1302 en aquest sistema. Ja fa un cert temps (vegeu la
revisié de WITKIN, 1976) que hom coneix que la induccié de profags tant
per la radiacié ultravioclada com per la carencia de timina depenen del
gen recA, aixi com que pertanyen al conjunt de funcions SOS. A causa
d’aixd s'estudia la induccié del profag Z1, present en les soques JL1205
i JL1302, per efecte de dos tractaments: caréncia de timina i radiacio
ultraviolada. En la figura 10 es recullen les dades coresponents a la induc-
cié del bacteriofag Z1 per la caréncia de timina. Hom pot veure com el
nivell d’induccié augmenta unes 10 vegades en les dues soques. Contra-
riament, quan I'agent inductor és la llum ultraviolada (fig. 11) el nivell
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FiG. 10. — Induccio del bacteriofag Z1 per caréncia de timina durant 1 hora en Sal-

rionella typhimuritem JL1205, desenvolupant-se en medi minim AB glucosa (0,2 %),

uracil (10 pg/ml) i timidina (20 jug/ml). Els simbols negres (@, 4 ) representen la

induccid espontania en dos cultius d'aquestes soques que no varen ésser tractats
amb caréncia de timina.

Fi6. 11. — Induccio del bacteriofag Z1 per irradiacié amb llum ultraviolada de Sal-

monella typhimuricom JL1205 i JL1302 a una dosi de 75 Jm % Els simbols negres

(@, A) representen la induccio espontania en dos cultius no irradiats d'aquestes
soques.
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d’induccié és més gran en JL1302 (unes 10 vegades) que en JL1205 (aproxi-
madament 5 vegades) a una dosi de 75 Jm-2 Aixd pot ésser atribuit al
fet que en la soca JL1302 es produeix una disminucié menor que en
JL1205 en el nivell d’ATP després de la irradiacié amb llum ultraviolada,
fet que evidentment pot determinar una menor reduccié del metabolisme
de les cellules del mutant, i, en conseqiiéncia, una produccié més elevada
de particules fagiques.

Discussié

Al llarg d’aquest treball s’ha posat de manifest que la soca JL1302
no presenta una anullacié de l'expressié del conjunt de funcions SOS, ja
que si bé no és capag¢ de desencadenar la inhibicié de la respiracié celu-
lar, si que pot portar a terme la induccié de profags. Aquest fet permet
afirmar que les funcions. SOS poden manifestar-se diferencialment, és a
dir, la inhibicié de la replicacié de I'’ADN no té per qué induir totes les
diverses funcions d'aquest sistema de reparacié. Aquesta afirmacié es
veu recolzada pels resultats obtinguts per diferents grups d'investiga-
dors. Aixi, SWENSON i SCHENLY (1978) han demostrat que el compost
antipaina, un oligopeptid inhibidor de les proteases, és capa¢ d'impedir,
després de la irradiacié amb llum ultraviolada, la formacié de filaments
i la induccié de profags en un cultiu d’E. coli lisogénica pel bacteridfag
Lambda, si bé aquest mateix producte no elimina la inhibicié de la res-
piracié cellular en les mateixes condicions. Relacionat amb aixo, HuT-
CHINSON i STEIN (1980) han trobat que la caréncia de timina és incapag
de produir mutageénesi de bacteriofags, si bé provoca la induccié del
cicle virulent. Aquestes dades concorden amb els resultats obtinguts en
el nostre laboratori, segons els quals la caréncia de timina tampoc no
comporta la inhibicié de la respiracié celular. Una possible causa d’a-
quest fenomen pot radicar en la naturalesa molecular dels factors del
sistema SOS. Aquests efectors sembla que sén productes residuals de la
degradaci6é de I'’ADN per exonucleases com la codificada pels gens recBC,
i que es produeixen en les forques de replicacié de 'ADN afectat per
lesions que impossibiliten la continuacié normal de la replicacié. Segons
aix0, les diferents funcions SOS s’expressarien en relacié amb el grau
de degradacié del cromosoma. Aixi, OISHI et al. (1978) han demostrat
I'existencia d'una correlacié entre el temps necessari per a la inactivaci6
del repressor del bacteriofag Lambda i la importancia de la degradacié
de I'’ADN originada pel tractament inductor del sistema SOS.

Un altre aspecte important de la induccié del sistema SOS és la in-
fluéncia que el nucledotid AMP ciclic té sobre diferents funcions de l'es-
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mentat sistema. Aquest nucleotid regula la decisié entre lisi o lisogénia
quan un bacteriofag infecta una cellula, atés que esta sota el seu control
la sintesi del repressor de les funcions litiques del bacteriofag. Igualment,
SWENSON ef al. (1978) han demostrat que la inhibicié de la respiracio
cellular dependent del sistema SOS esta regulada per '’AMP ciclic, encara
que hom no coneix el mecanisme pel qual es produeix aquesta regu-
lacié. Cal dir, finalment, que el mutant JL1302 presenta importants alte-
racions en el metabolisme de I'AMP ciclic pel fet de tenir desregulat el
mecanisme de control de la sintesi d’aquest nucleotid.

En qualsevol cas, les relacions existents entre les diferents funcions
SOS i els seus processos d'expressio estan encara molt lluny d’ésser co-
negudes amb exactitud. Aquest fet, sens dubte, és una conseqiiencia logica
de la complexitat i de la importancia que aquest sistema de reparacio
té per a la supervivencia bacteriana enfront dels agents que actuen sobre
el seu ADN.

Taura 1. — Soques de Salmonella typhimurium utilitzades en el present treball

Soca Genotip Fenotip Procedéncia
UAI1 (LT2-JL1) —_— Salvatge J. L. INGRAHAM 2
JL1205 pyrC 1502% cdd9 Ura Thy Tpp J. L. INGRAHAM

cod 8 tpp 1 udp 11  Lisogena bacteriofag
thy 1388 (Z1) Z1
JL1302 pyrC 1502 cdd9 Ura Thy Tpp~ R. GUERRERO

cod 8 tpp 1 udp 11 Tmf Lisogena
thy 1388 tmf< (Z1) Bacteriofag Z1

a. J. L. IncraHAM, Department of Bacteriology, Universitat California, USA.

pyrC 1502 és una mutacid sensible a la temperatura que confereix auxotrofia per l'uracil a 44e C.

c. fmf és la mutacié (ns) que determina el fenotip de JL1302 diferenciat de la soca progenitora
JL1205.

o
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