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Resumen

El genoma de la bacteria Escherichia coli se encuentra superensollado negativamente.
El nivel de superenrollamiento del DNA (SE) se modifica en respuesta a diversos
estimulos del medio, como son un aumento en la temperatura, en la osmolaridad o un
ayuno nutricional. Este nivel esta determinado por las topoisomerasas [ y I (girasa).

En este trabajo se estudiaron en E. coli K12, los cambios en ¢l nivel de SE en la fase
estacionaria de crecimiento (FS) y en la recuperacion del crecimiento al afiadir nutrientes
al medio.

Durante la FS, en un medio de pH constante, la cinética de SE de un plasmido
reportero disminuye hacia un estado relajado, mientras que en un medio rico de pH
creciente, los plasmidos se relajan en la FS temprana y después una parte de estos adquiere
SE negativo.

En el reinicio del crecimiento en las células en FS, la recuperacion del nivel de SE en
medio con pH constante, es casi instantinea; mientras que en pH no controlado tarda mas
de 80 minutos.

En las células en FS a pH constante, la recuperacién del SE no depende de la
transcripcion ni de la traduccidn. Si se afiade un inhibidor de girasa en el momento que se
reinicia el crecimiento esta recuperacion no se presenta.

Estos resultados sugieren que en esta FS la girasa esta presente y recipera su actividad
al afladirse nutrientes al medio.

Las células en FS que reinician el crecimiento en medio rico con pH constante o pH
creciente, inician la sintesis de DNA y la division celular en tiempos similares: 3¢ minutos
y 60 minutos, respectivamente.

Los resultados de este trabajo muestran que el pH es una variable importante que
influye en la cinética de los cambios de SE y en la recuperacion del mismo al salir de la
F8; sin embargo, es un parametro que no influye en la capacidad celular de reiniciar la
replicacidon del DNA y la division celular.
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Introduccién

E! interés del presente trabajo es profundizar en el estudio del papel de la
topoisomerasa II (girasa) en los cambios en el grado de SE del DNA en la FS de
crecimiento y en el reinicio del crecimiento celular al afiadir nuevamente nutrientes al
medio. Por ello, a continuacién se presenta una revision sobre SE de DNA y
topoisomerasas det DNA, asi como de las principales caracteristicas de la FS y de los

cambios en el nivel de SE durante esta fase.

Superenrollamiento del DNA y tipos de superenrollamiento.

El cromosoma de Escherichia coli esth formado por 4.6x10° pares de bases y mide
aproximadamente 1 mm. Esta molécula es mil veces mas larga que la longitud total de la
célula, de ahi que existan ciertas estrategias para lograr que una molécula tan grande ocupe
un velumen muy pequeiio y ademés que pueda llevar a cabo eficientemente sus funciones
metabélicas.

Existen dos formas para compactar al DNA, la primera es mediante la ayuda de
proteinas basicas tipo histona alrededor de las cuales la doble hélice se enrolla, lo que
provoca zonas de torsion. Este tipo de superenroilamicnto asistido se denomina toroidal
(Goémez y Camacho, 1995 b).

En las células eucariontes, pricticamente todo el SE es toroidal, En estas células,
aproximadamente 146 pares de bases (pb) se enrollan alrededor de un octimero de
proteinas basicas llamadas histonas y forman o que se conece como nucleosoma. Los
nucleosomas se conectan por medio de la histona H1 formando un cromatosoma, éstos se
organizan en grupos de¢ seis y forman estructuras espirales de 30 nm de diametro,
conocidas como solenoides en cuyo centro quedan las histonas H1. Los solenoides se
compactan para formar a las fibras de cromatina y éstas, a su vez, a los cromosomas

(Lodish et al. 1997)
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En los procariontes no existen estructuras con una organizacion definida como los
nucleosomas. Sin embargo, se propone que e} DNA forma una estructura celular compacta
que se denomina nucleoide y que contiene ademds proteinas y RNA .

El DNA en el nucleoide esta organizado en aproximadamente 32 asas de SE negativo.
El nimero de asas puede variar dependiendo de las condiciones del medio y en cada asa
pueden haber uno o mas topodominios; es decir, zonas de superenrollamiento restringido
(Gémez y Camacho, 1995 a).

Las principales proteinas presentes en el nucleoide son: HU (heat unstable nucleoid
protein), H-NS (histone-like nucleoid structuring protein), IHF (integration host factor), Fis
(factor for invertion gtimulation) y en menor cantidad: CbpA (curved DNA binding protein
A), CbpB (curved DNA binding protein B) y Hfg (host factor for phage Qp) (Ishihama,
1999).

HU es un heterodimero formado por una subunidad HU-1 y una HU-2, se encuentra en
alto nimero de copias, tal que si se une cada 200 pb pue;ie cubrir todo el genoma
bacteriano, /n vitro forma estructuras parecidas al collar de perlas de nucleosornas. Durante
el inicio de Ia replicacién facilita la unién y doblaje del DNA alrededor de un nicleo de
mondmeros de DnaA {(Gémez y Camacho, 1995 a).

H-NS es una proteina neutra de 15.5 kDa que se une preferentemente a zonas de DNA
curvo ricas en AT. Esta proteina influye en el grado de superhelicidad negativa, reprime la
expresion de muchos genes de funciones no relacionadas y cuando estd presenic en
grandes concentraciones puede compactar al DNA (Barth et al. 1995).

IHF se une a secuencias especificas durante la integracion y excision del genoma de A
al cromosoma y participa también en la regulacién de la expresion de muchos genes
(Lewin, 1997).

Fis es un homodimero de 98 aminodcidos e interviene en la inversién sitio-especifica
de DNA y en la activacién de varios genes. La concentracion celular de esta proteina
disminuye en la FS y se incrementa al recuperarse el crecimiento para entrar a la fase
exponencial (FE), por lo que s¢ sugiere que contribuye a modular la dinAmica cromosomal
durante estas fases (Schneider et al. 1997).

En el nucleoide ademés de estas proteinas, durante la replicacion y la transcripcion

estin presentes tas DNA polimerasas, RNA polimerasas y topoisomerasas.
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La segunda forma de compactar al DNA es mediante la accién de un tipo de proteinas
llamadas topoisomerasas del DNA, las cuales son capaces, mediante reacciones de corte,
rotacién y ligacién de cadenas, de modificar la topologia del DNA.

Imaginemos una molécula de DNA circular y cerrada que reposa sobre un plano; si
esta molécula es cortada, rotada y vuelta a unir, el resultado serd que ahora sale del plano
¥a que se introdujo cierta tensidn en la hélice y la molécula lo compensé girando en el
espacio.

Si ahora se corta la molécula enrolada y se vuelve a unir después de ser liberada la
tensidn, la molécula regresard a su conformacién original. A este tipo de SE de la molécula
sobre si misma se le llama plectonémico.

La topologia de una molécula circular cerrada puede describirse mediante 1a siguiente

relacion:

Wr=Lk-Tw

Donde W, (writhe number) expresa lo que conocemos como SE y representa el niimero
de veces que el DNA gira sobre si mismo formando una superhélice. En una molécula
completamente relajada este nimero es igual a cero.

T, (twist number) es el nimero de vueltas de la hélice en su conformacion nativa
cuando ¢sta se restringe a ocupar un solo plano. Ty, es dependiente del nimero de bases por
vuelta de la hélice; por ejemplo, en el caso del DNA-B es igual al nimero de bases de la
molécula entre diez.

Ly (linking number) es el mimero de veces que una hebra de DNA pasa sobre otra en
una molécula de DNA superenrollado. Este nimero es igual a T, en una molécula relajada
(Reece y Maxwell, 1991).

En una molécula superenrollada ¢l valor de L; puede incrementarse o disminuir
dependiendo si la vuelta introducida fue positiva o negativa.

Lo anterior se explica en la figura I, tomando como ejemplo una molécula que tiene
340 pares de bases:



f) W, = (@1
| © =g
T = 39
< ®
) 340
fal=]
w, = 1
wr=29 & % o> Ly =33
Ly =34 Tw—34
Tw—34 @
(a) (b) (c)

Fig 1. Cambios en la topologia de una molécula de DNA circular cerrada. a) la molécula de
DNA esté relajada y reposa sobre un plano, b) las dos cadenas de 1a molécula son cortadas y un
exiremo se gira ya sea hacia la direccion de 1a hélice, enrollamiento positivo; o en la direccién
contraria, enrollamiento negativo, ¢) las moléculas se vuelven a cerrar, saliendo del plano y
adquiriendo una vuelta positiva o negativa (Gémez y Camacho, 1995 b).

El nivel de SE plectonémico del DNA depende principalmente de la actividad de
enzimas llamadas topoisomerasas. E. coli tiene dos tipos de topoisomerasas: 1 y 1I. En las
tipo 1 se encuentran las topoisomerasas Topl y Toplll y en las tipo I la topoisomerasa Il o
girasa y la TopIV.
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Topoisomerasas tipo L

Las topoisomerasas tipo I son endonucleasas monoméricas que requieren iones
magnesio, no requieren ATP y sélo cortan una cadena de DNA de tal forma que la otra
pasa libremente a través del corte, relajando progresivamente la molécula. Estas enzimas
relajan s6lo DNA enrollado negativamente, ¢ incrementan el valor de L en una unidad por
ciclo de reaccién (Gémez y Camacho, 1995 a). La topoisomerasa | 6 Topl codificada por
el gene topA y la topoisomerasa TopllI codificada por topB pertenecen a esta clasificacion
¥ en particular a la subfamilia IA.

Las topoisomerasas IA se caracterizan por formar un enlace covalente con una tirosina
y el extremo 5° del DNA durante la catilisis, Las topisomerasa 11 de eucariontes y la
girasa reversa de bacterias y archeas pertenecen a esta familia.

A la subfamilia IB pertenecen la topoisomerasa I de eucarjontes y la topoisomerasa [V
de archeas, las cuales se unen al extremo 3’ del DNA (Berger, 1998).

La Topl es una proteina de 102 kDa, su seccién N-terminal (residuo 2 al 590) tiene una
forma de cilindro plano de dimensiones 70x45x95 A La regidn central esta cubierta por un
arco y cubre una cavidad central de aproximadamente 27 A. Esta parte esta formada por 4
dominios. Los dos primeros estin formados por 4 hojas B-plegadas en paralelo conectadas
por varias a-hélices, los dominios I y TV estén formados por a-hélices y dominios hélice-
vuelta-hélice.

El sitio activo Tyr-319 reside en el dominio I casi completamente tapado por los
otros dominios. El dominio ITl contiene muchos amino4cidos ampliamente conservados,
los cuales forman una red unida por puentes de hidrégeno. El calculo electrostitico de esta
estructura mostré que la cavidad central estd cargada positivamente (Berger, 1998).

El fragmento C-terminal, fue resuelto por NMR, consta de un solo dominio que mide
25x30x35 A y se pliega en dos hojas P-plegadas antiparalelas cuyas superficies interiores
soportan 2 a-hélices que forman zonas hidrofébicas.

La molécula entera tiene la forma de un plato con tenaza, donde la base del plato Ia
forman los dominios 1 y IV, y Ia tenaza o arco mévil los dominios I y IN (Fig 2, a). El
arco esta anclado al dominio I'V y sc conecta reversiblemente a través del ITT al [
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Cuando e! arco esta abierto, es posible que una hebra sencilla de DNA entre hasta la
cavidad de la molécula donde sera atacada por el sitio activo, el arco se abre pero para
entonces tiene unido el fragmento de DNA que acaba de cortar (Fig 2, b-d).
Una segunda hebra de DNA puede entonces entrar a la cavidad y pasar a través del
corte (Fig 2, ¢). El arco se vuelve a cerrar uniendo el fragmento cortado (Fig 2, f).
Posteriormente se disocian enzima y DNA (Fig 2, g-h). Es asi como la Topl puede relajar
" moléculas de DNA superenrollado.

)

Fig 2. Mecanismo de accion de Topl, 1) dominios de la Topl, b-d) la conformacién de la
enzima permite que una hebra de DNA Ppase hasta el sitio activo en donde es cortada, e) Ia
segunda hebra pasa através del corte, f-h) 1a hebra cortada se vuelve a unir y lg enzimg se
disocia de la doble hélice. (Modificado de Berger,1998),

La Toplll es una proteina de 75kDa de actividad parecida a Topl, se encuentra en 10
copias por célula. Ademds de magnesio también requiere potasio para funcionar, es mas
eficiente a altas temperaturas (Gomez y Camacho, 1995 b) y presenta un porcentaje de
identidad de 24% con respecto al sitio activo-tirosina de Ia Topl.
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En los organismos eucariontes existe una topoisomerasa 1 que tiene la particularidad de
relajar tanto vueltas positivas como negativas. Tal vez la razon por la cual las
topoisomerasas de bacterias s6lo relajan vueltas negativas es porque las regiones de hebra
sencilla, hacia las cuales la Topl ticne mayor afinidad, se generan solamente cuando el
DNA se enrolla negativamente.

Las topoisomerasas I de los eucariontes se unen transitoriamente al extremo 3° del
DNA y relajan DNA enrollado positiva y negativamente, de tal forma que no se encuentran
mecanisticamente  relacionadas con las de las bacterias. Tampoco s¢ encuentran
relacionadas filogenéticamente, tal como muestra la total ausencia de similitud de sus
secuencias de aminodcidos (Forterre y Elie, 1993).

Una representante atipica de las topoisomerasas tipo 1 es la girasa reversa, que se
encuentra presente en las archeas. Esta es una proteina de 143 kDa cuya region C-terminal
es parecida a las topoisomerasas tipo I de las bacterias, mientras que la regién N-terminal
es diferente a cualquier otra, ya sea de bacterias o eucariontes y es més parecida a una
helicasa. Esta regién presenta un dominio de unién a ATP y amino#cidos muy parecidos y
en los mismos sitios que los de helicasas de RNA y DNA.

La particularidad de esta enzima es la capacidad de introducir supervueltas positivas en
¢l DNA (Confalioneri et al. 1993). Se sugieren dos posibles modelos para explicar la
introduccidn de las vueltas positivas, uno dindmico y otro estatico.

En ¢l modelo dinimico, la accién combinada de una helicasa ATP-dependiente y una
topoisomerasa cldsica tipo 1 generan las supervueltas de la siguiente forma: la helicasa
genera 2 supervueltas, una positiva y otra negativa, mientras que la accién de
topoisomerasa I relaja s6lo la vuelta negativa, dejando de ese modo superenrollamiento
positivo.

En el modelo estitico, la actividad de helicasa ticne que genecrar primero zonas de
hebra sencilla necesarias para iniciar la reaccién, posteriormente el resto de la enzima
enrolla al DNA sin necesidad de moverse a lo largo de la molécula.

Después de analizar la distribucién de esta enzima tanto en archeas como en bacterias,
se sugiere que su funcién puede ser el mantener al DNA en una conformacién apropiada a

altas temperaturas, ya que los organismos que la poseen son hipertermofilicos,




Topoisomerasas tipo IT.

Las topoisomerasas tipo Il son enzimas multiméricas, cortan ambas cadenas de DNA
en una reaccion acoplada a la unién e hidrélisis de ATP .

Todas la topoisomerasas tipo II de eucariontes y procariontes pertenecen a la misma
familia, Las enzimas eucariénticas son dimeros y las procaridnticas tetrdmeros. Las partes
amino y carboxilo terminal de las enzimas eucarionticas son homélogas a la subunidad B y
A respectivamente de la top II de procarionte (Berger et al. 1996).

En los eucariontes el SE negativo se da casi completamente por ¢l enrollamiento del
DNA a los nucleosomas, no se detecta tensidn libre fuera de estas estructuras.

La ToplV y la Topll o girasa son topoisomerasas tipo Il de E. coli, ésta Gltima es la
Unica enzima capaz de introducir vueltas negativas en el DNA (Reece y Maxwell, 1993).

La girasa es un heterodimero A;B; de 400 kDa codificada por los genes gyr4 y gvrB.

La regién N-terminal de la subunidad GyrB esta compuesta por 4 hojas B-plegadas y 4
a-hélices, la dltima hélice se proyecta fuera de esta regién y contiene el sitio de unién de
ATP y a los compuestos cumarinicos, como la novobiocina, clorobiocina y cumermicina
Al. Esta subunidad se dimeriza en respuesta a la unién con los nucleétidos.

El dimero cuyas dimensiones son 75x70x50 A, esta formado por dos dominios que
encierran una cavidad de 20A de didmetro, 1a cual presenta cargas electrostiticas positivas,
mientras que el resto de la molécula esta cargada negativamente (Berger, 1998).

El fragmento C-terminal es la regioén que interacciona con el DNA y con el dimero de
GyrA.

La subunidad A es la responsable del corte y reunién de las cadenas. El analisis
cristalogrifico de la estructura de este dimero revela la presencia de una cavidad de
aproximadamente 20A que podria estar implicada en el acomodo del duplex durante el
intercambio de las cadenas.

El dimero tiene dimensiones de 100x100x40 A, los monémeros se contactan por
medio de un dominio parecido al de las proteinas CRP (cAMP receptor protein), el sitio
activo Tyr-122 estd cerca del dominio CRP del siguiente monémero (Berger, 1998).
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El fragmento N-terminat es el que posee la actividad de nucleasa y ligasa del DNA y
es ¢l sitio de unién a las quinolonas, como el dcido nalidixico, la norfloxacina, el 4cido
oxolinico y la cipoflaxina.

El fragmento C-terminal confiere estabilidad al compleje vy por si solo induce
superenrollamiento positivo del DNA (Hsieh, 1992).

La intreduccion de supervueltas negativas en la molécula se da de la siguiente forma:

Durante el corte de las cadenas, un par de tirosinas de la proteina atacan lados opuestos
de Ia hélice y s¢ unen covalentemente al extremo 5° del DNA por medio de un enlace
fosfo-tirosina,

Como se menciond, al interactuar con el DNA, girasa puede provocar enrollamiento
toroidal positivo. Cuando se une at DNA forma un complejo en el cual 120 pb se enrollan
alrededor de la enzima, lo que genera la introduccién de una supervuelta positiva.
Posteriormente se cortan las cadenas del DNA (Reece y Maxwell, 1993).

Cada uno de los dimeros de girasa pueden ser vistos como un par de mandibulas
conectadas entre si. Los orificios internos permiten el alojamiento momentaneo del duplex
cortado, al mismo tiempo lo sujcta para pasar a través de éste al segundo duplex. Lo
anterior provoca la introduccién de una vuelta negativa.

Cuando la girasa se disocia del DNA, después de haber ligado el duplex cortado, el
resultado final es que se introducen dos vueltas negativas, debido a que la vuelta positiva
toroidal se transforma en una plectonémica negativa.

La hidrélisis de ATP se requiere para un cambio conformacional del tetrdmero que le
permite disociarse del complejo e iniciar un nuevo ciclo de reaccién. Se requieren 2
moléculas de ATP por ciclo de reaccién,

Cada ciclo de reaccién de la girasa disminuye el valor de L en dos unidades.

En la figura 3 se muestra este mecanismo:
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Fig 3. Mecanismo de acci6n de la girasa, a) introduccidn de una vuelta toroidal positiva, b) corte
del duplex, c) otra zona del duplex pasa a través del corte, d) el corte se une y la enzima se
disocia, ¢) introduccién de dos supervueltas negativas (Gomez y Camacho, 1995 b).

La topoisomerasa IV es una enzima de 75 kDa codificada por los genes parC y parE.
Las protefnas ParC y ParE muestran una identidad del 40% con respecto a las proteinas
GyrA y GyrB, respectivamente.

Esta enzima también corta las dos hebras del DNA y requiere de ATP, sin embargo es
incapaz de introducir supervueltas en la molécula,
Su funcidn in vive es desencadenar los cromosomas hijos, aunque también la Topll

puede hacerlo. Las cepas sobreproductoras de TopIV pueden suplir la falta de Topl
{Gomez y Camacho,1995 b).
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El Superenrollamiento del DNA y la vida celular.

En E. coli el nivel de SE esta regulado principalmente p;or el balance de las actividades
de la Topl y la girasa. Una mutacion en topA4 que inactive parcialmente a la Topl produce
un nivel de SE mayor al normal, éste puede ser tan grande que provoque un armresto del
crecimiento celular. El regreso a un nivel normal de SE puede darse entonces si se genera
una mutacién compensatoria en los genes de la girasa (Drlica, 1984).

El grado de SE del DNA es importante para llevar a cabo diversas actividades de Ia
célula. Por ejemplo, durante la replicacion la separacion de las dos hebras de DNA genera
supervueltas positivas y negativas hacia adelante y hacia atrds de la horquilla de
replicacién, la funcién de la girasa en este caso, es mantener una tension helicoidal tal que
elimine las barreras topologicas creadas por el movimiento de las horquillas. Si no
existiera una proteina capaz de liberar Ia tensién, en genomas circutares, ésta se acumularia
hasta el punto en que la replicacion ro pudiera avanzar mas.

Por otro lado, la tensién helicoidal contribuye energéticamente a la separacion de las
hebras. Ademas, muchas de las proteinas que intervienen en el inicio de la replicacion
requieren de un substrato superenrollado (Drlica, 1984).

Se sugiere que girasa puede estar implicada en el inicio de la replicacién debido a su
mayor afinidad por zonas de DNA relajado, como por ¢jemplo cuando se abre la horquilla.

Un estudio fisioldgico mostré que una mutante en girasa temperatura-sensible,
incubada a la temperatura restrictiva, presenta niveles reducidos de sintesis de DNA, pero
no muestra decremento en ¢l nivel de elongacién, por lo que se concluye que la iniciacion
cs la que se ve blogueada en estas condiciones (Drlica, 1984).

Después de completar un ciclo de replicacion se generan cromosomas encadenados.
Una segregacion adecuada de éstos, requiere de una actividad decatenadora especifica la
cual es llevada a cabo por la ToplV.

Ademas de la replicacion, la recombinacién y la reparacién del DNA también
requicren de uma topologia adecuada para llevarse a cabo. Por cjemplo, en la
recombinacién sitio-especifica, para la resolucién de cointegrados, se ha identificado una
actividad de topoisomerasa en la resolvasa del transposén Tn3 (Drlica, 1984). La
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recombinacion de plasmidos dependiente de RecA disminuye en presencia de inhibidores
de girasa. La integracion de A al cromosoma y la recombinacién después de la conjugacién
se ven reducidas en mutantes gyrB. En éstas también se reduce la reparacion inducida por
radiacién UV en unos casos y en otros baja la sensibilidad a esta radiacién,

Las mutantes en fopd incrementan su sensibilidad a los rayos UV. No se ha
determinado si estos efectos son debidos a la alteracién de la expresién de los genes
involucrados en la reparacién o si el DNA en estas condiciones no es un buen sustrato para

las enzimas de reparacién (Drlica, 1984).

El nivel de SE es importante ademas para la transcripcién de algunos genes, por
ejemplo, topA, el operdn de teraciclina, #rp y el IRNA se transcriben maés eficientemente
cuando el DNA esta superenrollado y gwrd y, gyrB y lacZ-UVS5 cuando el DNA esta
relajado. Existen también genes que sc¢ expresan de igual forma en DNA enrollado o
relajado como bla, thr4, el gene que codifica para la amilasa y para la homoserin-
deshidrogenasa (Drlica, 1984).

En el caso del DNA del bacteriofago A un incremento en su superenroilamiento
aumenta el nivel de sintesis de RNA, ya que se activan algunos promotores que no son
usados cuando ¢l DNA estd en forma lineal (Drlica, 1984).

Se sabe también que muchos factores ambientales modifican la topologia del DNA.

Las respuestas celulares a cambios en el medio estin generalmente acompafiadas de
cambios en ¢l nivel de SE. Por ejemplo, los plasmidos aislados de células que crecian a
37°C estaban més enrollados qgue en células creciendo a 17°C y durante un choque caldrico
(de 37°C a 42-50°C) el SE de un plasmido reportero primeroc disminuye y luego se
incrementa {Camacho et al. 1995)

Cuando la osmolaridad del medio aumenta, el SE también se incrementa y el operén
prol se expresa més. Este operén codifica para un un sistema de transporte glicina-
betaina, esta sustancia no sélo ayuda a balancear la osmolaridad y restablecer la turgencia
sino que también sirve como protector de proteinas ante la fuerza idmica alta. La
sensibilidad de proU con respecto a los cambios de SE lo muestran las mutantes topA
quienes simulan el efecto de un aumento en la osmolaridad. Los inhibidores de girasa y las

mutaciones gyr también reducen la expresion de este operédn (Higgins et al. 1988).
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Otro ejemplo de que los cambios en Ias condiciones de crecimiento celular modifican
el nivel del SE y la expresién de algunos genes, es la relacidén entre anaerobiosis y la
expresion del gene fonB. El gene tonB, cuya funcion precisa se desconoce, sintetiza una
proteina que es importante para procesos de acople de energia en la membrana externa.
Durante la anaercbiosis, el SE del DNA se incrementa y la expresién de (onB disminuye.
Por medio del estudio de la actividad de P-galactosidasa de fusiones tonB-lacZ se
cotrelaciond el aumento en la expresién de este gene con la disminucién del SE de un
plasmido en la FS en condiciones aerobicas (Dorman et al. 1988). Este e¢s uno de los
primeros trabajos donde se reporta que el nivel de SE disminuye en la FS,

A continuactén se expondrén los conocimientos que se tienen hasta ahora con respecto

a la fase estacionaria de crecimiento en Escherichia coli.

Fase estacionaria en Escherichia coli.

En lz naturaleza las bacterias tienen que enfrentarse a diversas condiciones
ambientales, la mayoria de las veces adversas, ya sea por la presencia de moléculas
extrafias en €l medio, cambios en la temperatura, falta de nutrientes, etc.

Esta (ltima, es una etapa frecuente en la vida de las bacterias, como lo sugicre la
presencia de sistemas de captacion eficiente de nutrientes y la capacidad de incrementar
ripidamente el volumen celular cuando estos reaparecen en el medio.

En el ciclo de vida de E. coli, las células llevan a cabo divisiones celulares continuas
hasta cl punto donde los nutrientes comienzan a agotarse, entonces las células disminuyen
su velocidad de crecimiento hasta que se detiene por completo y entran en lo que s¢ llama
fase estacionaria de crecimiento. En esta fase, las células cambian su metabolismo a uno de
menor costo energético y mayor resistencia celular para resistir el estrés nutricional y
permanecer viables hasta que las condiciones mejoren y puedan reiniciar el crecimiento.

El mecanismo mediante el cual las bacterias sensan su poblacion, en ingles ‘quorum
sensing’, es una forma de comunicacién célula-célula que les permite detectar la densidad

de su poblacién y regular genes especificos en respuesta a ciertos estimulos que generan
las mismas células (Withers y Nordstrom,1998).
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En general el mecanismo de ‘quorum sensing’ involucra la sintesis, secrecion y
deteccion de factores difusibles que se liberan al medio, los cuales regulan la transcripcion
de ciertos genes. El resultado es la alteracidn de las caracteristicas de la poblacion en
general. Por ejemplo, s¢ pueden regular diversos procesos fisioldgicos como la
bioluminiscencia, la sintesis de ciertos antibioticos, !a transferencia conjugativa de
plasmidos, la virulencia o bien la divisidn celular.

En E. coli se ha demostrado por experimentos de citometria de flujo que la iniciacién
de la replicacién cromosomal estd regulada por un factor extracelular producido al final de
la FE. E. coli y Salmonella typhimurium sintetizan una molécula que permite relacionar el
potencial metabélico del medio con la densidad celular del cultivo. La mixima secrecidn
de esta molécula se da en la mitad de 1a FE y se va degradando hacia la FS o bien cuando
1a glucosa del medio sc va acabando. Se sabe que esta molécula es una sefial de ‘quorum
sensing” ya que estimula el sistema detector 2 de Vibrio harveyi (Surette y Bassler, 1998).

Hasta hace poco tiempo los estudios en biologia molecular que tomaban como modelo
a E. coli s¢ habian hecho principalmente durante la FE, tal vez por el hecho de que como
las bacterias gram-negativas no se diferencian en esporas, la FS se consideraba una
variante de un estado de latencia.

Uno de los primeros trabajos con células en FS fue con respecto a la variacién en la
composicién de la pared celular, en 1a cual se vuelven abundantes lipoproteinas unidas
covalentemente y glicanos de cadenas mds cortas, lo que refuerza la pared y la hace menos
permeable (Pisabarro et al. 1985).En la FS, la superficie celular s¢ cubre por moléculas
hidrofébicas que favorecen la adhesién y la agregacién celular. Una de estas moléculas es
la proteina de adhesién ‘curli’ que forma una especie de fimbria con afinidad a tejidos de
fibronectina (Olsen et al. 1989).

La membrana celular se vuelve menos fluida, se incrementan fos lipopolisaciridos y
fos 4cidos grasos no saturados son convertidos a derivados ciclopropilados; mientras que
en la capa de mureina se incrementan los enlaces covalentes, lo que le da una mayor
adhesidn a la membrana externa (Goodrich et al. 1996)

Durante la FS las células se vuelven més compactas y esféricas, el volumen relativo y
la disposicion de los compartimentos celulares cambia, el citoplasma se condensa y el
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volumen del periplasma se incrementa, ademds la células acumulan compuestos
glicogenados y polifosfatados que proveen una reserva de nutrientes y energia .

Las unidades de 1a RNA polimerasa se fosforilan, hay una sintesis de ppGpp que junto
con los tRNA vacios producen scfiales de estrés nutricional. Se induce el sistema de
transporte glicina-betaina y la trehalosa se acumula en el citoplasma (Kolter et al. 1993).

Las células en FS presentan una mayor resistencia a otros tipos de estrés, como son el
oxidativo y el calérico (Jenkins et al. 1988). Estas células también son resistentes a altas
concentraciones de NaCl, agentes alquilantes, etanol, acetona, tolueno y deoxicolato
(Hengge-Aronis, 1996). Estas resistencias se pierden gradualmente cuando el crecimiento
se reinicia.

En general, la sintesis de proteinas es solo el 10% de la que se presenta en la fase
exponencial; esto se debe a la sintesis del factor RMF (ribosome modulation factor) ¢l cual
parece unirse a la subunidad 508 convirtiendo a los ribosomas en formas diméncas 1008
inhibiendo asi la unién aminoacil-tRNA al ribosoma. Este factor se sintetiza en
condiciones de crecimiento lento o de estrés nutricional (Wada et al. 1995). La
dimerizacién de los ribosomas posiblemente provee a las células con una poza que permite
el reinicio rpido del crecimiento al afiadirse nutnientes al medio.

La vida media de muchos RNA mensajeros aumenta en la FS y parece ser que existe
también un almacenamiento de los mismos, ya que al reiniciar el crecimiento, la sintesis de
proteinas no se ve afectada por la adicién de rifampicina (un inhibidor de la transcripcion)
al medio (Kolter et al. 1993).

Durante la FS el nucleoide se compacta y las proteinas que se asocian a éste durante la
FE se reemplazan casi en su totalidad por Dps ( DNA-binding protein from starved cells).
Esta proteina parece jugar un papel importantc para la proteccién del DNA, se une en
hexdmeros a manera de anillos que interaccionan conr la doble hélice formando una
estructura cristalina (Wolf et al. 1999). Las mutantes en este gene muestran una notoria
pérdida de resistencia al peréxido de hidrégeno, agente que causa dafios oxidativos en el
DNA (Almirén et al. 1992). Adicionalmente, en la FS prolongada CbpA (curved DNA
binding protein) aparece en niveles significativos (Ishihama, 1999} .

Por otro lado, en cuanto a los estudios a nivel genético en las células en FS, Gene y
colaboradores (1986) demostraron que durante ¢l estrés por falta de carbono existe una
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sintesis diferencial de al menos 30 polipéptidos Pex { postexponencial proteins), muchos
de estos péptidos no se sintetizan durante el crecimiento exponencial. Se sabe que las
proteinas que se sintetizan durante los primeros 30 minutos tienen un papel importante
para la supervivencia de la célula y las resistencias a los diferentes estrescs se atribuyen a
la sintesis de las proteinas Pex.

Asi se empezaron a estudiar los genes que se inducen durante un estrés por falta de

nutrientes hasta que se llegé a la deteccion del factor de regulacion sigma de laFS: g °,

Elreguléndec”

La identificacién del factor o* se dio gracias a! estudio previo de ciertos genes que
codificaban para funciones diferentes, nur katF y xhtd, Yy que mas tarde se supo que eran
alelos de un mismo gene. El primer alelo identificado fue nur (near ultraviolet resistance),
cuya funcién consiste en conferir resistencia a la radiacion UV cercana, Depués se
identificé katF , un gene que codifica para dos catalasas y cuya sintesis es dependiente de
la fase de crecimiento. Finalmente, el otro alelo, xA¢A, codifica para una exonucleasa II que
también s¢ requiere para la resistencia a los rayos UV. Paralelamente se estudiaren otros
genes relacionados con estrés nutricional como appA que codifica para la fosfatasa dcida y
confiere un fenotipo caracteristico en condiciones de estrés nutricional. Este gene también
se activa bajo condiciones de falta de fésforo y anaerobiosis.

En un intento por identificar los genes que se inducen durante la FS, se aislaron y
caracterizaron fusiones csi::lacZ (C-starvation induced). De éstas, estudié una con detalle,
csi2::lacZ, la cual se induce durante la entrada a la FS y es regulada negativamente por
cAMP. Las células que contenian esta fusién no producian glicégeno ni fosfatas acida, no
desarrollaban tolerancia al calor ni al H,0,, tampoco eran capaces de sintetizar por lo
menos 16 proteinas con respecto a su cepa isogénica y su sobrevivencia era menor al cabo
de periodos largos de ayuno (Lange y Hengge-Aronis, 1991 b).

La fusién se localizé en el minuto 59 del mapa gendmico, en el marco de lectura
abierta de katF. Posteriormente se mostré que las mutaciones katF::Tn/0 conferian

defectos pleiotrépicos muy similares a los descritos por csi-2lacZ
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Con base en estos datos y a la gran similitud de la secuencia del gene con los factores
sigma bacterianos se llego a la identificacion de un regulador central de la expresion génica
durante la FS: el factor o * 0 o™®, codificado por el gene rpoS, de 330 aminoicidos y 37.9
kDa.

Una vez identificado este nuevo factor de regulacion, se obtuvieron respuestas a
algunas preguntas, como el por qué las células se volvian més pequefias y de forma
esférica. La explicacion es que se induce el gene bold, que es dependiente de ¢ * y cuyo
producto es una proteina que incrementa la expresion de PBP6 (penicilin binding protein)
que tiene que ver con la formacion del septum (Lange y Hengge-Aronis, 1991 a).

Actualmente se han identificado aproximadamente 50 genes especificos de la FS
regulados por ¢ °, mediante estudios con mutantes defectuosas para sobrevivir en esta fase
(Ishihama, 1999). En geles de poliacridamida de dos dimensiones se detectaron alrededor
de 30 proteinas reguladas que se inducen a la entrada de la FS y que son importantes para
la sobrevivencia de la célula (Groat et al. 1986); sin embargo, la mayoria de los genes que
codifican para estas proteinas no se han identificado.

Los genes que ya s¢ identificaron codifican para proteinas con funciones diversas y no
relacionadas. En realidad no se sabe cuintos genes son regulados directa o indirectamente
por o *, lo que hace pensar que la regulacion se da en parte en forma de cascada; es decir,
o' activa genes que a su vez son reguladores de otros, constituyendo un sistema de
regulacion al que se le denomina el regutén de o *,

Si bien ¢® es el principal regulador de la FS, no es el tnico. Aproximadamente 20
proteinas se inducen ante la falta de carbono de manera independiente 2 ¢ *, Por ejemplo,
cstA quien codifica un sistema de transporte de péptidos es inducido por cAMP; DnaK,
GroEL y HtpG son proteinas inducidas por o durante la FS y los genes glgB y glaC,
implicados en la biosintesis del glicégeno son regulados por el producto de csrA {Kolter et
al. 1993).

En las tablas 1y 2 se muestran algunos genes que se inducen en la F$ que son
regulados por el factor 6 * o que se transcriben independientemente de o *

19



Genes dependientes de ¢ *

Gene Producto génico Funcién Posicién en el
mapa génico
(min)
Morfologia celular y
division
bolA Proteina reguladora Control de la sintesis de 10
PBPG
dacC PBP6 (D-alanina carbo-  Estabilizacién de péptido- 19
xi-peptidasa glicanos en F§
fisQAZ Proteinas de division Formacién de! septo 23
Celular
ficA Proteina reguladora Regulacion de genes de 74
division
asmB Lipoproteina Alteraciones de la 28
superficie celular
osmY Proteina periplasmica ? 29
proP Proteina Transporte de glicina y 93
de transporte glicina betaina
esgA Subunidad de Unibn a fibronectina 23
ia proteina curl
cfa Sintetasa Acidog grasos  Sintesis de acidos grasos
ciclopropilados i
fred Trehalasa periplismica Crecimiento en trehalosa 26
en medio de alta
osmolaridad
Multiresistencia
otsB Trehalosa-6-fosfatasa Sintesis de trehalosa 41
Trehalosa-5-gintetasa Osmoproteccion
Termotolesancia
csiD Proteina reguladora Termotolerancia 58
chpd Andlogo de Dnal Chaperona molecular ?
ecp-hirE Homdlogos de PapD y Termotolerancia 158
- PapC Osmatolerancia
‘emrdB Translocasa de membrana Resistencia miltiple =2 58
drogas
mcecABCDEF Varias proteinas Sintesis y secrecién de Plasmido
microcina C7
katf Catalasa HPII Resistencia a H;0; 37
katGG Catatasa HPI Resistencia a H;O, 89
Productos de
-almacenamiento
‘elgS . Glgs Sintesis de glicogeno 66
ook ) © Ppk Sintesis de polifosfatos
Regulacion génica y
configuracion del
nuclecide
aldB Aldehido deshidrogenasa ? 81
poxB Pinuvate oxidasa ? 19
app¥ Proteina reguladora Control de la_expresion 13
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de appABC

appABC Fosfatasa-acida, Metabolismo anaerobic 22
citocromo oxidasa
hyadBCDF Hidrogenasa [ Sistema de toma de 22
hidrogeno
@dB Deshidrogenasa Proteccion del DNA 95
dps ) Proteina de unida Proteccion del DNA 18
al DNA
xthd P Exonuclesa HI Resistencia 8 H:O» . 38
. " Reparacion del DNA
opd - Tepoisomerasa [ Relgjacién  de  DNA 28
" ’ superenrollado
dps . : Dps Proteccién y compagtaci- 18
. o 6n del DNA
chpA . . ChpA Protefiia de uaidon a DNA B
himD FR " " Subunided de THF Unién al DNA, -5 - o342
. o regulacion génica o
Funciones desconocidas . .
esiDE o -~ Proteinas de estrés de
pex - ULt UProteinas de 12 fase post-

Tabla 1. Resumen de: Goodrich ¢t al. 1996; Hengge-Aronis, 1996; Ishihama, 1997 y Lowen et al.
1998,
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Genes independientes de o *

Gene

Producto génico

Factor modulador
de ribosoma
H-NS

Subunidad ¢* de Ia

RNA polimerasa

Proteina del sistema estricto
ADP-glucosa
Pirofosforilasa

Glichgeno sintetasa
Fosforilasa

32

a

- Proteina de
- *de mewibrana extema
Microcina B17 y 6 pro-
. teinas adicionales

Funcién

Dimerizacién de ribosomas

Regulacién génica global
y organizecion ded cromosoma
Control de genes de FS y

- Regulacién génica global

Simtesis y degradacin de glicégeno

Controt de los genes de
estrés caldrico
?

Sintesis y exportacién de microci-
na B17 ¢ inmuriidad contra elfa -

Posicién en el
mapa génico
{min)

22

28

589

70
- 76

784
9

Plismido

Tabla 2. Modificada de Hengge- Aronis, 1996.




El gene rpoS y la regulacién de ¢ *.

El gene rpoS que codifica al factor o * se encuentra en el minuto 59, entre las
coordenadas 2885 y 2886 del mapa fisico, su direccién de transcripcion es al inverso de las
manecillas del reloj y forma parte de un operén junto con nipD, operon nipDrpo§, quien
codifica una lipoprotreina de formacion de pared celular,

Los dos promotores de nipD} contribuyen a la transcripcién de rpoS durante la FE; sin
embargo, €l principal transcrito comienza dentro de nipD. El promotor de este transcrito
exhibe una secuencia consenso muy parecida a la reconocida por ¢ 'C, la cual es reconocida
in vitro por ¢ *; a este promotor se le denomina rpoSp1.

E! andlisis de deleciones en fusiones rpoS::lacZ, mostrd que se¢ necesita casi 1 kb ric
arriba (regién 5’ antes de la region codificadora del gene) para su expresion (Lange y
Hengge-Aronis, 1994 b).

Una secuencia de terminacion de la transcripcién Rho-independiente se encuentra justo
rio abajo, regién 3 después de la regién codificadora del gene de rpoS.

La comparacién de la secuencia de aminozcidos de o * con otros factores sigma revela
una gran similitud con el factor & . Varios genes que son dependientes de ¢ * como bold
y xthA pueden ser transcritos in vitro por ¢ " (Hennge-Aronis, 1996). Debido a esto se
hizo un estudio en el cual se reemplazaron al azar secuencias desde —38 a -19 y asi se
definieron elementos  consenso  para el reconocimiento de  Eo™
CITGACAAA(n10)TGTGCTATAAa/CT, esta secuencia contiene a la secuencia consenso
para 6 " TTGACA(n17) TATAAT. Por ello se propone que la diferenciacién entre los
dos factores sigma debe ser mediada por la tolerancia a bases no consenso. La habilidad de

¢ * para unirse a secuencias subdptimas es mejor que la de ¢ 7° y aunado a la mayor
cantidad de ¢ * en la FS, da como resultado el incremento en la transcripcion de sus
promotores (Gaal et al. 1999),

También es posible que se requieran factores de regulacién adicionales; por ejemplo,
se mostrd que IHF se requiere para la transcripcion del promotor de dps en la FS, El
mismo promotor también se transcribe en FE en presencia de H,0, pero requiere de ¢ "y
de OxyR como activador (Altuvia et al. 1994).
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Se ha reportado competencia in vivo entre los factores sigma. En una mutante rpoS,
disminuye la expresion de muchos genes y se induce la de otros. Este dato sugiere que la
induccién sc debe a que, en ausencia de o *, otros sigmas aumentan su actividad. Otro dato
que apoya lo anterior es que la sobreproduccién de o 7 simula el efecto de la mutacion
rpoS (Farewell et al. 1998).

Por esta razén se piensa que durante la FS los factores sigma compiten por una
cantidad limitada de RNA polimerasa, la cual decrece aproximadamente 66% con respecto
a la FE, Ademis, el factor anti-c " designado también como Rsd (Regulator of sigma D)
se expresa en grandes niveles durante la transicion a la FS (Ishihama, 1999 ), lo que hace
que o * tenga menos competencia por o .

La actividad de o * estd regulada a nivel transcripcional, post-transcripcional y de
estabilidad de la proteina. La regulacién transcripcional de rpoS se da de manera negativa a
través de la interaccién con el complejo CRP<AMP. Los datos de fusiones
transcripcionales rpoS::lacZ en mutantes Acya muestran que la actividad p-galactosidasa
se reduce fuertemente al agregar cAMP al medio (Lange y Hengge-Aronis, 1994 a). En la
regién reguladora de rpoS se localiza una secuencia putativa de unién para CRP (Hengge-
Aronis, 1996).

La regulacién post-transcripcional de rpoS es muy importante. En medio minimo, las
fusiones transcripcionales rpoS::JacZ mostraron un incremento de 5 veces durante la
entrada a la FS; sin embargo, bajo las mismas condiciones, la actividad de B-galactosidasa
de fusiones traduccionales se incrementé de 10 a 30 veces y continué aumentando después
de tres horas (Lange y Hengge-Aronis, 1994 a). Las discrepancias en estos datos y otros en
los que la degradacion de o * después de agregar cloramfenicol era muy rapida en la FE
pero no en la FS, indican que la regulacién de ¢ ® no es sélo a nivel transcripcional y
traduccional (Takayanagi et al. 1994).

La explicacién a lo anterior se dio al analizar la estabilidad de ¢ * en ambas fases de
crecimiento. Mediante experimentos de pulso y caza se determind la vida media de la
proteina, que en FE es de 1.4 minutos, mientras que en FS se incrementa a 10.5 minutos
Lange y Hengge-Aronis, 1994 a}, de manera que la estabilizacién es muy importante para

el control celular de o .
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La regulacién post-traduccional también se da durante la FE bajo estrés osmético,
durante ¢l cual o * puede tener una vida media de hasta 45 minutos. Se propone que la
expresion de ¢ * se incrementa en estas condiciones a través de un mecanismo que opera a
nivel post-transcripcional, ya que el tamafio de la regidn codificante de rpoS que precede a
la fusién con lacZ afecta la expresion del gene (Muftler et al. 1998). La regulacién de la
protedlisis de o * ademas de requerir a ClpXP {Lowen et al. 1998), estd modulada por la
interaccién de un factor de reconocimiento dentro de la regién codificadora del factoi
sigma. Dentro de esta region, el aminodcido K173 es esencial para la interaccion con la
proteina RssB en su forma fosforilada favoreciendo la degradacién de o *. Esta lisina
tambi¢n tiene un papel importante en el reconocimiento de los promotores (Becker et al.
1999),

Otro medio de regulacion post-transcripcional es la estructura secundaria del
mensajero de rpoS para quien se predice una conformacién parecida 2 la que forma el
mensajero de rpoH en el inicio de la traduccién, comprendiendo la secuencia RBS
(ribosomal binding site), el codén de inicio y una caja rio abajo complementaria con la
subunidad 16S del rRNA. Esta zona queda sccuestrada mediante un apareamiento
antisentido con la regién comprendida entre los nucleétidos 160 y 210, lo que sugiere que
esta estructura se resuelve bajo la induccién en ciertas condiciones (Lange y Hengge-
Aronis, 1994 b).

Otro factor de regulacion negativa de  ° es la proteina H-NS, ya que mutantes hns
presentan altos niveles de o ° durante la FE (Barth et al. 1995). Los niveles de UDP-
glucosa, que es un intermediario en el metabolismo de la glucosa, parecen reprimir la
traduccién de o * debido a que la disminucién en los niveles de glucosa causa una baja de

los niveles de UDP-glucosa y un aumento en o ° (Bohringer et al. 1995).

Otros reguladores globales en la fase estacionaria.

La expresion de muchos de los genes de la FS esta regulada positiva o negativamente
por diferentes factores. Entre estos factores estin: el complejo receptor cAMP-CRP, la
proteina Lrp (leucine-responsive regulatory protein), IHF y H-N§.
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c¢AMP-CRP est implicado en la activacion de dos terceras partes de los genes que se
expresan durante Ia falta de nutrientes. Este factor induce un control positivo en los genes
cst, glgS, csiD, csiE y poxB, el operén de microcina C7 y cst4 y un control negativo sobre
los genes pex, rpoS, bolA, osmY y csiF (Hengge-Aronis, 1996).

Lrp es un regulador especifico de ciertos operones que se¢ prenden o apagan en
respuesta a leucina. Se calcula que esta proteina regula cerca de 70 genes y operones
(Newman et al. 1996). Lrp también es un regulador global durante cambios de medio rico a
minimo. En este caso, reprime la toma y metabolismo de nutrientes en medio rico y activa
la expresion de otros genes biosintéticos. En medio rico se comporta como regulador
negativo del gene osmY¥, mientras que en medio minimo es un regulador més general.
Durante 1a FS regula positivamente al gene csiD (Hengge-Aronis, 1996).

IHF controla positivamente a dps y al operon de microcina B17 y ejerce un control
negativo sobre el gene osmY parecido al que ejerce CRP (Hengge-Aronis, 1996).

H-NS es un regulador principalmente negativo, en especial durante la FE; sin
embargo; aunque su concentracién aumenta en la FS, parece estar més implicado en la
organizacién del cromosoma (Dersch et al. 1993).

Como podemos notar, la regulacién en la FS es el resultado del uso combinado de la
accidn de miltiples reguladores que ejercen su accién diferencialmente en tipo, momento y
duraci6n sobre sus respectivos genes, no se trata entonces de una induccion absoluta sino
miés bien de una complicada red de regulacion muy fina,

También se observa que muchos genes controlados por ¢ * codifican para proteinas
reguladoras, como por ejemple AppY, BolA, Dps, CsiD y CsgD.

AppY es un miembro de la familia reguladora de AraC, que tiene un motivo hélice-
vuelta-hélice caracteristico de las proteinas de unién al DNA. Esta protefna induce genes
que se expresan durante condiciones anaerobias. BolA controla a dacC, implicado en 1a
formacion del septo y la estabilizacién de la membrana con peptidoglicanos. Dps es una
proteina cuya ausencia causa una disminucuion de por lo menos 23 proteinas de la FS, y
baja la resistencia de las células al H;O,, ya que los genes dependientes de OxyR en la FE
son centrolados por Dps en 1a FS (Almiron et al. 1992).
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Las mutantes csiD exhiben alteraciones pleiotropicas en la sintesis total de proteinas de
la FS (Hengge-Aronis, 1996). El gene csgD es el responsable de la expresién del operén
csgBA y estimula la transcripcion del operén ¢sgDEFG responsable de la sintesis de ias
subunidades del curli.

Los ejemplos anteriores nos muestra también que muchas respuestas a diferentes
condiciones se encuentran rtelacionadas en la FS: el control del oxigeno, la represién

catabdlica, la resistencia a diferentes estreses, etc.

Seiiales que inducen la fase estacionaria.

Hasta ahora las sefiales que inducen Ia sintesis de ¢ * son desconocidas. Tampoco se
conoce bien como se sensa especificamente la falta de nutrientes, como se regula la
induccion de sélo ciertas respuestas de un sistema global, etc.

Se ha propuesto que las alarmonas ppGpp podrian estar involucradas en la expresion
de o ya que mutantes Areld y AspoT muestran alteraciones morfoldgicas y sensibilidad
osmoética igual que las mutantes rpoS (Hengge-Aronis,1996). La concentracién de esta
molécula cambia en respucsta al estrés nutnicional por aminoacidos, carbono, nitrogeno o
fosfatos (Cashel et al. 1996).

Otra molécula que se sospecha que puede estar implicada en la regulacidn de s es la
HSL (homoserin lactona), ya que mutantes en las vias de sintesis de treonina y metionina,
donde la homoserina es un intermediario, presentan niveles bajos de o ° en experimentos
tipo Western blot (Kolter et al. 1993). También se ha mostrado que la adicién de acidos
débiles estimula la actividad de fusiones transcripcionales rpoS::lacZ (Hengge-Aronis,
1996).

Inhibidores de girasa durante la fase estacionaria.

Durante la FE tardia se detecta una proteina de 18 kDa, Gyrl, que es un inhibidor de la

girasa. El mecanismo de inhibicién de esta proteina se desconoce ain, sin embargo sc
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descartan para éste las actividades de nucleasa y proteasa. Al parecer la transcripcion y
sintesis de Gyrl estan acopladas, ya que el incremento en la actividad B-galactosidasa de
fusiones transcripcionales aumenta paralelamente con la deteccion de anticuerpos anti-
Gyrl. Otos datos, como la sobreexpresion de Gyrl, la cual provoca un crecimiento
filamentoso, disminucién del nimero de células viables y nucleoides con morfologia
anormal, parecidos a los de las células tratadas con quinolonas, sugieren que el blanco de
accion de esta molécula es precisamente la subunidad GyrA (Akira et al. 1998). Otros
genes presentes en plismidos e involucrados en fa inhibicion de girasa en la FS son los
genes del operén de microcina B17, operén mch, que se inducen al inicio de ésta de

manera dependiente a OmpR (Kolter et al. 1993).

E1SE del DNA y la fase estacionaria de crecimiento

Como se mencioné anteriormente, el nivel de SE del DNA cambia en respuesta a
diversos estimulos ambientales, uno de estos es el estrés nutricional.

Se ha reportado el cambio en el nivel de superenrollamiento de un plasmido reportero
bajo condiciones de estrés por falta de nutrientes (Balke y Gralla, 1987). Estos autores
estudiaron los cambios en el nivel de SE a lo largo del crecimiento hasta llegar a laFS y en
células en fase exponencial que se centrifugan y resuspenden en un amortiguador sin
nutrientes. En el primer caso las células agotan lentamente los nutrientes hasta establecerse
la FS y cesar el crecimiento; en el segundo, el ayuno de nutricntes y la suspension del
crecimiento se establecen de forma ripida. Los experimentos de agotamiento lento de
nutrientes se realizaron en amortiguador MOPS con poca glucosa, 0.05%; cabe sciialar que
con esta fuente limitada de energia, las células entran en FS con una densidad celular baja;
los experimentos de ayuno ripido se realizaron en amortiguador MOPS con glucosa al
0.2% y casaminoécidos.

En el protocolo de ayuno lento de nutrientes, 15 horas después de 1a FS, el DNA se
encontr6 relajado y frecuentemente se observd una distribucién bimodal de topoisémeros.
Cuando se afiadicron nutrientes a estas células se observo que la recuperacién del nivel de
SE sc dio después de 2.5 minutos. Esta recuperacién se presentdé en presencia de
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cloramfenicol, un inhibidor de la sintesis de proteinas, por lo que se sugiere que esta
sintesis no se requere para la recuperacion del SE. En este trabajo no se presentan
controles que prueben que las células después de un ayuno total prolongade sean
permeables a este antibidtico.

En el caso del protocolo de ayuno ripido se observo que el DNA se relaja depués de la
primera hora del ayuno y cuando se afiadieron nutrientes a células con dos horas de ayuno,
la recuperacién del SE se observé a los 30 minutos. En este experimento no se probaron
tiempos mas cortos.

En otro trabajo (Schneider et al. 1997) se correlaciond la presencia de la proteina Fis
con la generacidn de una poblacion de plasmidos de superenroflamiento intermedio
después de 20 horas de FS y se observé la recuperacion del nivel de SE con la desaparicion
gradual de la poblacidn de SE intermedio. El mismo grupo en un trabajo posterior
(Schneider et al. 1999) mostré que Fis afecta la eficiencia de transcripciéon de los
promotores de gyrd y gyrB, reprimiendo su actividad. En experimentos de *footprinting’ se
observo una proteccién por Fis en los promotores de los dos genes. También se mostré que
hay una correlacion inversa entre la cantidad de Fis y €l grado de SE de un pléasmido.

De lo anterior se sugtere que Fis modula la dindmica cromosomal durante las fases de
crecimiento, lo cual podria tener implicaciones sobre el control homeostatico.

Sc propone que Ia expresion de fis al inicio de la fase exponencial (FE) se debe en
partc a una respuesta homeostatica generada como respuesta al elevado nivel de SE, el cual
se incrementa rapidamente durante la recuperacin del crecimiento; de tal forma que es
necesario que se compense o prevenga la generacion de una tensidén excesiva, de lo
contrario se provocaria un SE inapropiado y potencialmente letal para la célula.

Como vemos, existen varias maneras de llevar a las células a una FS de crecimiento y
en todas estas ocurren cambios en el nivel de superenrollamiento del DNA. Lo anterior
sugiere que bajo un estrés nutricional existe un cambio global en la expresion de los genes
que es dependiente de las condiciones a las que las células son sometidas y que

frecuentemente se acompafian de cambios en el SE.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar los cambios inducidos por [a limitacién de nutrientes en la topologia del DNA
y los mecanismos de regulacién de la actividad de la topoisomerasa II (girasa) que

acompailan a estos cambios.

Objetivos particulares

Estudiar el nivel de SE del DNA durante el crecimiento celular hasta llegar a la FS y
en el reinicio del crecimiento al afiadir nutrientes nuevos al cultivo.
Estudiar si el incremento de pH que se presenta en la FS influye en el nivel de SE del

DNA en esta fase y en ¢l reinicio del crecimiento.
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MATERIAL Y METODOS’

Cepas bacterianas y pldsmidos

Todos los experimentos se realizaron con la cepa MC4100 y el plasmido pMSOL.

El genotipo de MC4100 es A(argF-lac)295 araD139 rpsL150 thidl reld] fIb5301
deoCl pisF25 rbsR y su fenotipo Lac” Ara” Sm’ Thi. A esta cepa se le introdujo por
transformaci6n (ver mas adelante) el plismido pMS01 Ap', que es un derivado del pBR322
(Leb6n et al. 1988).

Todos los experimentos se realizaron a 37°C,

Curvas de crecimiento bacteriano.

Las curvas de crecimiento de la cepa MC4100/pMSO1 en diferentes medios de cultivo
se obtuvieron de la siguiente manera: primero se prepard un cultivo de 3 ml en un tubo de
ensayo a partir de un indculo bacteriano que se tomd de una caja Petri. Se dejo crecer el
cultivo en un baiio de incubacién a 37°C con agitacién de 180 r.p.m. por 12-16 horas. Este
cultivo se diluyé 107 en 10 ml de medio nuevo y se incubé en un matraz nefelométrico de
125 ml en el bafio y condiciones ya descritas.

En todos los experimentos se usé el medio rico LB con o sin amortiguador MOPS
(4cido 3-[N- morfolino] propanosulfénico) a una concentracién de 40 mM.

La cepa MC4100/ pMS01 se cultivd en los medios antes mencionados con carbecin a
300 pg/ml, este antibidtico es similar a ampicilina pero se degrada mas lento.

El crecimiento bacteriano se midié indirectamente como el aumento en unidades de
absorbancia del cultivo usando un espectrofotémetro (Milton Roy Spectronic) en la
longitud de onda de 550 ., Se tomaron lecturas cada 30 minutos.

" La composicion de los medios de cultivo y soluciones se describe en ¢f Apéndice,
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Cuentas viables

Para obtener el nimero de células viables presentes en un cultivo (cuentas viables) en
diferentes puntos de la curva de crecimiento y en la FS, se hicieron diluciones 107" del
cultivo en medio de dilucién (MD). Durante la FE las diluciones se realizaron cada 30
minutos; en la FS se realizaron cada 6 horas.

A partir de la dilucién inicial se realizaron diluciones seriadas hasta 107 y se
sembraron por goteo 100 pl de las diférentes diluciones en cajas con LB solido que se
incubaron toda a noche a 37 °C. Al dia siguiente se contaron las unidades formadoras de

colonias.

Transformacién por el método de polietilenglicol y dimetilsulféxido (DMSO).

La transformacion se realizé de acuerdo al método de preparacién de células
competentes en un solo paso (Chung et al. 1989).

Se tomaron 100 pl de un cultivo de toda la noche de la cepa MC4100 y se inocularon
en 10 ml de medio LB. Este cultivo se dejé crecer a 37 °C hasta alcanzar una D.O. a 550
nm de 0.4. De ahf se tomaron 500 pul y se mezclaron homogéneamente con 500 pl de TSS
X

De esta mezcla se transfirieron 100 pl a un tubo Eppendorf y se adiciond 1 ul del
plasmido pMSO1 (aproximadamente 1pg de DNA), se incubd en hielo durante 30 minutos,
después el tubo se transfirié a un bafio a 43 °C y durante 5 minutos. El tubo se regreso al
hielo 5 mimutos, después se le adicionaron 900 pl de medio LB al que se le agregé dextrosa
20 mM, se incubd a 30 °C durante 1.5 horas y se sembraron por goteo 100 pl de cultivo en
medio sdlido LB-carbecin 300 ug/ml .

Como control se procesd de la misma manera un tubo con 100 pl de Ia mezcla sin
plasmido.
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Obtencibn de la distribucién de los topoisémeros del pldsmido pMSO1.

1. Purificacién del plasmido por el método de lisis alcalina (Maniatis et al. 1982).

Para asegurar la reproductibilidad de estos experimentos, los cultivos se iniciaron a
partir de un cultivo base al que se le afladié glicerol al 20% y se conservd a —70 °C.

Se tomaron 50 ul de este cultivo, se inocularon en tubo de ensayo de 10 x 1 cm que
contenia 3 ml de medio LB con carbecin 300 jg/ml y se dejo crecer toda la noche. De éste
cultivo se tomaron 100 ul y se inocularon en 10 ml de medio LB o LB-MOPS con carbecin
300 pg/ml.

Se crecid el cultivo a 37 °C con agitacién constante (180 r.p.m.} hasta alcanzar la
densidad 6ptica deseada. Inmediatamente después se transfirieron los cultivos a tubos de
30 ml que contenian 18 g de medio LB congelado y triturado.

Las células se cosecharon por centrifugacion a 11 000 r.p.m. durante 10 minutos a

4 °C, se decanté el sobrenadante y se resuspendi6 la pastilla en 200 pl de solugcién 1
con lisozima 0.005 g/ml y se adicionaron 15 pl de RNasa (10 mg/ml ).

Se transfirid la solucién a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se agitdé suavemente en el
vortex para formar un homogenado, éste se incubd destapado en hielo-agua durante 10
minutos.

Posteriormente se adicionaron 400 pul de solucién 11, Se tapé el tubo, se invirtié cuatro
veces con {a mano y se incubd 10 minutos en hielo-agua.

Pasado este tiempo se adicionaron 300 ul de la solucién Ty se agité el tubo invertido
en ¢l vortex por 10 segundos, se incubd en hiclo-agua durante 10 minutos.

Después se centrifugd la mezcla a 10 000 r.p.m. durante I5 minutos en fiio, se
recuperd el sobrenadante, se le agregaron 650 pul de isopropanol y se incubé toda la noche
a-20°C.

Al dia siguiente se centrifugaron los tubos a 12 000 r.p.m. durante 15 minutos en frio,
se decanté el liquido y se dejo secar la pastiila a 42 °C por dos horas.

Finalmente la pastilla se resuspendié en 11 pl de agua y se agregaron 9 p! de colorante
guia para DNA.
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Antes de poner la muestra en el gel, se centrifugaron los tubos 30 segundos a 10 000
r.p.m. Se evit6 llevar al gel Ia parte insoluble.

2. Separacién de topoisémeros del pldsmido pMSO1 por electroforesis en geles de
agarosa.

Se prepararon 1000 mi de solucién amortiguadora TBE 1X con la concentracion
deseada de cloroquina. De estos 1000 ml, 70 ml se utilizaron para preparar un gel de
agarosa al 1% con dimensiones de 9x15 cm y el resto del buffer se colocd en la camara de
electroforesis.

La electroforesis se llevé a cabo a 25 Volts durante 22 horas.

Al terminar la electroforesis, el gel se lavé con agua destilada durante 4 horas con
agitacidon suave y por lo menos con cuatro cambios de agua (para concentraciones de
cloroquina >20 pg/ml los cambios de agua se hicieron cada 40 minutos ).

El gel se tifié con bromuro de etidio 2.5 pg/ml y se fotografié con pelicula KODAK
TRI-X PAN y filtro rojo utilizando un transiluminador de luz ultravioleta de onda corta.

Marcaje radioactivo de DNA, RNA y proteinas.

Para marcar radioactivamente al DNA de las células en un cultivo se utilizé [metil-
*H)-Timidina, para el RNA [5,6 *HJ- Uridina y para las proteinas L-[4,5 *H]-Leucina,
todas a una concentracion de 10 pCi/mt.

Para detener el marcaje y precipitar las moléculas radioactivas se afladieron 200 pl de
acido tricloro acético (TCA) 50%/ml de cultivo. La mezcla se incubd en frio durante una
hora y el precipitado se colecté en un filtro de fibra de vidrio >2.6 um (Sigma) y se lavo
con TCA 5% y etanol frios. Se dejo secar ¢l filtro y se transfirié a un vial que contenia 5
ml de liquido de centelleo. Se determinaron las cuentas por minuto (cpm) en un analizador
de liquido de centelleo (Tri-carb 1500 Packard ) durante 4 minutos.
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Los antibidticos rifampicina (300 pg/ml) y cloramfenicol (200 pg/ml) se utilizaron
comeo inhibidores de la sintesis de RNA y proteinas respectivamente.

La rifampicina fue afiadida en solucion acuosa y el cloramfenicol en polvo.

La sintesis de DNA se estudié segin el protocole de del Portillo y col (1987). Para
esto, se dejé crecer un cultivo en presencia del precursor radiactivo hasta 18 horas después
de la FS. El cultivo se diluyoé 1:10 en 10 ml medio fresco suplementado con el precursor
radiactivo a la misma concentracion y se sacaron alicuotas de | ml, cada 30 minutos en los

tiempos indicados.

Andlisis densitométrico

Las curvas densitométricas de los topoisémeros se obtuvieron utilizando el programa
RFLPscan 3.0 de Scanalytics, 1994. USA.
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Resultados

L Cambios en el nivel de superenrollamiento del DNA durante las fases de

crecimiento exponencial y estacionario.

Las actividad celular de las topoisomerasas puede ser monitoreada a través de un
plésmido reportero ya que el SE de éste, como el del DNA del cromosoma, estd sujeto
principalmente al balance de las actividades de la Topl y de la girasa.

El plasmido reportero que se utilizd fue ¢l pMSO1, que es un derivado del pBR322 al

cual le fué deletado el gene ¢ef (Ledn et al. 1988).

Como hemos visto, existen diversas maneras en que las células entran a una fase
estacionaria de crecimiento: agotamiento sibito o paulatino de nutrientes, cantidad limitada
de un nutriente preferencial, fuentes de energia pobres, etc. Los cambios en el nivel de SE
dependen justamente de las condiciones a las que las cétulas son sometidas previamente.

En este trabajo, se llegé a una FS por pérdida paulatina de nutrientes a partir de un
medio rico. Se decidi6 emplear esta forma de estrés nutricional debido a que al ir agotando
lentamente los diferentes nutrientes de un medio de crecimiento las células pueden modular
su fisiologia.

Se estudio también el efecto de un estrés adicional a la falta de nutrientes, que es el
aumento en el pH del medio que se presenta en la FS. Estudiamos el efecto del pH sobre el
crecimiento celular y los cambios en ¢l nivel de SE.

Los medios empleados fueron:

1.LB, en este medio la principal fuente de carbono son aminodcidos y péptidos, de tal
manera que cuando las células se van acercando a la fase estacionaria expelen al medio
moléculas aminadas, lo cual produce un incremento progresivo del pH, llegando a un
méximo de 9 (Lazar et al. 1998). En esta condicion, ademas de que las células contienden
contra la falta de nutrientes, se someten a un estrés adicional que es el aumento en el pH
externo. E. coli es una bacteria neutrofilica y el intervalo de pH externo en el cual puede

regular su pH interno es de 5 a &, por encima o debajo de estos valores las células presentan
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mecanismos regulatorios de tolerancia. Se ha reportado que la homeostasis del pH en E.
coli requiere de una alta tasa respiratoria o bien de ATP. Las células que metabolizan sus
reservas cnddgenas, tienen bajas tasas respiratorias y capacidad limitada para sintetizar
ATP; también son susceptibles a descontrolar su pH interno; sin embargo son capaces de
seguir generando una fuerza proténica motriz (Booth 1985). El pH del cultivo también
afecta las propiedades metabdlicas de las células, se sabe por ejemplo que a pH acidos se
sintetizan descarboxilasas y en pH alcalino, aminasas.

2.1LB-MOPS, es un medio LB con el amortiguador (MOPS) que permite mantener un
pHde 7.

Definimos como fase estacionaria ¢l momento a partir de! cual se deja de incrementar
el nimero de células en un cultivo en medio LB, lo cual ocurre a una densidad 6ptica de
1.5 en la longitud de onda de 550nm.

Para ¢l estudio del efecto del pH en el crecimiento celular se hicieron curvas de
crecimiento bacteriano en medio LB y LB-MOPS.

En la figura 4 se muestran los resultados. En e! medio LB se observa que el aumento
en el nimero de células es un poco mis lento que en LB-MOPS y ¢l namero final de
células en la fase estacionaria también es menor. Sin embargo estas diferencias no son
significativas ya que ensayos posteriores no se observéd el mismo comportamiento, por lo
que se puede decir que un aumento en et pH externo no influye en el crecimiento celular.

A continuacién se estudié ¢l efecto del pH externo sobre el SE del DNA. Para esto, se
observaron los cambios en ¢l nivel de SE desde la fase de crecimiento exponencial y hasta
18 horas después del inicio de la fase estacionaria en los dos medios.

En la figura 5 se muestran las diferencias en la cinética de los cambios del nivel de SE.
En medio LB, los pldsmidos comienzan a relajarse conforme llegan a la fase estacionaria
(carnil b), 6 horas despuds del inicio de la fase estacionaria los plismidos estin mds
relajados y van desapareciendo las formas mas enrolladas (carril c); después de 12 horas
ademas de los plismidos relajados se hace notoria una poblacién de plasmidos enrollados
(carril d) la que se mantiene hasta 18 horas después del inicio de la fase estacionaria (carril
¢). En LB-MOPS Ia cinética de relajamiento de los pldsmidos presenta un comportamiento
diferente, en este caso se observa un relajamiento progresivo de los plasmidos (cariles b-d)
hasta Hegar a un méximo (carril ).
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Figura 4. Curva de crecimiento de la cepa MC4100/pMSO01 de E. coli a 37°C en
medio LB (s} y LB-MOPS 40 mM {(a). El cultivo y las cuentas viables se realizaron
como se describe en material y métodos.

En los tiempos marcados se midi6 la densidad 6ptica (lineas contmuas) y se contd el
nigmero de células (lineas punteadas). (a), fase exponencial, (b) inicio de la fase

estecionaria, (c, d y €) 6, 12 y 18 horas respectivamente después del inicio de la fase
cstacionaria.
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Figura 5. Cinética de los cambios ¢ ¢l superenrollamiento de pMSO1 en medio LB y LB-MOPS
40 mM. Las letras de los camiles comesponden a los tiempos marcados en la figura 1. Los
topoisémeros se separaron por electroforesis en un gel de sgarosa al 1% con 12 ug/ml de
cloroquina. Bajo estas condiciones, los topoismeros que estén més enrollados en la célula migran
mis ripido a través del gel. (R) relajado, (S) superenrollado.

Los resultados anteriores muestran que- un aumento en el pH externo causa un
comportamiento diferente en la cinética de cambios en el SE.

Lo anterior apoya la idea de que las condiciones previas a la fase estacionaria influyen
en la regulacién de la fisiologia mediante un ajuste global del grado de SE.
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a) Determinacién del sentido del SE plectonémico del DNA en células en FS,

Con ¢l objetivo de conocer la naturaleza de la segunda poblacién de plasmidos enrolla-
dos que se generan a partir de las 12 horas de fase estacionaria en medio LB (figura 2, carril
d), se prepararon geles con concentraciones crecientes de cloroquina.

La cloroquina ¢s una molécula plana que se intercala entre las bases del DNA
alterando la tension de la hélice; esto provoca que la molécula gire en el espacio
adquiriendo vueltas de manera proporcional a la concentracion de cloroquina presente en el
medio. El tipo de vueltas que se gerera con cloroquina sélo son de tipo positivo, de tal
manera que una molécula que esté enrollada negativamente ganard vueltas positivas, lo que
se traduce en una relajacion de 1z misma.

Por ¢l contrario, si una molécula estd enrollada positivamente y se incuba con altas

concentraciones de cloroquina, ésta no se relaja, sino que adquiere més vueltas.

En la figura 6 se muestra que los pliasmidos que estaban enrollados en la fase
exponencial se van relajando conforme la concentracién de cloroquina aumenta, es decir
pierden vueltas negativas (carriles correspondientes a la FE).

En los carriles que corresponden a la fase estacionaria la poblacién de plasmidos
relajados (FS12) se enrolla a mayores concentraciones de cloroquina y migran mas rapido
en el gel (FS16 y FS20), micntras que la poblacién superenrollada (FS12) se relaja
conforme aumenta la concentracién de cloroquina ya que adquieren vueltas positivas (FS16
y FS20).

En la concentracién de 30 pug/ml de la fase estacionaria (FS30) ya no se observan
plasmidos enrollados, todos fueron capaces de ganar vueltas positivas relajdndose y
migrando mds lento en el gel. De los datos anteriores poedemos decir que la poblacién de
pladsmidos enrollados en la fase estacionaria tiene un SE negativo ya que fue posible la

relajacién de los mismos en geles con cloroquina méas concentrada.
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Figura 6. Inversién de la direccién del SE plectonémico debido a la adicién de
cloroquina. El DNA se purificd de células en fase exponencial (FE) y 18 homs
después del inicio de la fase estacionaria (FS) para cada concentracion de
cloroquina: 12, 16, 20, 30 pg/ml. Los topoisémeros se separaron  por
electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

En la concentracién de 12 pg/ml los topoisémeros que cstin més enrollados en la
célula migran més ripido a través del gel, en las concentraciones 16 y 20 pg/ml
los plismidos més enrollados empiezan a perder vueltas y los més refajados a
enrollarse positivamente, en 30 pg/ml los topoisémeros més enrollados en la
célula migran mas lento a través del gel.
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I. El SE en la recuperacion del crecimieato de células en fase estacionaria.

En un trabajo previo (del Portillo et al. 1987) se estudio el inicio del crecimiento
celular y la replicacion en células sometidas a estrés nutricionzl de 24 horas en medio
minimo suplementado con timina, tiamina, glucosa y acido 2,6-diaminopimélico; bajo estas
condiciones s¢ observéd que al agregar medio nuevo a los cultivos, ¢l inicio de la
replicacién ocurria después de una hora y la primera division celular a las dos horas.

A partir de esta observacidon, pensamos que la recuperacion del superenrollamiento
deberia de darse en un intervalo de tiempo similar, tal que fuera posible llevar a cabo una
replicacion adecuada del DNA.

Otro grupo (Balke y Gralla, 1987) sometio a las células a un estrés nutricional sibito;
en este caso, las células de un cultivo en fase exponencial en una solucién del amortiguador
MOPS con glucosa al 0.2% y casaminodcidos, se centrifugaron y se resuspendieron en el
amortiguador MOPS sin nutrientes. Las células se incubaron en este amortiguador por dos
horas. Durante este intervalo de tiempo el nivel del SE del plasmido reportero disminuyo y
cuando se adicionaron nutrientes al medio ¢l grado de SE se recuperd en 30 minutos.

Con estos antecedentes, decidimos estudiar el tiempo de recuperacion del SE en
nuestras condiciones. Se indujo, entonces, la salida de l1a FS adicionando medio fresco a los
cultivos en medios LB y LB-MOPS y se obtuvo Ia distribucién de topoisémeros para
diferentes tiempos después del inicio de la recuperacion

En la figura 7 se observa que en el medio LB no se da una recuperacion completa del
SE aun después de 80 minutos de agregar nutrientes al cultivo (RE80), ademds se observan
todavia plasmidos relajados y la poblacién de Q[’)lésmidos superenrollados se hace mas
notoria conforme pasa el tiempo de recuperacion (RE, carriles 20, 40 y 80). En medio LB-
MOPS la recuperacion del SE es muy ripida, 30 segundos (RE, caril 0.5).

Las diferencias en el tiempo de recuperacion del nivel de SE en estas condiciones son
significativas, lo que sugiere que la suma del estrés que representa un aumento en el pH

externo influye de manera importante en este parimetro.
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Figura 7. Distribucién de topoisdmeros de pMS0] en diferentes fases de crecimiento. (FE)
fase exponencial, (FS) 18 horas de fase estacionaria Pam la recuperacion del crecimiento
(RE), un cultive de¢ 18 horas de FS se diluyd 1:10 en medio LB y se obtuvo la distribucién de
topoisdmeros en los tiempos indicados: 20, 40 y 80minutos para medio LB y 0.5, 1 y 3
minutospara LB-MOPS.

Los topoisémeros se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% con 12 pg/ml de
cloroquina. Bajo estas condiciones los topoisémeros que estin mds enrollados en la célula
migran més rapido a través del gel. (R) relajado, (S) superenrollado.



1. Efecto de la novobiocina en el SE al salir de la fase estacionaria.

Después de observar la rapida recuperacion del nivel de SE en medio LB-MOPS nos
preguntamos si Ia girasa estaba implicada en este hecho, por lo cual se inhibié directamente
la actividad de esta enzima. El inhibidor utilizado fue novobiocina, un antibidtico que se
une a la subunidad B de girasa, impidiendo comenzar un nuevo ciclo de introduccion de
supervueltas.

Un cultivo de fase estacionaria se incubd durante 10 minutos con novobiocina para
asegurar que todas las girasas estuvieran inhibidas al adicionar medio fresco suplementado
con el inhibidor.

En la figura 8 notamos que en los carriles comrespondientes a la fase estacionaria se
presenta una mayor relajacion de los plismidos en presencia de novobiocina (FS, caril +)
con respecto al que no tiene inhibidor (FS, carril -). En los carriles del ticmpo de
recuperacién (RE) se observa claramente que en presencia de novobiocina las células no
son capaces de enrollar nuevamente sus plasmidos (RE, carril +).

Los datos anteriores muestran que girasa es la responsable de la recuperacion del SE y
sugieren que esta enzima mantiene cierta actividad durante la fase estacionaria, ya que en
presencia del inhibidor los plasmidos de FS se relajan aun mas.
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Figura 8. Efecte de la novobiocina (Nov) en Ia
recuperacion del SE. Las células de 18 horas de fase
estacionaria en LB-MOPS se incubaron durante 10
minutos con novobiocina 600 pg/ml y se diluyeron 1:10
en medio fresco a la misma concentracion del inhibidor.
(FS) fase estacionaria, (RE) un minuto de recuperacidn.
Los topoisémeros se separaron por electroforesis en un
gel de agarosa al 1% con 12 pg/ml de cloroquina. Bajo
estas condiciones los topoisdmeros que cstdn més
enrollados en la célula migran més répido a través del
gel. (R) relajado, (S) superenroliado.



IV, Efecto de Ia inhibicién de Ia transcripcion y de la traduccién en el SE durante la

recuperacién del crecimiento.

En un trabajo anterior (Albertson et al. 1990 a) se reportd que en células de Vibrio sp
que se incuban por 24 horas en un medio sin nutrientes, la vida promedio de Ia poza total
de mRNAs aumenta 6 veces, Estos autores sugieren que la estabilizacion de los mensajeros
es un mecanismo celular para economizar energia en la sintesis de proteinas esenciales en
condiciones de ayuno total de nutrientes. En estas condiciones la energia se emplea en la
traduccion de los mensajeros estables y debido al aumento en la estabilidad de éstos es
posible transcribir menos y traducirlos mis veces.

En el medio LB-MOPS, donde la recuperacion del SE es muy rdpida, nos preguntamos
si este hecho podia ser debido a la presencia de mRINAs disponibles para ser traducidos.

Para contestar esta pregunta se realizaron ensayos de inhibicion de sintesis de mRNA y

de proteinas.

a) Inhibicién de Ia transcripeién.

Como inhibidor se utilizd rifampicina (Rif). Este antibidtico es una molécula que se
une a [a subunidad B de la RNA polimerasa impidiendo su accion; sin embargo, una vez
que la polimerasa se encuentra unida al DNA, la rifampicina es incapaz de inhibirla ya que
el sitic de unién queda oculto,

Debido a esto, las células s¢ incubaron con Rif 10 minutos antes de la recuperacion
para asegurar que todas las polimerasas estuvieran inhibidas al momento de Ia
recuperacion.

Como ya se menciond, las células en FS se vuclven mas resistentes a varios tipos de
estreses y menos permeables a diversas moléculas. Para verificar si Rif entra a las células
en FS ¢ inhibe la transcripcion, se determiné la incorporacién de [5, 6 *H]- Uridina (10
pCi/ml), durante 4 minutos en células en FE, FS y durante la recuperacion (RE) en
presencia de Rif 300 pg/ml. En el caso de las células en RE, Rif se afiadié en la FS 10

minutos antes de afiadir medio fresco con Rif a la misma concentracidén.

47




En 1a tabla 3 se muestra que en la fase estacionaria y durante la recuperacion del
crecimiento Rif inhibe de manera importante la sintesis de RNA, 94% y 88%
respectivamente. Esta inhibicién es mayor que la observada en la fase exponencial de
67%. Los valores para la FS son aproximados, ya que el nimero de cuentas por minuto
(cpm) que se incorporan en estas células es muy bajo. Este ensayo sirvié también para
comparar la sintesis de RNA durante estas fases de crecimiento. Para calcular estos
porcentajes, las cpm que incorporan 10° células en FE en ausencia de Rif se tomaron como
100%. Los resultados muestran que las células en FS incorporan menos del 1%, mientras
que las células en RE incorporan el 5%.

Condiciones cpm %
- Rif inhibicién
FE 812357 264278 67.4
FS 1 508 8.25 94.5
RE 20177 2262 88.7

Tabla 3. Inhibicion de la transcripeion con rifampicina (Rif) en células en diferentes
condiciones de crecimiento. La cepa MC4100 se cultivé en medio LB-MOPS hasta
la fase de crecimiento indicada. Después se transfirié al mismo medio en presencia
del precursor radiactivo [5, 6 *H]- Uridina con o sin inhibidor para ser incubadas
durante 4 mimutos, La determinacién de las cuentas por minuto por 10® células (cpm)
se realizd como se describe en Materjal ¥ métodos, (FE) fase exponencial, (FS) fase
estacionaria, (RE) recuperacion del crecimiento

Los datos anteriores indican que Rif entra a las células en FS y que inhibe de manera
eficiente la sintesis de RNA. Con este control procedimos a evaluar el efecto de rifampicina
en ¢l SE del DNA durante la recuperacién del crecimiento,
Las células de 18 horas de FS se incubaron 10 minutos en presencia de Rif antes de
agregarles medio fresco con inhibidor a la misma concentracion. Se dej6 que fas células se
recuperaran durante cinco minutos y se obtuvo la distribucién de topoisémeros.
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La figura 9 muestra que durante la FS Rif no afecta el SE del DNA de los plasmidos,
ya que la distribucién de los topoisémeros es igual en presencia o ausencia del inhibidor.
Lo mismo sucede durante la recuperacion del crecimiento, los plismidos se superenrollan
en un medio sin inhibidor de igual forma que en presencia de rifampicina (RE, camiles - y
+).

De los datos anteriores podemos decir que le sintesis de RNA al salir de la fase
estacionaria es prescindible para la recuperacién de SE.

Figura 9. Efecto de la rifampicina (Rif) en la
recuperacién del superenrollamiento. Las células
se crecieron en medio LB-MOPS dursmte 18
horas de FS. Rif s¢ afladié6 10 minutos antes de
inducir la recuperacién en medio fresco a la
misma concentracién del inhibidor. (FS) fase
estacionaria, (RE) 5 minutos de recuperacion.
Los topoisémeros se separaron por electroforesis
en un gel de agarosa al 1% con 12 pg/ml de
cloroquina. ~ Bajo estas condiciones los -
topoisdmeros que estin mis enrollados en la
célula migran més rdpido a través del gel. (R)
relajado, (S) superenrollado.
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b) Inhibicién de la traduccidn.

Para estudiar si la traduccién era necesaria para la recuperacién del SE se inhibio la
sintesis de proteinas al salir de la fase estacionaria.

El inhibidor empleado fue cloramfenicol, una molécula que se une al ribosoma
impidiendo la traduccién de los mensajeros.

Para esto se siguié el mismo protocolo que para la inhibicion de la transcripcion, asi
como e! control necesario para evaluar la entrada de cloramfenicol a las células. La
concentracién de Cm utilizada fue de 200 ug/ml.

En la tabla 4 se muestra que el porcentaje de inhibicién en la fase estacionaria fue de
67% y de 61% durante la recuperacion del crecimiento, lo cual indica que el cloramfenicol
entra a las células e inhibe eficientemente la traduccion de mensajeros. Ambos valores son
mayores que €l porcentaje de inhibicién en la fase exponencial que fue del 32%. En
comparaci6n con esta dltima fasc se observa también que durante la fase estacionaria se
sintetiza solamente el 2% de proteinas y el 21% en la recuperacidn del crecimiento.
Nuevamente, los valores para la FS son aproximados ya que la incorporacién de L-[4,5 *Hl-
Leucina fue muy baja.

Obteniendo valores satisfactorios de la inhibicién de la traduccién procedimos a

evaluar el efecto del cloramfenicol sobre el SE durante la recuperacién del crecimiento.
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Condicion cpm %

- Cm inhibicion
FE 10908 7 365 324
FS 248 79 67.8
RE 2361 912 61.37

Tabla 4. Inhibicion de la traduccién con cloramfenicol (Cm) en células en
diferentes condiciones de crecimiento. L.a cepa MC4100 se cultivé en medio LB-
MOPS hasta la fase de crecimiento indicada. Después se transfirié al mismo
medio en presencia del precursor radiactivo L-[4,5 *H)-Leucina con o sin
inhibidor pata ser incubadas durante 4 minutos. La determinacién de las cuentas
por minuto por 10® células (cpm) se realizé como se describe en Material y
métodos. (FE) fase exponencial, (FS) fase estacionaria, (RE) recuperacion del
crecimiento

En la figura 10 se observa que el cloramfenicol no afecta al SE durante la fase
estacionaria, la distribucion de los topoisémeros es igual en presencia o ausencia de la
molécula (FS, carriles - y +). Durante la recuperacion del crecimiento cloramfenicol
tampoco ¢jerce ningin efecto ya que los plasmidoes son enrollados en presencia o ausencia
del inhibidor (RE, carriles - y +).

Los datos anterniores muestran que la sintesis de proteinas no es importante para la
recuperacién del SE.
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Figura 7. Efecto del cloramfenicol (Cm) en la
recuperacitén de] superenrollamiento. Las células
sc crecieron en medio LB-MOPS durante 18
horas de FS. Cm se afiadié 10 minutos antes de
inducir la recuperacion e¢n medio fresco a la
misma concentracién del inhibidor. (FS) fase
estacionaria, (RE) 5 minutos de recuperacion.

Los topoiséneros s¢ separaron por electroforesis
en un gel de agarosa al 1% con 12 pg/mi de
cloroquina. ~ Bajo estas condiciones los
topoisémeros que estin mdis enrollados en la
célula migran mds réapido a través del gel. (R)
relaiado. (S) superenrollado.
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V. Sintesis de DNA y divisién celular en la recuperacién del crecimiento.

Hasta este momento hemos visto que el grado de SE del DNA es diferente en las dos
condiciones de fase estacionaria estudiadas, tanto en la cinética de los cambios del nivel de
SE como en los tiempos de recuperacidén del mismo. En medio LB la distribucién de
topoisémeros en FS es frecuentemente bimodal y se mantiene asi hasta 80 minutos después
de la recuperacion del crecimiento, mientras que en FS en medio LB-MOPS la distribucién
muestra una sola poblacion de plasmidos relajados y la recuperacion del nivel de SE es
muy rapida, 30 segundos.

Debido a esto, nos preguntamos si estas diferencias observadas influian en otros
parametros celulares muy importantes durante la recuperacién del crecimiento, como son la
replicacién del DNA vy la divisioén celular. Para responder a esto se estudié ¢l reinicio de la
sintesis de DNA y el aumento en el namero de células durante la recuperacion.

Para determinar el reinicio de la sintesis de DNA, los cultivos se incubaron con [* H}-
timidina (10 uCi/ml) desde Ia FE para marcar uniformemente al DNA.

Después de 18 horas en FS, el cultivo se diluyé en medio fresco con el precursor
radiactivo a la misma concentracién y periédicamente se determinaron las cpm
incorporadas por 10° células. Paralelamente se determiné el nimero de células viables/ml

para conocer ¢l momento de reinicio de Ja division y por lo tanto del ciclo celular normal.

La figara 11 muestra que la sintesis de DNA en ambas condiciones empieza 30
minutos después de agregar nutrientes a los cultivos LB y LB-MOPS (A, A). Encuanto a
la divisién celular, ésta se reinicia aproximadamente a los 60 minutos tanto en el cultivo en
LB (®) como en MOPS (o). En el caso del cultivo en LB-MOPS se observé una
disminucién en la incorporacion de [* H] -timidina a partir de los 90 minutos. Para verificar
si esto es real, es importante realizar mas experimentos.

Estos resultados muestran que las células en FS, tanto en medio LB o LB-MOPS, al
aifiadirles nuevamente nutrientes, recuperan la replicacién del DNA y el ciclo celular de
manera similar. Esto contrasta de manera importante con el tiempo en que se recupera el

nivel de SE en estos cultivos: mds de 80 minutos en LB y 30 segundos en LB-MOPS.
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Figura 11. Inicio de la sintesis de DNA y de la diviston celular durante la recuperacién del
crecimiento. Células de 18 horas en fase estacionaria se dituyeron 1:10 en medio LB fresco. En los
tiempos indicados s tomaron alicuotas para contar ¢l namero de células. Para estudiar la sintesis de
DNA, un cultivo de 18 horas de FS que crecfa con [* H] -timidina 10 yCi/ml se diluyé 1:10 en medio
LB fresco con la misma concentracién del precursor madiactivo. Las cuentas viables y Ia
determinzci6n de las cuentas por minuto {cpm) se realizé como se describe en Material y métodos.
(0, ®) nimero de células, (A, A) cuentas por minuto de la incorporacidén de [ * H] -timidina. LB,
simbolos abiettos; LB-MOPS simbolos llenos.
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Discusién

La homeostasis del nivel de SE del DNA en E. coli estd controlada principalmente por
la accién de la topoisomerasas I y de la girasa; el balance de sus actividades debe ser tal que
permita realizar adecuadamente el metabolismo del DNA.

Se sabe que ¢l nivel de SE cambia en respuesta a diversos estimulos del medio como
son: yn aumento en la temperatura, incremento de la osmolaridad, condiciones de
crecimiento anacrobio y durante estrés por falta de nutrientes; en todos estos casos cambia
la expresion de los genes que son sensibles al SE.

La FS se caracteriza por la ausencia de uno o mds nutrientes en ¢l medio, lo que
provoca un arresto en el crecimiento celular. Durante esta fase, el nivel de SE de un

plasmido reportero disminuye.

E! interés de este trabajo se centré en estudiar el nivel de SE del DNA en células en F5
y al salir de esta fase al afiadir nuevamente nutrientes. Este estudio tiene la finalidad de
avanzar en el conocimiento del papel de girasa en la regulacién del nivel de SE en células
en estrés nutricional.

El nivel de SE se estudié en un plasmido reportero en c€lulas que se cultivaron en
medio rico LB con y sin el amortiguador MOPS. En el medio LB el pH de 1a FS se

incrementa hasta 9, mientras que en LB-MOPS se mantiene en 7.

Los resultados que se presentan aqui muestran que la relajacion del DNA en FS y la
recuperacion del nivel normal de SE al reiniciar el crecimiento, son diferentes en células
bajo estrés por falta de nutrientes y en células que ademés estan en pH alcalino.

En medio LB-MOPS se observéd que los pldsmidos se relajan homogéneamente (Fig 5.
LB-MOPS, carriles a-e), mientras que en LB la cinética de los cambios de SE mostr
primero una relajacion y més tarde el SE de aproximadamente €l 30% de la poblacién
haciéndose evidente una distribucién bimodal de topoisémeros al cabo de 18 horas en FS
(Fig 5. LB-carril €).
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En un trabajo previo (Balke y Gralla, 1987) sc observé que después de incubar con
DNP células en FS e inducir la recuperacion del crecimiento, por medio de la adicién de
glucosa al medio, el SE de plimidos reporteros no s¢ recupera. A partir de este ensayo se
concluye que el efecto de los niveles de ATP en la disminuci6n de la actividad de girasa
solo es significativo en el caso de una FS prolongada (15 horas después de un estrés sibito
de nutrientes),

En nuestros ensayos en medio LB-MOPS, la relajacion de los plasmidos puede
atribuirse a una disminuci6n en ia actividad de girasa debida a la falta de ATP, ya que el

tiempo que las células permanecieron en FS fué de 18 horas.

En trabajos diferentes se ha reportado una distribucion bimodal de topoisdémeros bajo
diferentes condiciones. Los autores antes mencionados (Batke y Gralla, 1987) observaron ia
generacién de plasmidos superenrollados después de 15 horas en FS. Las condiciones bajo
las cuales observaron esto fue mediante la forma de pérdida sibita de nutrientes al
centrifugar las células que crecian en medio MOPS suplementado con glucosa y
casaminodcidos, para dejarlas sélo en MOPS durante 15 horas. Estos autores proponen que
tal fenémeno puede ocurrir dentro de una misma célula ya que el cromosoma bacteriano
ticne ciertas zonas de superenrollamiento restringido, Jas cuales podrian comportarse
diferente al resto del mismo.

Sin embargo, si esto fuera cierto para nuestras condiciones experimentales, lo que se
observaria seria un relajamiento homogéneo que no llega a un méximo de relajacion;
ademads, el superenrollamiento lo estudiamos en un plasmido reportero, el cual ticne sdlo un
dominio topolégico (Lockshon et al. 1983} al contrario del cromosoma completo que tiene
aproximadamente 43.

La generacién de esta distribucién bimodal de topoisémeros, tanto el reportado por este
grupo como el observado por nosetros, no se presenta en todos los experimentos. En nuestro
caso, de 21 experimentos realizados esta distribucion se observé en 14 (66%). Sin embargo,
durante ¢l reinicio del crecimiento la distribucidn es evidente en todos los experimentos.

No podemos atribuir la generacién de esta distribucién bimodal al agotamiento lento de
nutrientes debido a que el grupo de Balke y Gralla observa este fenémeno cuando las
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células son sometidas a un estrés sibito. Una vez que las células llegaron a la FE fueron

centrifugadas y transferidas a una solucion de MOPS sin nutrientes.

Otro grupo (Schneider et al. 1997) observé también una distribucion bimodal de
topoisémeros en células que crecian en un medio rico (16 g/l triptona, 10 g/extracto de
levadura y 5 g/t NaCl). Este grupo reporta que después de 20 horas en FS, las células
presentan plésmidos de superenrollamiento intermedio que representan el 80% de la
poblacidn y el resto es de alto SE.

Este fendmeno sélo se presenta en células que expresan Fis, indicando que la unién de
esta proteina al DNA es necesaria. En células fis la poblacién intermedia aparece sélo
después de periodos prolongados en FS.

A pesar del bajo numero de moléculas de Fis durante la FS, se sugiere que su actividad
reguladora en la dindmica cromosomica esta dada por su actividad indirecta, ya que esta
proteina es un regulador transcripcional de fupA/hupB y de los promotores de Ans.

Sin embargo, los productos de estos genes HU y H-NS son proteinas del nucleoide que
tampoco son tan abundantes en la FS, ya que durante esta fase casi todo el cromosoma
queda cubierto por Dps (Ishihama, 1999).

Un daltimo grupo (Lockshon y Morris, 1983) observé la generacién de una segunda
poblacion de plasmidos enrollados positivamente después de 10 minutos de la adicion de
novobiocina a células hipersensibles a este antibidtico. Este grupo explica este fenémeno
como el resultado directo de la inhibicién de la actividad de girasa, ya que primero se
relajan zonas de DNA por las que girasa tiene afinidad y después introduce las vueltas
positivas. El mecqnismo que explica este efecto paraddjico del antibidtico en estas células

1o se conoce, ya que en células normales Ia novobiocina produce una relajacién del DNA.

En nuestro caso, mostramos por medio de los ensayos con cloroquina, que el SE de la
segunda poblacién de plasmidos es de tipo negativo y no se trata entonces, de un tipo de SE
anémalo; sin embargo, desconocemos si esta poblacién se encuentra dentro de una misma
célula o bien existen células que tienen todos sus plasmidos relajados y otras que por alguna
razdn pueden enrollarlos después de 6 horas en FS.
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Existe el reporte de que en FS en medio rico, aparecen en la poblacion celular mutantes
llamadas ‘gasp’ (growth advantage stationary phase) las cuales debido a un commimiento del
marco de lectura durante la transcripcién de rpoS producen una duplicacion de los ltimos
46 pb. Esta modificacién produce una proteina con 39 aminoacidos mas hacia ¢l extremo
carboxilo terminal. Las células con estas mutaciones son capaces de utilizar los aminoicidos
expelidos por las células que van muriendo, por lo que pueden iniciar su crecimiento y
divisién en esta fase, al contrario de las células silvestres (Zinser y Kolter, 1999).

Sin embargo estas mutantes aparecen despuds de diez dias de FS (Zambrano et al. 1993)
tazdn por la cual descartamos que se trate de ellas, ya que el tiempo de aparicidn y la
cantidad de células no corresponde con el porcentaje de plasmidos enrollados que
observamos.

Afin no tenemos niguna explicacién para la generacién de plasmidos superenrollados
durante la FS; sin embargo, los resultados mostrados apoyan la idea de que los cambios en
el nivel de SE son dependientes de las condiciones del medio. Posiblemente estos cambios
en el SE contribuyan a modular la expresion de algunos genes que se expresan en estas

condictones.

Durante la FS la composicion de las proteinas del nucleoide cambia considerablemente,
asi como también el SE de plasmidos reporteros. Esto nos hizo pensar que al salir de esta
fase, las células deben adquirir un nivel de SE propio de la fase de crecimiento exponencial,
para que por consecuencia realicen eficientemente las actividades de su nuevo ciclo de
crecimiento.

Es por eso que estudiamos la recuperacién del nivel de SE en células que reinician el
crecimiento.

Los grupos antcs mencionados y nosotros observamos una desaparicion de las formas
més relajadas y la acumulacién de especies superenrolladas al agregar nuevamente
nutrientes a las células en FS. No obstante, en nuestra condicién de pH alto observamos un
fenémeno que no se habia reportado antes: la distribucion bimodal de topoisémeros se
mantiene incluso después de 80 minutos de haber agregado medio fresco a los cultivos.

Aunque la poblacién de plasmidos superenrollados se va enriqueciendo conforme pasa el
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tiempo de recuperacion, la distribucién de topoisémeros no asemeja a la obscrvada durante
laFE.

Sabemos también que los plasmidos que no recuperan supervueltas durante el reinicio
del crecimiento no son moléculas lineares, ya que fue posible, en los experimentos de
cloroquina, introducir supervueltas positivas en los mismos.

Desconocemos las causas por las cuales en estas condiciones el SE no se recupera, lo
que si podemos descartar es que se deba a que las células estén entrando nuevamente a la FS
relajandose otra vez. Esto se observé en un ensayo de la cinética de SE durante las dos
horas siguientes a la recuperacion del crecimiento de las células en LB-MOPS. En estas
células en las que la recuperacion del SE es muy rapida (30 segundos) se observé que €l SE
se mantiene estable hasta por dos horas sin que se presente la relajacion caracteristica de la
entrada a la FS (dato no mostrado).

Un argumento para explicar por qué incluso después de periodos largos de tiempo estas
células no pueden enrollar nuevamente sus plasmidos es la siguiente: ya que E. coli es una
bacteria neutrofilica y su capacidad para regular el pH interno es de 5 a 8, pensamos que las
células sometidas a pH alto adquieren un comportamicnto anémalo del potencial de
membrana, de tal forma que el gradiente electroquimico para llevar a cabo la fosforilacién
oxidativa se pierde. Por consecuencia la actividad de girasa que es dependicnte de ATP
puede tardar mas tiempo en recuperarse.

Sin embargo, es posible que intervengan otros factores ya que en la recuperacion del

crecimiento se espera que el ATP s¢ incremente rapido (Balke y Gralla, 1987).

Al transferir las células de FS en medio LB a un medio nuevo LB-MOPS con el fin de
observar si ocurria la neutralizacion del pH y el SE se recuperaba de manera normal, se
observd que ain amortiguando el pH, los plasmidos no se enrollan. Esto podria indicar que
al cabo dc 18 horas en FS con pli alcalino las células han estado expuestas a condiciones de
estrés prolongado que les impiden regular de manera eficiente el SE al reiniciar el

crecimiento (dato no mostrado).
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En el caso del medio LB-MOPS, se observé una recuperacién del nivel de SE muy
rapida, 30 segundos. En este caso, se decidié estudiar si la recuperacion era dependiente de
la sintesis de nove de mRNAs o de proteinas.

Los resultados obtenidos en los ensayos de inhibicién de la transcripcién mostraron que
la transcripcidn de novo no parece ser necesaria para recuperar ¢! nivel de SE; entonces
pensamos que fal vez existian mensajeros que se traducirian de inmediato al agrepar
nutrientes al cultivo, pero esto tampoco es cierto, ya que la inhibicién de la traduccion
tampoco modificéd la ripida recuperacion de! SE.

Los ensayos anteriores mostraron que la transcripcion y la traduccién no sor necesarias
para la recuperacion del SE, lo que hacia sospechar que la proteina girasa no se degrada
como muchas otras durante la FS. Para probar esto inhibimos directamente la actividad de
girasa con novobiocina, ensayo en el cual se observd que la recuperacion del SE no se lleva
a cabo en presencia del inhibidor.

Lo anterior sugiere fuertemente que en ausencia de un estrés adicional a la falta de
nutrientes, la estrategia que lleva a cabo la célula con respecto a la regulacién de la
expresion de girasa es mantenerla sintetizada durante el tiempo que dura la FS inhibiendo
casi totalmente su actividad.

Es posible que durante [a FS la relacién de las concentraciones de ATP/ADP sean tales
que no favorezcan la actividad de la girasa. En un trabajo previo (amacho-Carranza et al,
1995; Castro, 1998) se observo que después de un choque calérico la relacién [ATPY[ADP]
sc incrementa en la célula y es seguida de un aumento en el nivel de SE de un plasmido
reportero.

Groat et al. 1986, estudiaron la cinética de sintesis de proteinas al inicio de la FS. Estos
autores reportan que durante un ayuno por glucosa hay cuatro cambios en el patrén de
sintesis de proteinas. El tiempo més largo que se estudié fue de 180 minutos, en el cual
todavia observan la sintesis de al menos 7 proteinas nuevas.

En nuestro caso, después de 18 horas en FS observamos una sintesis residual de RNA y
de proteinas que puede inhibirse con rifampicina y cloramfenicol respectivamente. Esto

aunado al reporte anterior, indica que durante la FS se genera por lo menos una cantidad de
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energia limitada para llevar a cabo ciertas funciones. De ahi que es légico pensar que girasa
tenga cierta actividad basal durante esta fase, ya que algunos genes se transcriben y durante
la transcripcion se generan supervueltas positivas hacia delante de la RNA polimerasa y
negativas hacias atras, lo que requiere la actividad de la girasa para reestablecer el nivel de
SE (Lewin, 1997)

Probablemente la baja actividad de girasa en la FS sea producto de la cantidad limitada
de ATP y también por Ia presencia de un inhibidor especifico como Gyl

Es posible que durante 1a FS girasa no se degrade como otras proteinas, o bien que su
degradacidn sea menor de manera que pueda tener cierta actividad durante esta fase.

Otros datos (no mostrados) que apoyan esta idea es que durante la incubacion con 0.4%
de etanol por diez minutos en la FS, se aprecia un ligero enrollamiento de los plasmidos, lo
que podria interpretarse como la generacién de ATP a partir de una fuente de carbono
alterna que se puede depradar en esta fase de crecimiento. Ademds novobiocina induce un

incremento en la relajacion de los plismidos en la FS (Fig 8, FS-carril-).

Schreider et al 1999, mostraron que la proteina Fis, la cual se incrementa de manera
importante durante la recuperacién del crecimiento, reprime la transcripcién de los genes
or reduciendo la actividad de girasa. De modo que durante los primeros minutos de la
recuperacién del crecimiento, ¢l enrollamiento de los plésmidos probablemente es debido a

la actividad de las girasas que no se sintetizan de nove.

Finalmente, observando las diferencias en los tiempos de recuperacion de SE en los dos
tipos de condiciones de FS pensamos que aquellas células sometidas a un estrés adicional de
pH, mismas que no pueden recuperar su SE en un tiempo corto, tendrian problemas también

_para iniciar la replicacién de su DNA y por consiguiente para dividirse.

Del Portillo y colaboradores (1987) estudiaron el inicio de la replicacién después de 24
horas de FS en células que crecian en medio minimo suplementado con 4cido 2,6-
mesodiaminopimélico, timina, tiamina, glucosa y aminodcidos. Bajo estas condiciones
observaron que la sintesis de DNA empieza a los 60 minutos y la divisién celular a los 90

minutos después de agregar nutrientes al medio.
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En otro ensayo en el que se agregé el antibidtico dcido nalidixico a diferentes tiempos
después de la recuperacion, se observd que la sintesis de DNA se detiene y las células no se
dividen, por lo que se concluye que completar un ciclo de replicacidn es necesario para la
primera divisién en ¢élulas que reinician el crecimiento.

Nuestros resultados del inicio de la replicacién celular, asi como de la primera division
celular mostraron tiempos menores a los reportados por del Portillo et al (30 y 60 minutos
respectivamente). Esto puede atribuirse a la diferencia en los medios de cultivo, LB y medio

minimo respectivamente.

Al contrario de lo esperado, observamos que la replicacion celular y la division celular
en las células sometidas a un aumento de pH se llevan a cabo en los mismos tiempos que en
las células con pH constante. Esto podria sugerir que el SE es un parimetro que en estas
condiciones no influye en 1a replicacion ni en la divisidn celular, ya que estas funciones se
realizan independientemente del nivel de SE del plismido. Sin embargo, no podemos
extrapolar el comportamiento del nivel de SE del plasmido al cromosoma completo.

Con esto surge la pregunta de como puede replicarse el DNA si, al menos a través de un
plasmido reportero, ne se verifica actividad de girasa, ya que tanto en condiciones normales,
fase exponencial, como a la salida de Ia FS la inhibicién de la girasa resulta en un arresto de
12 replicacidn del DNA.

Una posible explicacién es que al salir de 1a FS el nucleoide module su SE de manera
diferente s6lo para completar el primer ciclo de replicacién y que la abundancia de las
proteinas Dps en la FS y el incremento sibito de Fis al salir de la FS ayuden a regular la

estructura del nucleoide.
Por su parte, el crecimiento celular durante la FE y a la entrada de la FS tampoco se ve

afectado por el incremento en ¢l pH vy sin embargo la cinética de los cambios en el nivel de

SE es diferente en las dos condiciones estudiadas.

62




En cuanto a los ensayos del marcaje radioactivo de RNA y proteina observamos, al
igual que el grupo de Albertson et al. 1990 b, que la sintesis de proteina decae en esta fase.

Este grupo reporté que al inicio de la FS en Vibrio sp. la sintesis de proteinas se reduce
en un 20% con respecto a la FE, nosotros observamos en E. coli que después de 18 horas en
FS la sintesis de proteinas es el 2%, mientras que la sintesis de RNA disminuye al 0.5%.
Esto puede indicar que la vida media de los mensajeros se incrementa ya que
comparativamente hay mayor sintesis de proteinas que de RNA, esto también se observa en
la recuperacion, durante la cual la sintesis de RNA aumenta al 5 % mientras que la de

proteinas se incrementa 21 %.

Los porcentajes de incorporacion de uracilo y leucina radiactivos que reportamos en
este trabajo son aproximados, esto es debido al bajo nimero de epm que se observaren en
algunas condiciones. Para tener porcentajes mas precisos es necesario realizar mds
experimentos.

En los experimentos de marcaje de DNA se observa unma disminuciéon de la
incorporacién de timidina radiactiva despugs de 90 minutos de recuperacion (Fig 11). Esta
disminucidn no coincide con un incremento en el nimero de células, por 1o que no se puede
decir que sea debido a una dilucion de la marca. No tenemos explicacién para este

fendémeno por lo que es necesario Hevar a cabo mas experimentos.

Hasta aqui, hemos mostrado que la regulacién de girasa en la FS se ve afectada por un
incremento en el pH del medio, esto da como consecuencia que el nivel de SE del DNA sea
diferente a lo largo de esta fase y durante el reinicio del crecimiento.

Sin embargo el nivel de SE no afecta en funciones celulares como la replicacién del
DNA y l2 divisién celular.

Este trabajo es la parte inicial de un proyecto més grande en el que el objetivo es
conocer a fondo el papel de la girasa durante el estrés por falta de nutrientes y saber como
es la regulacién de los genes de girasa durante esta fase.
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CONCLUSIONES

- El pH de! medio de cultivo en la FS es importante en la distribucién de
topoisémeros del plasmido reportero. A pH 7, el nivel de SE de todas las
subpoblaciones de pldsmido disminuye homogéneamente; sin embargo, a pH 9 se
genera una distribucién bimodal con plasmidos relajados y plasmidos

superenrollados.

- El tipo de superenrollamiento de la segunda poblacion de plasmidos

que se genera en FS en medio LB es de tipo negativo.

- La recuperacion del nivel de SE al afiadir nutrientes a las células en FS
es muy rdpido (30 segundos) en las células a pH 7 y muy lento (mas de 30
minutos) en células a pH 9.

- La transcripcion y la traduccidn no son necgsarias para recuperar el

nivel de SE en células que reinician el crecimiento

- En las células en FS a pH 7, la girasa no se degrada como otras
proteinas y su actividad se recupera rdpidamente al afiadir nutrientes al medio.

- El inicio de la replicacién del DNA en células que reimician el
crecimiento comienza 30 minutos después de agregar nutrientes al medio,
mientras que la divisién celular se da 60 minutos después, independientemente del
pH del medio.

- La recuperacion del nivel de SE no se correlaciona con el inicio de la

replicacidn ni con la division celular en células que reinician el crecimiento.




Perspectivas

Actualmente se estén realizando en el laboratorio cuantificaciones de la actividad de B-
galactosidasa en fusiones transcripcionales ®gyrd-lac-Z y dgyrB-lacZ con el objetivo de
conocer més a fondo la regulacién de estos genes en la entradz y salida de la fase

estacionaria.

Se realizardn también experimentos tipo Western blot, los cuales permitirdn cuantificar
la cantidad de las proteinas GyrA y GyrB en diferentes puntos de la FS y en el reinicio del

crecimiento celular.

En cuanto a la pregunta respecto a las dos poblaciones de plasmidos en medio LB se
propone llevar a cabo un ensayo utilizando un gene que codifique la resistencia para un
antibidtico y cuya expresion sea dependiente del nivel de SE. En este experimento serd
posible observar diferencias en ¢l crecimiento celular que podrian ser atribuidas al nivel de
SE del pldsmido.
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Apéndice

Medios de cultivo y soluciones.

El medio de cultivo se esterilizé en el autoclave a 110°C y 115 libras de presion durante 25
minutos.

La solucién de carbecin se esterilizé con un filtre Millipore HA 0.45 pm y se adicioné al
medio LB estéril cuando su temperatura disminuyo a 50°C.

La solucién MOPS {4cido 3-[N-morfolino}propanosulfdnico) s¢ esterilizo en el autoclave at
igual que el medio LB.

E! medio sélido se vacio en cajas Petri y se dejo solidificar a temperatura ambiente.

Medio Luria Bertani (LB)

1. Liquido

Extracto de levadura (Difco)  5g/L

Triptona (Difco) 10g/L
NacCl (Baker) 10g1
Timina 20ug/ml
pH7

Para preparar medio LB-MOPS, al medio LB liquido se le adicioné el amortiguador MOPS -
a una concentracion final de 40 mM.

2. Sélido. El medio LB sélido se prepara igual que el liquido pero se adiciona 2% de
Bacto-agar (Difco).
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Medio TSS 2X.

NaCl (Baker) 1%

Triptona (Difco ) 1 %

Extracto de levadura (Difco) 0.5%
MgCl; (Merck ) 50 mM

Polietilenglicol, PEG, 8000 (Sigma) 20%
Dimetil sulfoxido , DMSO (Merck) 10%
pH final 6.5

Medio de dilucién.

Sulfato de magnesio 10 mM

Solucion I

Dextrosa (Baker) 50 mM
Etilen-diamin-tetraacetato de sodio
EDTA (pH 8) 10mM

Tris (Sigma) (pH 8)

Lisozima (Sigma) 25mM

Solucién L

Dodecil sulfato de sodio, SDS
(Sigma) 1%

NaOQH (Baker) 0.2N
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Solucién IIT .

Acetato de potasio (Baker) 3M
Acido acético glacial (Baker) 11.5%
pH fina! 5.6

Colorante para DNA (6 X)
EDTA 1mM

Azul de bromofeno! 0.25%
Xilen cianol 0.25%
Glicerol 30%

Solucién amortiguadora TBE 1X
Trizma 90 mM
Acido bérico 90 mM
EDTA 10 mM
PH final 83

Solucién de centelleo.

1 litro de tolueno

PPO ( 2,5difeniloxazol) 8g/1

POPOP ( 2,2"-p-fenilenbis (5-feniloxazol) 0.1g/l

Moléculas radioactivas.
[5,6 >H]- Uridina . AE= 1.33 TBq/mmo} (Amersham).
L-[4,5 *H}-Leucina . AE= 5.22 TBq/mmol (Amersham).

[metil-"H]-Timidina. AE= 3.11 TBg/mmol (Amersham).
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