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Resumen

En Escherichia coli, la tensién helicoidal o superenrollamiento del DNA depende principalmente del
balance de las actividades de las Topoisomerasas | y Il (o Girasa), y varia en respuesta a diversos
estimulos ambientales. Esta variacién influye en Ia transcripcion de diferentes genes, posiblemente
sirviendo como un mecanismo de regulacién de la expresion génica en respuesta al estrés celular.

El superenrollamiento del DNA disminuye en la fase estacionaria. En un trabajo previo de este labo-
ratorio se observo que la distribucion de topoisdmeros de un plasmido reportero de células en fase
estacionaria difiere en los medios LB y LB adicionado con amortiguador MOPS. En medio LB se esta-
blece una distribucion bimodal de plasmidos relajados y superenrollados, mientras que en LB-MOPS
se observa una distribucion de plasmidos relajados. Asimismo, en LB-MOPS el superenrollamiento del
DNA se incrementa rapidamente al disponerse nuevamente de nutrimentos. E! uso de inhibidores de
la transcripcion, traduccion, y de la actividad de fa Girasa sugirieron que este incremento depende de
las moléculas de Girasa existentes en la célula. La medicion de la expresion de los genes de la Gira-
sa, gyrA y gyrB, confirma esta suposicion.

En la fase estacionaria, la expresién génica se reorganiza en forma dependiente del regulador trans-
cripcional oS, codificado por rpoS. Entre los genes regulados por oS se encuentran genes para el me-
tabolismo y la resistencia al estrés. Asimismo, se encuentran genes que afectan la topologia y la es-
tructura del DNA, i.e., topA, dps y gyrl. En este trabajo se determinaron el nivel de superenrollamiento
de un plasmido reporterc y la expresion de los genes gyrA y gyrB de mutantes rpoS en la fase esta-
cionaria y en el periodo de recuperacion del crecimiento por la adicién de nutrimentos. Ademas, se
evaiub el efecto del gen relA, implicado en la regulacion de la expresion de rpoS, en el superenrolla-
miento del plasmido.

En LB-MOPS, las mutantes rpoS exhibieron una distribucion bimodal de toposiémeros similar a la
de las células silvestres cultivadas en LB. Esta distribucion se mantiene tras una fase estacionaria
prolongada. La mutacion de rpoS también afecta la capacidad para incrementar la tensién helicoidal
del plasmido en el periodo de recuperacion del crecimiento en LB-MOPS. Esta capacidad disminuye
tras una fase estacionaria relativamente corta, y se pierde completamente al término de 72 horas en
esta etapa. La distribucion de topoisdmeros de las células rpoS y silvestres son similares en medio
LB. Los efectos observados fueron independientes de relA. Por otra parte, las cepas silvestres y rpoS
mostraron niveles similares de transcripcion de los genes gyr, y de las subunidades de la Girasa, a lo
largo de la curva de crecimiento. Estos resultados indican que oS influye en el superenrollamiento del
DNA en la fase estacionaria y en la transicion al crecimiento exponencial. Aunque ¢ no afecta la ex-
presion de los genes gyr, no se descarta un efecto sobre el ensamblaje de Girasa. Se propone que el
efecto de oS en el superenrollamiento del DNA es el resultado de la influencia global de este regula-
dor en la fisiologia y en la supervivencia durante la fase estacionaria.
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Introduccion
1. El Superenrollamiento del DNA en Escherichia coli

1.1 Conceptos generales sobre el superenrollamiento del DNA

La tensi6n helicoidal o superenrollamiento del DNA es literalmente la revolucion del eje de la doble
hélice en el espacio. Existen dos formas basicas de superenrollamiento: plectonémico y toroidal. El
superenrollamiento plectonémico implica el entrecruzamiento de la molécula sobre si misma; es decir,
el eje helicoidal describe a su vez una hélice en el espacio (Fig. 1a). Si el eje helicoidal describe una
espiral alrededor de un eje cilindrico, como lo es una proteina, el superenrollamiento es de tipo toroi-
dal (Fig. 1b) (Cozzarelli & Wang, 1990; Gomez-Eichelmann & Camacho Carranza, 1995a).

a b

Figura 1. Tipos de superenrollamiento plectonémico (a) y toroidal (b). La doble hélice se representa como una linea
solida. En (a), una molécula de DNA circular se enrolla sobre si misma; en (b), la misma molécula, pero describiendo una
espiral en torno a un eje cilindrico imaginario (Calladine & Drew, 1997).

El nivel de superenrollamiento del DNA puede expresarse mediante la siguiente relacién: Lk = Tw +
Wr. Tw (twist) representa el nimero de revoluciones helicoidales en una conformacion determinada;
en el caso del B-DNA relajado, equivale al nimero de pares de bases de la molécula dividido entre
10.4. Wr (Writhe number) es el nimero de veces que la doble hélice pasa sobre si misma en el espa-
cio. Lk (Linking number) representa el exceso 6 déficit de revoluciones helicoidales in tofo (Calladine &
Drew, 1997). La ecuacion indica que los cambios en el nimero de revoluciones de una cadena sobre
la otra (Lk) equivale a la suma de los cambios en las revoluciones del DNA en el espacio (Wr) y en las
revoluciones de la doble hélice en su propio eje (Tw).
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La Figura 2 muestra esta relacién en una molécula circular de B-DNA en la que se generd superenro-
llamiento plectonémico. En (a) la molécula se encuentra sin tension helicoidal. Si se corta la doble
hélice, se introducen 3 vueltas en el sentido de su rotacion espacial, y se sella el corte, la molécula
tendra un exceso de tres revoluciones helicoidales, de manera que Tw = +3 (Fig. 2b). En este estado
la molécula es inestable y compensa la tensién estructural cruzando sobre si misma, adquiriendo su-
perenrollamiento plectonémico positivo (Figs. 2c, d, y e). Wr expresa el nimero de entrecruzamientos
de la molécula en (c), (d) y (e); la molécula pierde una revolucion helicoidal por cada entrecruzamien-
to, por lo que Lk, o la suma de Tw y Wr, permanece constante.

Wr corresponde intuitivamente al concepto de superenrollamiento, pero la definicion cuantitativa de
este parametro commesponde a Lk. Esto se debe a que Wr y Tw sélo especifican la forma y el tamaiio
de la molécula. Dado que son propiedades geométricas, su valor cambia ante la deformacion. En

" cambio, Lk es un valor inalterable en cualquier molécula de DNA covalentemente intacta, i.e., es una
propiedad fopolégica (Cozzarelli & Wang, 1990). Lk puede expresarse mediante distintas combinacio-
nes de Tw y Wr, pero su suma sélo cambiara si se rompen las cadenas del DNA. Lk refleja los cam-
bios en la continuidad de la estructura, los cuales se generan por la actividad de las topoisomerasas.

Tw=0 Tw=+3 Tw =42 Tw=+1 Tw=0
Wr=0 Wr=0 Wr=+1 Wr=42 Wr=+3
AN S
w
Lk=0 Lk=+3
a b [ d e

Figura 2. Formas relacionadas de una molécula de DNA circular con superenrollamiento. (a) La molécula en ausen-
cia de tension helicoidal. (b), (¢}, (d) y (e) La molécula con un exceso de revoluciones helicoidales. (¢), (d) y (e) La molé-
cula con superenrollamiento plectonémico (Calladine & Drew, 1997) .
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Figura 3. Organizacion del nuceloide de Escherichia coli en topodominios. El DNA circular de 4,700 kpb se distribuye
en regiones de superenrollamiento plectonémico delimitadas por barreras que impiden que la tension helicoidal de una
region altere la distribucién de las regiones adyacentes (Gomez-Eichelmann & Camacho-Carranza, 1995a) .

El superenrollamiento del DNA tiene dos implicaciones bioldgicas generales. Primero, es un medio
para la compactacion, la proteccion y la distribucion ordenada del DNA dentro de la célula. Segundo,
es un estado termodinamico favorable para los procesos que requieren la separacion de la doble héli-
ce, como la replicacion y la transcripcion. La transcripcion genera tension helicoidal local que, a su
vez, afecta la expresion de genes aledafios. Esta observacion, junto con el hecho de que el ambiente
induce alteraciones en los patrones de transcripcion y en la topologia del DNA, trae a consideracion
una tercer implicacion. Esta es que el superenrollamiento del DNA posiblemente participa en la regu-
lacion de ta expresion génica.

1.2 El superenrollamiento y la compactacion del DNA en Escherichia coli

En eucariontes, el DNA se compacta mediante superenrollamiento toroidal. Segmentos de ~146 pb
envuelven octameros de proteinas denominadas histonas, formando nucleosomas. Estos se yuxtapo-
nen en filamentos espirales o solenocides de ~30 nm de didmetro, que contienen 6 nucleosomas por
vuelta. La apariencia tipica de los cromosomas en metafase se debe ala condensacion de los sole-
noides a lo largo de un esqueleto de proteinas no-histdnicas.

El DNA bacteriano no se organiza en arreglos nucleoproteicos distribuidos regularmente, sinc en
una estructura denominada nucleoide. En este arreglo la tension helicoidal es de tipos plectonémico y
toroidal (Gomez-Eichelmann & Camacho-Camanza, 1995a). El nucleoide de E. cofi es una molécula
de DNA cicular de ~4,700 kpb distribuidas en ~50 regiones topoldgicamente independientes de super-
enrollamiento plectonémico (i.e., topodominios) (Fig. 3).

15



Se ha sugerido que una molécula central de RNA determina la estabilidad de los topodominios in vivo.
Sin embargo, en los nuclecides purificados sélo se encuentran moléculas de mRNA naciente, y la ri-
fampicina no modifica el nimero de topodominios en la célula. También se propuso que la membrana
contribuye en la organizacion de los topodominios. Por ejemplo, la RNAP podria restringir la rotacion
del DNA y establecer un topodominio al acoplarse ia transcripcion y la traduccion de proteinas que se
insertan en la membrana (Pettijohn, 1996; Drlica & Woldringh, 1998; Gémez-Eichelmann & Camacho-
Carranza, 1995b). Las contribuciones reales del RNA, la membrana celular y la transcripcion en el
establecimiento de estas barreras topoldgicas no se determinan aun.

Por otro lado, diversas proteinas interactdan con el DNA de E. coli, incidiendo simultanemente en su
organizacion y en la regulacion de la expresion génica. Las proteinas del nucleoide mas relevantes
son Fis, HU, Hfq, H-NS, IHF y Dps (Pettijiohn, 1988; Ali Azam & Ishihama, 1999; Ali Azam et al., 1999).

Fis (factor for inversion stimulation) es un homodimero de 11.2 kDa que se identificé como un factor
para la recombinacion sitio-especifica. Fis induce el doblamiento del DNA y actda como regulador
transcripcional de genes necesarios para el crecimiento y la replicacion.

HU (heat unstable nucleoid protein) es un heterodimero de unidades HU-1 (9.2 kDa) y HU-2 (9.5
kDa). In vitro, tetrameros de HU interactian con segmentos de 58 pb y disminuyen la altura del DNA;
pero no hay evidencia de la existencia de estos complejos en la célula. HU exhibe afinidad por estruc-
turas cruciformes de DNA; la similitud de estas estructuras con los nodos plectonémicos sugiere que
HU podria delimitar topodominios.

Hfq (host factor for phage Qj replication) es una proteina de 11.2 kDa descrita originalmente como
un factor para la replicacion del bacteriéfago Q. Hfg interactia con RNA y DNA, exhibe fuerte afini-
dad por el DNA con curvatura, y regula la traduccién de diversos transcritos (incluyendo el mRNA que
codifica a cS).

H-NS (histone-like nucleoid structuring protein) forma homodimeros de 15.4 kDa con afinidad por el
DNA con curvatura; funge como regulador transcripcional global negativo, y es capaz de compactar y
organizar el DNA. H-NS impide directamente la formacion del complejo abierto, aunque también po-
dria modular el nivel de superenrollamiento requerido para la transcripcién (Tupper et al.,
1994;Pettijohn, 1996).

IHF (integration host factor) es un heterodimero constituido por IHF « e IHF B, de 11.2 y 10.7 kDa,
respectivamente. IHF se une al sitio att del nucleoide de E. coli, induce el doblamiento del DNA, y pro-
mueve la recombinacién integrativa del bacteriéfago A. Ademas, es un regulador transcripcional global
positivo con 30 % de homologia con HU.

Dps (DNA-binding protein from starved cells), un monémero de 19 kDa, aumenta en la fase estacionaria
hasta un nivel de ~200,000 moléculas por célula. Esta proteina se involucra en la proteccion del DNA
contra el dafio oxidativo (Martinez & Kolter, 1997), y en la depresién general de la transcripcion mediante
la conversién del nucleoide en una estructura cuasi-cristalina (Wolf ef al., 1999; Almirdn et al., 1992).
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1.3 Las topoisomerasas y el control del superenrollamiento del DNA en E. coli
La variacion del superenrollamiento plectonémico es funcion de las topoisomerasas, enzimas que cortan
el DNA, translocan un segmento de éste a través del corte, y vuelven a ligarlo. Las topoisomerasas inter-
vienen en todos los procesos del DNA de eucariontes y procariontes, y se han encontrado codificadas
en genomas de bacteriéfagos y virus (Champoux, 2001). La clasificacion de estas enzimas depende del
tipo de corte que introducen. Las topoisomerasas tipo 1 generan cortes de cadena sencilla, y modifican
la tension helicoidal en una supervuetita por ciclo de reaccién. Las topoisomerasas tipo 2 cortan ambas
cadenas, y modifican la tensién helicoidal en dos supervueltas en forma dependiente de la hidrélisis de
ATP (Gomez-Eichelmann & Camacho-Carranza, 1995b; Wang, 1996; Champoux, 2001).

E. coli posee cuatro topoisomerasas: las Topoisomerasas | y lll, del tipo 1, y las Topoisomerasas IV
y Il (o Girasa), del tipo 2. Por su relevancia para la supervivencia celular, la Toposiomerasa | y ia Gira-
sa han sido objeto de una investigacion exhaustiva. Los modelos de actividad catalitica de este par de
enzimas parecen ser paradigmas del funcionamiento general de las otras dos topoisomerasas exis-
tentes en esta bacteria.

Topoisomerasas tipo 1

La Topoisomerasa | (Top l) es un mondmero de 102 kDa cuyo gen estructural, fopA, se situa en el
minuto 28 del mapa genético de E. coli. In vitro, cataliza la relajacion de DNA superenrollado negativa-
mente y, en ciertas condiciones, la resolucion de nudos intramoleculares en DNA circular y la encade-
nacién-desencadenacién de circulos de DNA en forma dependiente de Mg2*. La delecién de fopA es
tolerada sélo en presencia de mutaciones compensatorias en los genes que codifican a Girasa.

La Figura 4a resume la organizacion de Topl. El dominio de corte y pasaje se encuentra en los pri-
meros 582 aa del extremo N-terminal; la reaccion de corte depende del residuo Tyr389. Este residuo
se encuenfra en una region cuyo plegamiento es similar a la region de unién al DNA de CAP
(catabolite activator protein). La regidn de 582 aa es sucedida por otra de 162 aa; ésta contiene tres
dominios de unién a Zn?+, de los cuales el primero es necesario para la reaccidn de relajacién. Los
ultimos 121 aa del extremo C-terminal incrementan la estabilidad del complejo DNA:Top |, aunque son
dispensables para la actividad in vitro (Champoux, 2001; Wang, 1996).

La Topoisomerasa Ill (Top lil) es una proteina de 75 kDa codificada por topB {minuto 38.7 del ma-
pa genético de E. coli). In vitro, Toplll resuelve nudos en moléculas de DNA circular y encadena-
desencadena DNA circular de manera mas eficiente que Top | (pero no es esencial para la supervi-
vencia). Ademas de Mg2*, requiere K* para su actividad. Las estructuras cristalinas de los dominios de
corte y pasaje de Top lll y Top | son similares, pero Top Il carece de los dominios de unién Zn?+, Sin
embargo, su extremo C-terminal también contribuye a la unidn al DNA. Esta region posiblemente pro-
mueve la actividad de encadenacion-desencadencacion (Champoux, 2001; Wang, 1996).
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Mecanismo de catalisis de Top |
El modelo de funcionamiento de Top | es congruente con la estructura cristalina de un fragmento N-
terminal de 67 kDa que retiene Ia capacidad de corte (Fig. 4b) (Champoux, 2001). Un segmento de
cadena sencilla contacta una hendidura que se extiende entre los dominios | y V. Un cambio confor-
macional en el dominio Il sitia al residuo Tyr389 cerca de este segmento. Mediante una reaccion de
trans-esterificacion, Tyr389 corta y permanece unido al fosfato 5' de uno de los extremos de la cade-
- nai Slmultaneameme el dominio Il se eleva y abre un pasaje a la cavidad central, permitiendo la
translocamon de'la cadena intacta, el cierre del pasaje, y la ligacion del corte. El pasaje se abre y cie-
rra por segunda vez, pemmitiendo la liberacion de la cadena intacta y la disociacion del complejo
DNA:Topl.

Topoisomerasas tipo 2

La Girasa es un tetramero constituido por dos subunidades GyrA (97 kDa) y dos GyrB (90
kDa).Sus genes estructurales, gyrA y gyrB, se sitian en los minutos 48 y 83 del mapa genético
de E. coli, respectivamente. Girasa exhibe la capacidad, unica entre las topoisomerasas, de in-
troducir superenrollamiento negativo a expensas de la hidrélisis de ATP y de la presencia de
Mg?+, También es capaz de resolver nudos intramoleculares y encadena-desencadena molécu-
las de DNA circular. En ausencia de ATP, cataliza la relajacién del DNA (Gémez-Eichelmann &
Camacho-Carranza, 1995b; Wang, 1996; Champoux, 2001).

La estructura primaria de Girasa se esquematiza en la Figura 5a. GyrA exhibe las actividades
de corte y ligacién; el sitio activo Tyr122 se encuentra en una region estructuralmente parecida
al sitio de unién de DNA de CAP. La porcion terminal contiene una region en la que el substrato
forma una supervuelta toroidal positiva. El sitio ATPasa se sitia entre los primeros 400 aa de
GyrB. La porcién C-terminal de esta subunidad es necesaria para la interaccion A:B;. Esta re-
gién exhibe una insercion de ~170 aa, necesaria para su actividad in vivo, que no se encuentra
en ToplV 6 en cualquier otra topoisomerasa tipo 2 descrita (Wang, 1996; Champoux, 2001; Max-
well, 1998).

La Topoisomerasa IV (Top 1V) es producto de los genes parC y parE (minuto 65 del mapa
genético de E. coli), cuyas secuencias son homdlogas a gyrA y gyrB, respectivamente. Par E (70
kDa) y ParC (75 kDa) forman un heterotetramero C2E2 que en presencia de ATP remueve super-
vueltas negativas hasta la relajacién completa. Asimismo, encadena-desencadena y resuelve
nudos intramoleculares de moléculas de DNA circular (Gomez-Eichelmann & Camacho-
Carranza, 1995; Zechiedrich et al., 2000). Al igual que Girasa, esta enzima es esencial para la
supervivencia celular.
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Figura 4. Organizacion y mecanismo catalitico de Top I. (a) Esquema simplificado de la estructura primaria de Top |;
se seiialan los dominios relevantes para la actividad de la enzima. (b) Modelo del mecanismo de relajacidn de Topl; las
cadenas del DNA se representan como lineas sélidas (ver texto) (Champoux, 2001).

Mecanismo de catalisis de Girasa

La estructura cristalina de la Girasa intacta no se ha resuelto atn. Sin embargo, se dispone de la es-
tructura de los dominios N-terminales de GyrB (de 43 kDa) y GyrA (de 59 kDa), y de un fragmento de
92 kDa de la Topoisomerasa It de S. cerevisiae (homélogo a los dominios C-terminales de las subuni-
dades de Girasa) (Fig. 5a) (Champoux, 2001; Wang, 1996; Heddle et al., 2001).
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A 'p’arﬁrl de la informacién obtenida de estos fragmentos se ha inferido el mecanismo de catalisis de
Girasa (Fig 5b). Los dominios de unién al ATP y de captura del DNA delimitan la puerta N (cerca del
extremo N-terminal de Ia proteina), La puerta C (cerca del extremo C-terminal) acepta al segmento de
DNA intacto tras el corte y la trahslocacién, y esta delimitada por la region N-terminal de GyrA. Aproxi-
madamente 140 pb forman una supervuelta toroidal positiva en torno a la enzima. Un segmento de
doble cadena se une al dominio de captura y corte, lo cual provoca la oscilacién de la puerta N entre
los estados abierto y cerrado. El segmento capturado se corta en forma independiente del ATP y, a
través de los fosfatos de uno de sus extremos, permanece asociado covalentemente a los residuos
Tyr122 de las subunidades GyrA. La ocupacién de uno de los sitios de unién a ATP induce la conver-
sién de la puerta N al estado cerrado y la union de un segundo ATP (Champoux, 2001). Si en la cavi-
dad N ha quedado atrapado un segmento intacto de DNA adyacente, se separan los extremos de las
cadenas cortadas y se transloca el segmento intacto a la cavidad C. La hidrdlisis del primer ATP posi-
blemente facilita la translocacién (Baird et al., 1999). La ligacién del corte promueve la abertura de la
puerta C y la liberacion del segmento translocado. El ciclo de reaccion termina cuando la puerta C se
cierra rapidamente y se hidroliza el segundo ATP. La liberacion de los productos de la hidrélisis de
ATP induce la abertura de la puerta N, dejando preparada a Girasa para una nueva reaccion.

La capacidad de Girasa para generar superenrollamiento negativo podria fundamentarse en la rela-
cién espacial de los segmentos T y G. El sentido del nodo establecido por los segmentos coincide con
el de la tension helicoidal de la molécula. Cualquier topoisomerasa tipo 2 distinta a Girasa produce
relajacion al cancelar dos supervueltas. En el caso de Girasa, la supervuelta toroidal impuesta por la
region C-terminal de GyrA dicta un sentido positivo en el nodo. Al translocarse el segmento de doble
cadena se cancela un nodo positivo, por lo que se introduce superenrollamiento plectonémico negati-
vo (Champoux 2001).

Girasa es blanco de diversos compuestos biologicos y sintéticos. Estos compuestos pueden
agruparse en funcidn de su mecanismo de accion. La primer clase retne a las cumarinas (eg.,
cumermicina y novobiocina), compuestos producidos por Streptomyces spp. que inhiben
competitivamente la unién del ATP a GyrB. Por o tanto, las cumarinas inhiben la introduccion de
superenrollamiento, pero no la relajacién. La escasa similitud estructural entre el ATP y las cumarinas
sugiere que tienen sitios de union préximos y mutuamente excluyentes {Maxwell, 1998; Lewis et al.,
1996).

La segunda clase es representada por las quinolonas (e.g., acido nalidixico y ciprofloxacina),
antibidticos sintéticos que estabilizan la union covalente DNA:Girasa e impiden la ligacion del
segmento cortado. La afinidad de las quinolonas por el DNA de cadena sencilla sugiere que podrian
unirse a los bordes del cgne; sin embargo, la mutacion de Tyr122 no impide la asociacion de las
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Figura 5. Organizacién y mecanismo catalitico de Girasa. (a) Esquema simplificado de la estructura primaria de Gira-
sa; se sefialan los dominios relevantes para la aclividad de la enzima y la interaccion de sus inhibidores. (b) Modelo del
mecanismo de introduccion de superenrollamiento; los segmentos de doble cadena se representan como lineas solidas
{ver texto) (Madificada de Champoux, 2001).

TEEIS CON

FALLA LE ORIGEN |

21



quinolonas (Maxwell, 1998; Lewis et al.,1996).

Los inhibidores peptidicos CcdB (11.7 k Da) y microcina B17 (3.1 kDa) actian de manera similar a las
quinolonas, y son codificados por plasmidos de enterobacterias. CcdB es la toxina del modulo de
muerte celular programada ccdAB {(control of cell death) de los plasmidos F. Esta proteina bloquea la
actividad corte-ligacion de Girasa mediante una interaccion directa con GyrA (Couturier et al., 1997).

Las células que contienen el plasmido con el operon mcb sintetizan y secretan microcina B17 en la
fase estacionaria. El operdn mcb también contiene ios genes para la inmunidad de las células que lo
contienen. En presencia de ATP, la microcina B17 estabiliza el complejo de corte-ligacion (Heddle, et
al., 2001; Zamble et al., 2001).

Gyrl (gyrase inhibitor) constituye una nueva clase de inhibidor, pues es un factor codificado por
elcromosoma que suprime directamente la actividad de Girasa (Nakanishi et al., 1998). gyri (sbmC}) se
identificd como un gen situado en el minuto 44 del mapa genético de E. colj, y cuya sobre-expresién
confiere resistencia a la microcina B17 (Baquero et al., 1995). Gyrl (18 kDa) secuestra a Girasa 0,
alternativamente, impide el paso de union de la enzima al DNA. Este modelo se basa en tres
observaciones. Primero, Gyrl se asocia fuertemente a la holoenzima, pero débilmente a las
subunidades por separado (Nakanishi et al., 2002). Segundo, inhibe la introduccién y la relajacion del
superenrollamiento dependientes de Girasa (Chatterji & Nagaraja, 2002). Tercero, evita la
acumulacion de cortes de doble cadena en presencia de inhibidores como la microcina B17 (Baquero
et al, 1995; Chatterji & Nagaraja, 2002). A partir de la Ultima observacion se propuso que en
condiciones de estrés Gyrl contrarresta los efectos de los inhibidores peptidicos in vivo (Chatterji &
Nagaraja, 2002). De manera interesante, la expresién de gyrl aumenta en la transicion hacia la fase
estacionaria, y su promotor exhibe una secuencia -10 putativamente dependiente de oS (Nakanishi et
al., 1998).

Funciones biolégicas de las topoisomerasas
Cada una de las topoisomerasas es responsable de un conjunto definido de funciones in vivo, aunque
los analisis bioquimicos muestran cierto grado de superposicion de actividades.

El DNA de E. coli se encuentra en un margen global de superenrollamiento negativo. Este margen
depende principalmente del balance de las actividades complementarias de Girasa y Top |. Posible-
mente, Top IV actia junto con Topl en la modulacién global de la tension helicoidal negativa; median-
te la inactivacion selectiva de Top | y Top IV se ha determinado que ToplV contrarresta significativa-
mente el efecto de Girasa in vivo (Zechiedrich et al., 2000). Girasa es responsable de la tensién nega-
tiva necesaria para la repficacion y la particion del DNA. También relaja el superenrollamiento positivo
generado por la DNA polimerasa al frente de la horquilla (Gomez-Eichelmann & Camacho-Carranza,
1995; Champoux, 2001). Top IV desencadena las moléculas hijas al término de la replicacion, y sepa-
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ra moléculas encadenadas por la recombinacion sitio-especifica (Zechiedrich et al., 1997). La resolu-
cion de nudos intramoleculares in vivo también depende de Top IV (Deibler et al., 2001).

El avance de la maquinaria de transcripcion induce tension helicoidal positiva al frente y negativa atras
de la RNAP (Rahmouni & Wells, 1992). La relajacion de esta tension implica directamente a Girasa y
Top |. Aparentemente, Top! es mas importante que Top IV en la relajacion de la tension inducida por
la transcripcién porque su tasa de relajacion es superior (Massé & Drolet, 1999; Zechiedrich et al.,
2000).

Girasa podria participar en la conformacion del nucleoide mediante la formacion de estructuras foroi-
dales en sitios preferenciales. Las secuencias REP (repetitive extragenic palindromic sequences) son
sitios potenciales de union para Girasa (Gomez-Eichelmann & Camacho-Carranza, 1995b).

La relevancia biolégica de Top 1il no se determina aun. Esta enzima se involucra en la separacién
de estructuras precursoras de encadenacién en la vecindad de la horquilla de replicacion (Champoux,
2001). Asimismo, parece ser importante para mantener una frecuencia baja de mutaciones esponta-
neas provocadas por la pérdida de DNA {Gomez-Eichelmann & Camacho-Carranza, 1995b).

1.4 Regulacién del superenrollamiento del DNA y su efecto sobre la expresién génica

Las mutantes deficientes en Top | exhiben un crecimiento pobre y superenrollamiento negativo excesi-
Vo, @ menos que aparezcan mutaciones compensatorias espontaneas en gyrA o gyrB. Esta observa-
cién condujo a la propuesta de que el superenrollamiento del DNA es susceptible a un mecanismo
homeostatico de autorregulacion. Esta hipotesis se apoya en el hecho de que el promotor de topA se
activa por el incremento de! superenrollamiento, mientras que los promotores de gyrA y gyrB se acti-
van en DNA relajado (Tse-Dinh & Beran, 1988; Menze! & Gellert, 1987).

Por otro lado, los estimulos ambientales afectan significativamente la tension helicoidal del DNA. Las
condiciones anaerdbicas e hiperosmoticas ocasionan el incremento del nivel de superenrollamiento
(Drlica & Woldringh, 1998; Higgins et al., 1988; Conter ef al., 1997), mientras que la limitacion de fuen-
tes de carbono y de energia inducen la relajacién del DNA (Balke & Gralla, 1987; Jensen ef al., 1995;
Reyes et al., 2003). La tension helicoidal afecta la transcripcion de diversos genes. La expresion de
genes inducidos anaerébicamente (como cydAB, para la citocromo oxidasa bd) 6 hiperosméticamente
{(como proU, para el sistema de transporte de la betaina de glicina) aumenta en templados superenro-
llados (Bebbington & Williams, 2001; Higgins et al., 1988).

La congruencia entre la tension helicoidal requerida para estimular estos genes, y la tension obser-
vada en las condiciones en las cuales se inducen, sugiere que el superenrollamiento del DNA consti-
tuye un mecanismo global de respuesta al estrés. Este modelo necesita sustentarse en el discemi-
miento de las rutas de sefializacion por las cuales se induce la alteracion topologica del DNA. Asimis-
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mo, se requieren andlisis detallados de los cambios de patrdn de expresion génica que parecen de-
pender de Ia topologia del DNA.

El efecto del ambiente sobre Ia tension helicoidal depende (al menos parcialmente) del potencial fos-
forilativo de la célula. A partir de una serie de observaciones se ha propuesto la existencia de un con-
trol termodinamico, adicional al de tipo homeostatico, del superenrollamiento del DNA. La actividad in
vitro de Girasa es muy sensible a la relacién [ATPY[ADP] (Westerhoff et al., 1988). Asimismo, la re-
lacion [ATP]/[ADP] y el superenrollamiento varfan paralelamente en situaciones de estrés, como en
las condiciones anaerdbicas y de choque térmico (Drlica & Woldringh 1998; Van Workum et al., 1996;
Camacho-Carranza et al., 1995). La manipulacién del nivel celular de la H*-ATPasa corrobora esta
relacién causal. Aparentemente, la dependencia de la tensioén helicoidal hacia el nivel energético de la
célula es fuerte cuando el cociente [ATP)/[ADP] es bajo. El mecanismo termodinamico predomina en
esa condicion, pero el control homeostatico compensa el efecto del estado energético sobre la tension
helicoidal cuando el cociente [ATP]/[ADP] varia alrededor de un valor elevado (Jensen et al., 1995).

E! estudio del superenrollamiento del DNA en el estrés por calor es el ejemplo mas ampliamente
tratado de la relacion entre la topologia del DNA y el ambiente. El nivel de superenrollamiento aumen-
ta junto con la temperatura de crecimiento en E. coli. Este aumento se presenta también a temperatu-
ras que inducen la respuesta al estrés por calor dependiente de o* (0 o32). El comportamiento obser-
vado es parte de una respuesta homeostatica al efecto de la temperatura sobre el DNA y la supervi-
vencia. .

El DNA se relaja de manera inmediata y transitoria tras la elevacién de la temperatura. Este efecto
tiene una componente termodinamica, pero experimentos con mutantes topA e inhibidores de Girasa
indican que Topl y Girasa son responsables de la relajacion. Esta etapa no requiere la sintesis de pro-
teinas de respuesta al choque térmico, la relajacion también ocurre en una mutante rpoH (Tse-Dinh et
al., 1897, Lopez-Garcia & Forterre, 2000). En una segunda etapa, Girasa es responsable de la recu-
peracion del superenrollamiento negativo, lo cual coincide con el aumento de la relacion [ATPJ/[ADP].
El cloramfenicol inhibe el aumento del superenrollamiento, indicando que la sintesis de proteinas, e.g.,
chaperonas, es necesaria para la recuperacién (Camacho-Carranza et al, 1995). Se ha propuesto
que DnaK es esencial para este proceso, y ensayos in vitro muestran que esta chaperona estimula la
actividad de Girasa (Tse-Dinh et al., 1997; Lépez-Garcia & Forterre, 2000).

Aunque en menor grado, el estudio del superenrollamiento del DNA se ha extendido al estrés nutri-
mental y la fase estacionaria. Balke y Gralla (1987) determinaron el efecto de la remocion abrupta de
la fuente de carbono sobre la tension helicoidal de un plasmido reportero. Se observd que el superen-
rollamiento del DNA disminuye en esta condicion. La ligera relajacion del plasmido de células cultiva-
das en presencia del des-acoplador energético dinitrofenol sugirid que el agotamiento del ATP no con-
diciona !a relajacion.

En el laboratorio de la Dra. Gémez Eichelmann se observé que la tension helicoidal de un plasmido
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reportero de células cultivadas en medio LB disminuye en la fase estacionaria (Reyes-Dominguez,
2000). La distribucion de topoisdmeros observada varia dependiendo de la presencia 6 ausencia de
un amortiguador. Este estudio se extendi6 a la determinacion de 1a capacidad celular para recuperar
el superenrollamiento de! DNA al disponerse nuevamente de nutrimentos. Solamente en un medio
que permanece neutro se incrementa rapidamente el superenrollamiento. El uso de inhibidores trans-
cripcionales, traduccionales, y de la actividad de la Girasa indican que la recuperacion del superenro-
llamiento no depende de la sintesis de novo de Girasa, sino de las moléculas de Girasa existentes en
la célula. Esta hipétesis se apoya en el hecho de que la actividad de los genes gyrA 'y gyrB, y la canti-
dad de Girasa, se mantienen a lo largo de la fase estacionaria (Reyes-Dominguez et al., 2003).

La fase estacionaria es un proceso adaptativo que no parece depender del agotamiento de un nutri-
mento especifico, y factores adicionales como la densidad celular contribuyen a su activacion
(Hengge-Aronis, 2000). El hecho de que las células en fase estacionaria son metabdlicamente acti-
vas, y muestran una expresién génica diferencial, indica que también en este caso el superenrolla-
miento varia definidamente y repercute en la fisiologia celular.

En la dltima década se han enfocado esfuerzos en el entendimiento de la fisiologia y expresion ge-
nética de las células en fase estacionaria. Una buena proporcion de estos esfuerzos se dirigen a la
caracterizacion de o5, la subunidad o de la RNAP especifica de la fase estacionaria. El nimero de
genes en los que oSinfluye y la compleja regulacion de su expresion sugieren que es un regulador
maestro en las condiciones de estrés. El posible efecto de oS sobre el superenrollamiento del DNA en
la fase estacionaria y en la reanudacion del crecimiento es el motivo de este trabajo. Por ello, en la
siguiente parte de la introduccién se revisan el papel regulador y el control de la expresién de este
factor o.
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2. La Fase Estacionaria en Escherichia coli

Las bacterias enfrentan constantemente condiciones que limitan ¢ impiden su crecimiento. Su habili-
dad para colonizar un ambiente requiere la capacidad para alternar periodos de rapida division celular
y de crecimiento casi nulo o de latencia aparente. Esto lo logran mediante la expresion oportuna de
genes que suelen organizarse en redes de regulacion global.

E. coli posee redes de respuesta a condiciones adversas como el estrés calérico, el dafio al DNA, el
estrés oxidativo, y la limitacidn nutrimental. Especificamente, la respuesta a la limitacién nutrimental
comprende dos etapas parcialmente superpuestas. La primera implica la induccion de genes para la
incorporacion de nutrimentos especificos presentes en bajas concentraciones, o la utilizacién de fuen-
tes nutrimentales no preferenciales (Hengge-Aronis, 1996). Estos genes pertenecen a sistemas de
expresién como los regulones CRP:cAMP y PhoBR, inducidos en condiciones limitantes de glucosa y
fésforo, respectivamente. Las células contindan dividiéndose hasta que agotan nutrimentos esencia-
les, entonces suspenden el crecimiento e ingresan a la fase estacionaria. La transicion a esta etapa
implica la disminucién de la expresion de la mayoria de los genes necesarios para el crecimiento ex-
ponencial, y también la induccion de un subgrupo de genes implicados en una reorganizacion fisiologi-
ca para el mantenimiento de la viabilidad durante Ia inanicion.

Las células en fase estacionaria muestran un re-direccionamiento metabdlico general: disminuyen la
tasa global de sintesis de proteinas y acumulan compuestos de reserva, e.g., polifosfato y glucdgeno
(Azam et al., 1999; Goodrich et al., 1996). El nimero de ribosomas se reduce, posiblemente por su
degradacion y ulterior uso como fuente nutrimental, y se sintetiza el factor modulador de ribosomas
(RMF), para la dimerizacién y conservacion de los mismos (Huisman et al., 1996). A nivel estructural
se observan la disminucion del tamariio y la adopcidn de una forma esférica, asi como una tendencia a
formar agregados. Las envolturas celulares sufren una recomposicion critica. En la membrana cito-
plasmica aumenta la cantidad de &acidos grasos poli-insaturados y de derivados ciclopropilicos
(Huisman et al., 1996). En la capa de mureina y en la membrana extema aumentan el nivel de entre-
cruzamiento covalente del péptidoglicano y el contenido de lipopolisacaridos, respectivamente
(Huisman et al., 1996; Goodrich, ef al., 1996). En la fase estacionaria ocurren cambios topoldgicos en
el DNA que coinciden con la disminucién de la expresion génica. La tension helicoidal de los plasmi-
dos disminuye (Balke & Gralla, 1987; Schneider et al., 1997; Reyes-Dominguez, 2000), y el nucleoide
se condensa por el efecto de co-cristalizacion de la proteina Dps (Almiron et al., 1992; Wolf et al.,
1999).

El uso de inhibidores de la sintesis de proteinas en el ingreso a la fase estacionaria disminuye criti-
camente la supervivencia de E. coli durante la fase estacionaria (Nystrom & Neidhardt, 1994). Esta
observacion indica la necesidad de la activacion temprana de mecanismos de regulacion global que
promuevan la supervivencia a largo plazo en esta condicion.
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La red de regulacién dependiente del gen rpoS tiene ese caracter esencial para E. coli. Este gen codi-
fica un factor & especifico de la fase estacionaria, oS, que modula la expresion de mas de 90 genes
implicados en la supervivencia durante la fase estacionaria y en la resistencia a otros tipos de estrés.

2.1 Larespuesta de la fase estacionaria dependiente de rpoS

La expresion de rpoS se incrementa en condiciones hiper-osmoticas, de pH acido, oxidativas, y de
altas temperaturas (Hengge-Aronis et al., 1993; Muffler et al., 1996; Muffler et al., 1997b; Sledkeski et
al., 1996). Las células sometidas a estas condiciones exhiben caracteristicas similares a las de la fase
estacionaria inducida por el agotamiento nutrimental. Esto ha sugerido la existencia de una respuesta
general al estrés celular cuyo regulador maestro es oS (Hengge-Aronis, 2000).

Diferentes alelos mutantes de rpoS fueron descubiertos de manera independiente, y denominados
en funcidn de los procesos en los cuales intervienen (Kolter, 1999; Loewen & Hengge-Aronis, 1994).
El primero fue nur, involucrado en la resistencia a la radiacion ultravioleta cercana. Posteriormente se
encontréd un regulador positivo, katF, de los genes para la resistencia al H202 kalE y xthA, que codifi-
can la catalasa HPIl y la exonucleasa !ll, respectivamente. De manera paralela, se identific el locus
appR, cuya mutacién impide la sintesis de la fosfatasa acida codificada por appA.

Con base en la comparacion de la estructura primaria de KatF y de los productos de rpoD (o7%) y
moH {c32) se postulo que katF podria codificar un factor o secundario (Mulvey & Loewen, 1988). En
una busqueda de fusiones /acZ inducibles por el ayuno de fuentes de carbono se identifico el alelo
c¢si2 (Lange & Hengge-Aronis, 1991a). Las mutantes csi2 exhiben un fenotipo pleiotropico extremo,
que consiste en la incapacidad para sintetizar glucégeno y fosfatasa acida, y en la hipersensibilidad al
H202 y a temperaturas elevadas. Habiendo establecido que csi2, katF, y appR son alelos de un mismo
gen, Lange y Hengge-Aronis (1991a) sugirieron la denominacion rpoS y oS (o) para este gen y su
producto codificado, respectizamente. El superinice 'S’ especifica 'starvation’ o 'stationary phase'.

Caracterizacion de rpoS y oS

poS se situa en el minuto 58.9 del mapa genético de E. coli, donde forma parte de un operén junto
con nipD, el gen estructural de una lipoproteina para la formacién de la pared celular. Su direccion de
transcripcion es opuesta al sentido de las manecillas del reloj, y en su region 3' se encuentra una se-
cuencia de terminacion rho-independiente. La transcripcion de rpoS es muy baja en la fase exponen-
cial, y se genera a partir de dos promotores situados corriente arriba de nlpD, nipD p1y p2 (Mulvey &
Loewen, 1989; Lange & Hengge-Aronis, 1994a; Takayanagi, 1994; Lange ef al., 1995). E! uso combi-
nado de fusiones transcripcionales rpoS::lacZ y de ‘primer extension’ indica que la induccién de rpoS
durante la fase estacionaria depende de otro promotor, rpoS p1, que se encuentra a 550 pb corriente
amriba de rpoS, dentro de nipD (Takayanagi, 1994; Lange et al., 1995). Este promotor muestra las se-
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cuencias TATTCT y TTGCGT, separadas entre si por 17 pb, en las posiciones —10 y -35, respectiva-
mente. Estas secuencias corresponden relativamente bien a los consensos —10 TATAAT y -35 TTGA-
CA de los promotores dependientes de Ec™. Asimismo, dos sitios de union cAMP-CRP putativos
flanquean este promotor en las posiciones -62.5 y +55.5 (Takayanagi, 1994; Lange ef al., 1995).

oS es una proteina de 330 aa y ~37.9 kDa con un alto grado de similitud con o7° (Fig. 6) (Coliand et
al., 1999; Tanaka et al., 1993; Lonetto et al., 1992). o0 contiene 4 regiones conservadas divididas en
un nimero de sub-regiones. Las sub-regiones 2.1 y 2.2 se implican en la unién de ¢7¢ a la RNAP. Las
sub-regiones 2.3 y 2.4 constituyen la caja RpoD, y son necesarias para la desnaturalizacién del pro-
motor y el reconocimiento del consenso -10, respectivamente. Ei reconocimiento del consenso -35
depende de la sub-region 4.2 (Lonetto et al., 1992). Las sub-regiones de c7® y oS para el reconoci-
miento de los promotores exhiben una similitud superior al 70% (Lee & Gralla, 2000). En este rubro
también se incluye !a sub-region 2.5, que en c’® se asocia al reconocimiento del dominio TG de las
secuencias -10 extendidas. El dominio correspondiente en oS sdlo exhibe algunas posiciones idénti-
cas (Colland et al., 1999), y aparentemente no desemperia la misma funcién. No obstante, la sub-
region 2.5 de oS posee un caracter critico, i.e., alberga el sitio susceptible a la protedlisis mediada por
ClpXP (Muffler et al., 1996).

Por otra parte, oS posee una regién 1 mas pequefa, y carece de la region conservada de 245 resi-
duos situado entre las sub-regiones 1.2 (que interviene en la formacién del complejo abierto) y 2.1 de
c’0 (Colland et al., 1999). Aparentemente, ambas regiones enmascaran una capacidad de union a
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Figura 6. Comparacion de la organizacion modular de 07 y oS. Se sefialan las regiones relevantes para la interaccion
de los factores g con la RNAP y las determinantes promotoras (modificada de Colland et al., 1999).
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DNA libre situada en las sub-regiones de reconocimiento de las determinantes promotoras de o’
" (Dombroski et al., 1992).

Por ser indispensable para el crecimiento exponencial, 670 es considerado el factor o primario -0
vegetativo- de E. coli. Los factores o alternativos intervienen en la transcripcion de genes de respues-
ta al estrés especificos. Excepto por o, todos los factores o altemativos de E. coli exhiben estructu-
ras primarias y organizaciones modulares similares a las de 7. Sin embargo, éstos difieren significa-
tivamente respecto a los 3 segmentos mas conservados entre los factores o primarios de diversas
especies: (i) la caja RpoD; (i) un segmento de 20 aa en la subregion 4.2 y; (iii) un segmento de 14 aa
situado corriente abajo de la caja RpoD.

La estructura y el caracter de las respuestas mediadas por oS sugieren que esta proteina es un se-
gundo factor o primario, y no de tipo alternativo (Hengge-Aronis, 2000). Primero, oS alberga los tres
dominios altamente conservados de o0, y es el factor o no esencial para el crecimiento exponencial
que guarda mayor similitud con éste. Segundo, un nimero de genes dependientes de Ec7° pueden
ser transcritos por Ec$, y viceversa. Tercero, aunque oS no es esencial para el crecimiento, lo es para
la supervivencia bajo condiciones de estrés, es decir, las condiciones prevalecientes en los nichos de
E. coli (Hengge-Aronis, 1996).

Genes regulados por ¢S

oS influye en la expresion de mas de 90 genes (Tabla 1). Muchos de éstos son relevantes para la re-
sistencia durante la limitacién nutrimental, mientras que otros sirven en la prevencion y la reparacion
del dafio causado por diferentes condiriones adversas. En esta lista se encuentran genes para la divi-
sion celular y la sintesis de compuestos de reserva, y para la proteccién osmética y la disociacion de
formas reactivas de O,. También se incluyen genes asociados a las rutas metabdlicas centrales, y
genes implicados en la colonizacion y patogénesis bacteriana. Asimismo, algunos genes dependien-
tes de oS codifican reguladores, como BolA, que controla la expresidn de la proteina de unién a la
penicilina PBP6, una carboxipeptidasa asociada a la sintesis de pared celular en el septum.

Regulacién de la actividad de EcS

o’0 se mantiene permanentemente en el intervalo de 700 moléculas por célula; o€ alcanza un nivel de
~230 moléculas durante la fase estacionaria (Jishage & Ishihama, 1995). La afinidad de oS por la
RNAP es la mas baja de todos los factores o in vitro (Kusano et al., 1996; Ishihama, 2000}, y el nivel
de saturacion de EoS requerido para alcanzar un nivel maximo de transcripcion es superior al de Ec?
(Kusano ef al., 1996). Evidentemente, la constante de afinidad y la concentracion de oS no explican ni
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Gen Funcién Referencia

Morfologia y division

bolA Contro! de la sintesis de PBP6 Lange & Hengge-Aronis, 1991
osmB,C, E Lipoproteinas de membrana extema Bordes et al., 2000

osmY Proteina peripldsmica Kusano ef al,, 1996

csgBA Formacion de curli Hengge-Aronis, 2000
¢sqCDEF Formacion de curli Hengge-Aronis, 2000

fic Control de la division celular Hiratsu ef al.,, 1995

fsQAZ Formacion del septum Rothfield & Garcia-Lara, 1996
Energia y metabolismo

aldB Aldehido deshidrogenasa Loewen ¢! al, 1998

cbdAB Citocromo bd oxidasa Ishihama, 2000

sdhA Subunidad de la succinato deshidrogensa Ishihama, 2000

ivN Acetohidroxidcido sintasa Hengge-Aronis, 1996

acs Aceti-CoA sintetasa Ishihama, 2000

frd Fumarato reductasa Loewen et al,, 1998
Replicacion, reparaciény

configuracion del DNA

cbpA Chaperona molecular Yamashino ef al., 1994

aidB Reparacién de lesiones por metilacion del DNA  Landini & Busby, 1999

alkA Reparacién de lesiones del DNA Landini & Busby, 1999

mutS, H Reparacitn de DNA Tsui et al,, 1997

dps Proteina de union a DNA Almirdn et al,, 1992

{opA Topoisomerasa | Qietal, 1997

dnaN Subunidad B de la DNA polimerasa Il Ishihama, 2000

xthA Exonucieasa Il Loewen & Hengge-Aronis, 1994
Produccion de P

de almacenamiento

glgCAF Sintesis de glucdgeno Loewen & Hengge-Aronis, 1994
glgS Sintesis de gluchgeno Loewen & Hengge-Aronis, 1994
ofsA (pexA) Trehalosa-6-fosfato sinlasa Hengge-Aronis et al., 1991
olsB (pexB) Trehalosa-6-fosfato fosfatasa Hengge-Aronis et al., 1991
Resistencia al estrés

freA Trehalasa periplasmica Lange & Hengge-Aronis, 1991
treF Trehalasa citoplasmica Hengge-Aronis, 2000

usp ‘Universal stress protein’ Farewell et al., 1998

sodC Superoxido dismutasa periplasmica Hemgge-Aronis, 2000

kalE Catatasa HPIl Hengge-Aronis, 2000

katG Catalasa HP! Hengge-Aronis, 2000

Genes de patogenicidad

esp Adhesion tisular Hengge-Aronis, 2000

csgBA Formacion de curli Hengge-Aronis, 2000
¢sgCDEF Formacion de curli Hengge-Aronis, 2000

fimA, 8 Formacion de fimbriae Dove e al., 1997

Tabla 1. Lista parcial de genes influidos por ¢S,

su capacidad de competencia contra o7 en la asociacion a la RNAP, ni la expresion global diferencial
observada durante Ia fase estacionaria. Las variaciones en las secuencias promotoras consenso, asi
como la presencia de reguladores proteicos (e.g., proteinas de unién a DNA) y no-proteicos (e.g., to-
pologia del DNA, trehalosa y (p)ppGpp) contribuyen de manera crucial en el reconocimiento preferen-
cial de un promotor por EcS (Fig. 7).

Aungque se han identificado mas de 90 genes dependientes de oS, no existe una secuencia consen-
so a partir de la cual sea predecible la dependencia hacia este factor o. Muchos de estos promotores
también son reconocidos por Ea0 in vitro, de 1a misma manera que promotores dependientes de o7
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son transcritos por EcS. Por ejemplo, el promotor fic depende de Eo® in vivo (Utsumi et al., 1993; Ta-
naka et al., 1993), pero Ec™ es capaz de reconocerlo in vitro (Ding et al., 1995). Asimismo, lacUV5y
trp, dos genes regulados por Ec?0, pueden ser reconocidos por EcS (Tanaka et al., 1993).

A partir del alineamiento de diversos promotores se propuso la secuencia CTAC/ACT, comprendida
entre las posiciones -13 y -7, como un consenso putativo en la region -10 de los genes dependientes
de oS (Loewen et al., 1998; Espinosa-Urgel et al., 1996; Lee & Gralla, 2001; Becker & Hengge-Aronis,
2001). Esta secuencia exhibe como posiciones mas conservadas a -13C, -12T, -11A, y -7T (Lee &
Gralla, 2001; Hengge-Aronis, 2001). Curiosamente, las dltimas tres posiciones también son las mas
conservadas en los promotores dependientes de o0, La importancia de la identidad de estas posicio-
nes en la actividad de EcS se ha explorado mediante mutagénesis dirigida (Lee & Gralla, 2001; Bec-
ker & Hengge-Aronis, 2001). La substitucién de -12T y -11A eliminan por completo la unién de EcS al
promotor. La identidad de -13C es crucial para evitar el reconocimiento por parte de Es7¢, aunque su
substitucion no afecta la afinidad de EaS. De manera similar, la remocion de -7T elimina la unidn de E
o0, pero disminuye poco la afinidad de EoS por el promotor. Sin embargo, si se substituyen simulta-
neamente estas dos posiciones, la identidad de -13C si desempeiia un papel positivo en la interaccién
de EcS con el promotor (Lee & Gralla, 2001; Becker & Hengge-Aronis, 2001).

Diversos estudios in vitro sugieren que EoS y Ec?0 pueden reconocer secuencias promotoras simila-
res (Tanaka, 1995; Tanaka, 1993). Esto coincide con la fuerte similitud existente entre los dominios
2.4 y 4.2 de ambos factores . No obstante, mientras la determinante -10 influye en el reconocimiento
de promotores por EcS, posiblemente no se requiere una secuencia especifica en la region -35. Inclu-
so la transcripcion del promotor fic no se altera cuando es dirigida por una forma de oS que carece de
la sub-region 4.2 (Hiratsu et al., 1995). La ausencia de un elemento -35 en los promotores dependien-
tes de Eo*S podria determinar la selectividad de esta holoenzima al interferir con el reconocimiento por
Ea70. Por otro lado, Wise et al. (1996) observaron una distribucién relativamente conservada de la
secuencia CCG en la region -35 de los promotores dependientes de oS. La substitucion de estos nu-
cledtidos en el promotor de osmY reduce la transcripcion por EcS, pero estimula la transcripcion por E
o0, Asimismo, la introduccion de esta secuencia en proU hace a este gen insensible a ™, pero indu-
cible por EcS y dependiente de la fase de crecimiento.

Factores adicionales a las secuencias promotoras influyen en el uso diferencial de promotores por E
oS, Por lo menos dos aspectos de la topologia del DNA intervienen en este sentido. Primero, fa trans-
cripcion in vitro de los promotores lacUV5 y osmY por EcS es mas eficiente en templados con bajo
nivel de superenrollamiento (Kusano et al., 1996). De forma muy general, esta observacion coincide
con la nocidn de que el nivel de superenrollamiento del DNA disminuye en condicionas de estrés nutri-
mental. Segundo, diversos genes dependientes de oS exhiben regiones de curvatura intrinseca co-
rriente armiba de sus promotores (Espinosa-Urge] & Tormo, 1993; Espinosa-Urgel et al., 1996). Existe
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evidencia de que los dominios que inducen el doblamiento de! DNA (i.e., segmentos de mltiples ade-
ninas) pueden interactuar con la RNAP. Estos segmentos estimulan fuertemente la transcripcion
cuando se sitian corriente arriba de la regién -35 de genes reconocidos por Ec?0 in vivo e in vitro
(Alyar et al., 1998). Aparentemente, existe una relacion entre la actividad de H-NS y el reconocimiento
diferencial por la RNAP asociada a ¢”° 6 5. S6lo en una cepa hns la transcripcion de csgBA, que codi-
fica la principal subunidad de la curlina, puede ocurrir a través de Ec70 (Amgqvist, 1994). H-NS muestra
especificidad por el DNA con curvatura en condiciones de sub-saturacion, por lo que es posible que
mantenga a los promotores en una configuracion que impida a Ec su reconocimiento.

Otras proteinas intervienen en el control de la actividad de EoS. Durante la fase exponencial, la ex-
presion de dps en respuesta al estrés oxidativo es estimulada por OxyR, y depende de Ec70. Sin em-
bargo, su induccién durante la fase estacionaria depende de EcS, y es facilitada por IHF (Altuvia et al.,
1994). La expresion de osmY es activada por EcS, pero es reprimida por Lrp, cAMP-CRP, e IHF
(Lange et al., 1993). La competencia entre o3 y o7® por la RNAP también podria afectarse por Rsd,
una proteina de union a o™ que impide en diferentes grados la transcripcion in vitro de diversos pro-
motores (Jishage & Ishihama, 1998). Asimismo, Pratt y Silhavy (1998) implicaron a cr/ (un modulador
de la transcripcion de csgBA) como un regulador positivo de EcS que posiblemente se une acSo aE
o3, 6 que estimula la asociacion de oS a la RNAP.

El incremento de diversos factores en respuesta a condiciones de estrés, incluyendo moléculas os-
moprotectoras (glutamato de potasio y trehalosa), el pali-P, y el (p)ppGpp favorecen la transcripcion
via EoS. La transcripcion in vitro de los genes osmB y osmY mediante EcS se estimula con concentra-
ciones de glutamato de potasio que simulan las condiciones iénicas intracelulares durante el estrés
osmoético, =0.3 M. La transcripcion de eslos genes por Ec?0 es eficiente en condiciones normales,
pero esta concentracion de glutamato ejerce un efecto inhibitorio sobre Ec?° (Ding et al., 1995). El
nivel de transcripcién de osmY, lavUV5 y fic mediante EcS y Ec se incrementa junto con la concen-
tracion de trehalosa. Mientras la concentracién de trehalosa 6ptima para EcS se encuentra en el inter-
valo de 0.7-1.2 M, para Ec”es 0.7 M (Kusano & Ishihama, 1997a).

E! poli-P inhibe la transcripcion in vitro por ambas holoenzimas, EcS y Ec0, El efecto inhibitorio so-
bre EcS cesa por el incremento del nivel intracelular de glutamato de potasio; el poii-P posiblemente
desempefia un papel en la expresion dependiente de oS en condiciones hiperosmoticas (Kusano &
Ishihama, 1997b). Recientemente se ha propuesto que el (p)ppGpp regula la competencia entre facto-
res o para asociarse a la RNAP (Jishage ef al., 2002). Esta nocion se fundamenta en las siguientes ob-
sevaciones: (i) los factores o° y o® compiten mejor contra 70 en presencia de (p)ppGpp; (i) la fraccion de
o’y o3 asociada a la RNAP disminuye en una cepa relA spoT y; (ii)) la necesidad de estos factores o
por el (p)ppGpp se elimina en presencia de formas mutantes de o7 con una afinidad disminuida por la
RNAP.
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Regulacion de la expresion de oS

La expresion de oS esta sujeta a un intrincado mecanismo de regulacion que opera en los niveles
transcripcional, traduccional, y de estabilidad proteica (Figura 7) (Lange & Hengge-Aronis, 1994b).
Numerosas moléculas se han involucrado en la regulacién de oS, y no es excepcional que alguna de
éstas intervenga, directa o indirectamente, en mas de una forma. La significacion de la ocurrencia si-

multanea de tres niveles de regulacion respecto a un Gnico pardmetro, la concentrac:on de oS, sere-

laciona con el caracter general de la respuesta fisiologica dependiente de este factor 0' La pnmer ob- =
servacion en este sentido es que los diferentes tipos de estrés inciden en dlstmta proporcuon sobre

.
LeuO
"~ OxyS &_ -NS
/tl (p)ppGpp Crl Trehalosa Glutamato
fq

(P)ppGpp BarA  Poli-P RprA=e—"1fq—p- DSrA HU \}\l
./ [

Formacion de EoS
rpoS » mRNA rpoS - S - y transcripcion

cAMP UDP-glucosa DnaK ————|l<—— ClpXP LihA

Degradacion de o° RssB -~ acetil-fosfato

Figura 7. Regulaci6n del nivel y actividad de oS . Se presenta un modelo de regulacion de la expresién de rpoS en los
niveles transcripcional y post-transcripcional. También se inciuyen el control de la estabilidad de oS y la participacion de
factores que promueven su asociacion a la RNAP y la transcripcion dependiente de este factor o, -, regulacion positiva;
—| , regulacion negativa (Modificada de Hengge-Aronis, 2000) .

cada nivel de regulacién. Lo anterior sugiere que los factores exdgenos que disparan la expresion de
oS actlan sobre varias rutas de sefializacion, y que no hay una molécula sefial comtin a todos los
tipos de estrés (Hengge-Aronis, 2000). La traduccion del mRNA rpoS y la estabilidad de oS aumentan
en condiciones hiperosmdticas, aunque la actividad transcripcional de rpoS no se modifica (Hengge-
Aronis et al., 1993). De manera similar, el ingreso a la fase estacionaria por el agotamiento nutrimental
estimula la transcripcion y Ia traduccién de rpoS (Lange & Hengge-Aronis, 1994b). Aparentemente,
cuando el caracter del estrés permite una adecuacién paulating, la regulacion de oS en los niveles
transcripcional y traduccional se acentia. Por el contrario, cuando el estrés es potencialmente letal y
requiere una respuesta rapida, la disminucion de la protediisis de oS es el control preponderante.
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Control a nivel transcripcional

La actividad de rpoS se induce durante la fase exponencial tardia y en la transicién hacia la fase esta-
cionaria (McCann et a/,1991; Lange & Hengge-Aronis, 1991; Loewen ef al., 1998; Lange & Hengge-
Aronis, 1994b). Esto sugiere la intervencién de mecanismos reguladores positivos en la expresion de
este gen in vivo. Diversas moléculas se asocian al control transcripcional de rpoS, pero no existe un
modelo satisfactorio que explique la induccion de este gen en el inicio de la fase estacionaria. Al me-
nos una sefal intracelular debe funcionar en este sentido, y moléculas como el (p)ppGpp y el poli-P, o
el complejo cAMP-CRP y BarA, son candidatos importantes.

El (p)ppGpp es el efector del control estricto. El control estricto es un ajuste fisioldgico en respuesta
a la limitacion de aminoéacidos y de fuentes de carbono y de energia, y consiste en la disminucion de
la sintesis de RNA estable (rRNA y tRNA) y en el control del inicio de la transcripcion de diversos ge-
nes. El metabolismo de! (p)ppGpp depende de RelA, una (p)ppGpp sintetasa asociada constitutiva-
mente a los ribosomas, y de SpoT, una enzima citoplasmica que sintetiza y degrada (p)ppGpp
(Chatterji & Ohja, 2001; Cashel et al., 1996, Hemnandez & Bremer, 1991). E! nivel de oS no se incre-
menta en la transicion a la fase estacionaria en una cepa ArelA AspoT. Asimismo, la sobreproduccion
de (p)ppGpp en ausencia de estrés nutrimental conduce a la acumulacién de oS (Gentry et al. 1993).
Aparentemente, el (p)ppGpp estimula la transcripcién de rpoS, pero no a nivel de iniciacion. La muta-
cidon ArelA AspoT no influye diferencialmente la iniciacion transcripcional a partir de los promotores
situados corriente arriba de rpoS (Lange ef al., 1995). E! efecto del (p)ppGpp podria operar a nivel de
elongacion 6 de estabilidad del mRNA rpoS (Lange ef al., 1995; Hengge-Aronis, 2000). Paraddjica-
mente, el bajo nivel de oSen una cepa ArelA AspoT no se relaciona con un bajo nivel de mRNA rpoS.
Por el contrario, el nivel de! transcrito aumenta como resultado del incremento de su vida media
(Zgurskaya et al., 1997).

Las células incapaces de sintetizar poli-fosfato (poli-P) son hiper-sensibles al estrés por calor. La so-
bre-expresion de rpoS en estas células compensa este efecto, por lo que se propuso que el poli-P esti-
mula la expresion de oS. La actividad de las fusiones transcripcionales rpoS::lacZ disminuye cuando se
sobre-produce la exopolifosfatasa de levadura PPX1 (Shiba ef al., 1997); desafortunadamente, no hay
evidencia de que el poli-P estimule la transcripcidn de oS in vitro.

BarA es un sensor-cinasa de la familia de activadores transcripcionales de dos componentes, y se
ha encontrado que el nivel de mRNA rpoS disminuye substancialmente en la fase exponencial tem-
prana en una mutante barA. Una evidencia adicional de que esta proteina desempeiia un papel en la
expresion de rpoS es que la propia induccion de barA antecede a la de aquél en la fase exponencial
tardia (Mukhopadhyay et al., 2000).

Aparentemente, ei complejo cAMP-CRP ejerce un efecto negativo sobre la expresion de oS
(Loewen et al., 1998; Hengge-Aronis, 1996). En la fase exponencial, la transcripcion de oS y los
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niveles de oSse incrementan fuertemente en las cepas cya y ¢rp, pero disminuyen inmediatamente si
se adiciona cAMP (Lange & Hengge-Aronis 1991; Lange y Hengge-Aronis, 1994b). Existe un reporte
en el que se observo la disminucién en la transcripcion de rpoS en una cepa cya (McCann et al.,
1993), pero esta contradiccion permanece sin explicacion.

Otros factores involucrados en el control de la expresion de rpoS son fa UDP-glucosa y la homose-
rin lactona. La UDP-glucosa es necesaria para la produccion de trehalosa y de algunas componentes
de la envoltura celular, y aparentemente ejerce un efecto negativo sobre la expresion de rpoS
(Béhringer et al,, 1995). Huisman y Kolter (1994) propusieron que una acil-homoserin lactona (AHL)
dispara la expresion de rpoS en condiciones de estrés nutrimental. Las AHLs fungen como sefiales
extracelulares en el control dependiente de la densidad celular de diversos procesos en bacterias
Gram-negativas, como la bioluminiscencia de Vibrio harveyi (Bassler, 1999; Fuqua & Greenberg,
1998). Aunque existe controversia respecto a los resultados reportados para E. coli (aparentemente E.
coli no sintetiza AHLs), en Pseudomonas aeruginosa si se requiere una AHL para la expresion de
moS§ (Latifi ef al., 1996).

Control a nivel traduccional

La transicion hacia la fase estacionaria, asi como otros tipos de estrés (térmico y osmotico), estimulan
la traduccion del mRNA codificado por rpoS (Lange & Hengge-Aronis, 1994; Sledjeski et al., 1996;
Muffler et al., 1996; Muffer et al., 1997). La region 5' det mRNA rpoS exhibe una secuencia en la que
se predice la formacion de una extensa estructura tallo-asa. Aparentemente, el segmento delimitado
por los nucledtidos 160 y 210 impide la unidn de los ribosomas al actuar como RNA antisentido en cis
sobre la region lider. Se ha propuesto que un conjunto de factores condicionan la desestabilizacidén de
esta estructura secundaria con el fin de regular su iniciacién traduccional (Lange & Hengge-Aronis, 1994;
Brown & Elliot, 1996; Muffler et al., 1996). Entre estos factores se encuentran las proteinas del nuclecide
Hfq, H-NS, y HU, asi como las moléculas pequefias de RNA no traducido DsrA, RprA, y OxyS (Fig. 7).

La ausencia de Hfq provoca la disminucion en los niveles de oS de S. typhimurium y E. coli (Brown
& Elliot, 1996; Muffler et al., 1997). Dado que Hfq interactia con un nimero de mRNAs in vivo, se ha
propuesto que desestabiliza directamente la estructura secundaria del mRNA rpoS (Loewen ef al.,
1998; Brown & Elliot, 1996; Muffler et al., 1997; Zhang et al., 1998). Sin embargo, no existen reportes
sobre Ia union especifica Hfq:mRNA rpoS in vitro.

OxyS es un RNA no traducido de 109 nt asociado a la regulacion de ~40 genes en E. coli (Altuvia et
al., 1897). OxyS interactiia directamente con Hfq in vivo, y aparentemente impide la traduccion del
mRNA rpoS al competir por Hfq (Zhang et al., 1998).

Por otra parte, Yamashino ef al. (1995) encontraron que el nivel y la estabilidad de oS5 aumentan
significativamente en ausencia de hns. Posteriormente se establecid que esta proteina participa en la
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regulacion de rpoS en respuesta al estrés osmotico y a la desaceleracion del crecimiento (Barth ef al.,
1995).-H-NS podria regular negativamente la transcripcion de factores que interactian directamente
‘con el mRNA rpoS, 6 unirse a éste (H-NS se une inespecificamente al RNA, y exhibe propiedades de
chaperona de RNA).

DsrA tiene un efecto antagonico sobre la funcion inhibitoria mediada por H-NS. DsrA es un RNA no
traducido de 85 nt, con una estructura secundaria putativa consistente en tres tallos-asa (Sledjeski y
Gottesman, 1995; Majdalani, et al,, 1998; Lease & Belfort, 2000; Lease et al., 1998). En E. coli, DsrA
se desempefa como regulador a través de interacciones RNA:RNA en, por lo menos, dos niveles. A
nivel post-transcripcional, DsrA estimula la expresion de rpoS a través de un mecanismo anti-
antisentido (Sledjeski & Gottesman, 1995; Majdalani ef al., 1998). A nivel transcripcional, funge como
antisilenciador de H-NS, promoviendo la expresién de diversos genes (Sledjeski & Gottesman, 1995).
E! segmento ocupado por el primer tallo-asa y la base del segundo es complementario a una region
de ~20 nt dentro de la secuencia lider del mRNA rpoS. El apareamiento entre DsrA y esta region po-
dria eliminar la estructura secundaria del transcrito rpoS (Majdalani et al., 1998). Por otra parte, la fun-
cién de DsrA parece depender de Hfq. Hfq se une especificamente a DsrA in vitro y, en ausencia del
gen que codifica a esta proteina, DsrA practicamente pierde su estabilidad (Sledjeski et al., 2001).

HU contribuye al control post-transcripcional positivo de oS in vivo; reconoce especificamente el
mRNA rpoS, y la sintesis de oS disminuye significativamente en una cepa hupAB (Balandina et al.,
2001). HU podria desestabilizar la estructura del mRNA rpoS para facilitar la unién de los ribosomas
0, alternativamente, modular la unién de otras proteinas como Hfq y H-NS (Balandina ef al., 2001).

El circuito de control traduccional de rpoS es ain mas complejo. A partir de! monitorec aleatorio de
clonas capaces de estimular la traduccion de rpoS en ausencia de DsrA se detecté un RNA no trans-
crito de 106 nt, RprA (RpoS regulator RNA) (Majdalani et al., 2001). Aunque en DsrA y RprA es pre-
decible la formacién de estructuras tallo-asa, y la actividad de RprA también se ausenta en una cepa
hfq, este RNA no parece interactuar con el mRNA rpoS. Solamente se han detectado pequefias regio-
nes de complementariedad con éste, y la mutacion de tales segmentos no afectan significativamente
su actividad.

dksA, descrito originalmente como un gen cuya sobre-expresidn suprime la termosensibilidad y la
filamentacion de una cepa dnaK, contribuye en la regulacién traduccional positiva del mRNA rpoS
(Webb et al., 1999). Aparentemente, DksA actua especificamente en la regidn situada entre los codo-
nes 8 y 73, ie., a diferencia de lo propuesto en el caso de Hfq, la interaccion DksA:mRNA rpoS es
independiente de la regién promotora.

LeuO, un regulador similar a LysR, reduce los niveles de oS a bajas temperaturas (Klauck et al.,
1997). La sobre-expresion de LeuO tiene el mismo efecto sobre DsrA, pero no afecta la expresion de
rpoS en un fondo dsrA. Es decir, posiblemente LeuO regula a rpoS mediante la represion de DsrA. La
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expresion de leuO es relativamente baja e independiente de la temperatura. Sin embargo, este gen se
des-reprime en ausencia de H-NS, lo cual sugiere que H-NS regula la sintesis de su antisilenciador,
DsrA (Klauck et al., 1997).

Control post-traduccional de los niveles de o®

Durante fa fase exponencial, el bajo nivel de oS depende de la actividad ClpXP (Schweder ef al.,
1996), una proteasa ATP-dependiente formada por una componente reguladora (ClpX) y una proteoli-
tica (ClpP) (Gottesman et al., 1993). El sitio critico para la degradacion de oS se encuentra entre las
posiciones 159 y 188, y el residuo 173lys es esencial para este proceso. Por lo tanto, el sitio suscepti-
ble a la protedlisis y la sub-region 2.4 se sobreponen (Zhou et al., 1998; Becker ef al., 1999).

La degradacién de oS requiere el factor de reconocimiento RssB o SprE (Regulator of sigma S; Sta-
tionary phase regulator), un miembro de la familia de reguladores de respuesta (Muffler et al., 1996b;
Pratt & Silhavy, 1996). RssB promueve especificamente la degradacion de oS (Pratt & Silhavy, 1996;
Zhou & Gottesman, 1998), e interactiia exclusivamente con ClpXP (Zhou et al., 2001). Este es el pri-
mer regulador de respuesta implicado en la regulacion a nivel de estabilidad proteica, ademas de que
su dominio C-terminal no guarda similitud alguna con el resto de los miembros de dicha familia (Pratt
& Silhavy, 1996; Muffler et al., 1996b).

Existen condiciones en las que la interaccion RssB:c® y el proceso proteolitico se desacoplan. En
condiciones donde la tasa proteolitica de oS disminuye parcial- o totalmente (e.g., en la fase estacio-
naria 6 en una cepa c¢/pP), la sobre-expresion de RssB suprime la actividad de los genes dependien-
tes de oS, aun en presencia de elevados niveles de oS (Becker et al., 2000). A partir de esta observa-
cion, Becker ef al. (2000) propusieron que RssB puede actuar como factor anti-o bajo condiciones de
crecimiento en las que rssB es fuertemente inducido.

Otra proteina involucrada en el control de la protedlisis de oS es DnaK. El nivel y vida media de oS
se reducen en una cepa dnaK durante la fase estacionaria (Rockabrand et al., 1998; Muffler et al.,
1997b). DnaK promueve Ia estabilidad de oS; sin embargo, se desconoce si esta chaperona interactia
con este factor o in vivo como hace con o, en cuyo caso aumenta su inestabilidad. Altemativamente,
DnaK podria afectar la actividad de RssB 6 de ClpXP. Por el contrario, LrhA (LysR-like trasncriptional
regulator) promueve la degradacion de oS mediante la estimulaciéon de RssB en la fase exponencial
(Gibson ef al., 1999).

Aparentemente, el acetil fosfato también participa en Ia regulacién de la interaccién RssB:oS. In vi-
tro, el acetil fosfato puede actuar como donador en la fosforilacién de diversos sensores cinasa, como
la proteina reguladora del regulon Ntr (Nystrdm, 1995). La tasa de degradacion de oS disminuye en
una cepa incapaz de sintetizar acetil fosfato, y RssB interactiia con oS in vitro en forma dependiente
de la fosforilacion del residuo Asp58 de su dominio receptor N-terminal (Bouché et al., 1998; Becker et
al., 1999).
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Objetivo general

Estudiar el papel de rpaS en los cambios de superenrallamiento del DNA durante la fase estacionaria
y en el periodo de recuperacion de! crecimiento de Escherichia coli.

Objetivos particulares

Determinar el efecto de la mutacion de los genes rpoS y relA en la cinética de superenrollamiento del
DNA durante Ia fase estacionaria y en el periodo de recuperacion del crecimiento.

Determinar el efecto de la mutacion de rpoS en la expresion de la Girasa a lo largo del crecimiento.
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Materiales y Métodos

1. Cepas bacterianas y plasmido

La cepa MC4100 F- araD139 A(argF-lac)205 rpsL.150 thiA1 relA1 fibB5301 deoC1 ptsF25 hsR (Lac-
Ara- SmR Thi) se utiliz6 en la mayoria de los experimentos (Casadaban, 1976). También se
emplearon las cepas MX614 ile-680 (Bastarrachea ef al., 1980), CF148 (prototrofa), CF1652 (CF1648
ArelA251::kan) (Xiao et al., 1991), y las cepas con fusiones transcripcionales en el cromosoma
MC4100 Ad(gyrA-lacZ), y MC4100 A (gyrB-lacZ) (Reyes-Dominguez et al., 2003).

Las cepas MC4100 rpoS::Tn10, MX614 rpoS::-Tn10, CF1648 rpoS:Tn10, CF1652 rpoS::Tn10,
MC4100 rpoS:Tn10 Ad(gyrA-lacZ), y MC4100 rpoS::Tn10 Ad(gyrB-lacZ) se obtuvieron mediante
transduccion generalizada con el bacteriéfago P1 vir [rpoS:Tn10 (TcR)] (Lange & Hengge-Aronis,
1991a). El bacteriofago P1 vir fue donado por el Dr. Jorge Membrillo Hernandez (Instituto de
investigaciones Biomédicas, UNAM). Para el monitoreo del superenrollamiento del DNA se emplet el
plasmido pMS01 (ApR), un derivado de pBR322 en el que se elimind el gen de resistencia a la tetraci-
clina (Ledn et al., 1988).

2. Medios y condiciones de crecimiento

Los medios ricos LB (Luria-Bertani) y LB-MOPS se usaron en casi todos los experimentos. El medio
minimo M9 se utilizd Gnicamente para conocer la viabilidad de una mutante rpoS durante periodos
prolongados de fase estacionaria. Todos los experimentos se realizaron en condiciones de
crecimiento estandar, a 37 °C y con agitacion constante de 180 rpm.

Los cultivos experimentales se iniciaron de la siguiente forma. En un tubo con 3 mL de medio LB se
inocularon 50 uL. de un cultivo en glicerol al 20%. {Los cultivos en glicero! 0 de almacenamiento se
conservan a -70 °C y contienen ~108 células mL-1). El tubo se incubd en condiciones estandar durante
toda una noche. Para iniciar el experimento, 200 uL de cultivo de una noche se inocufaron en un
matraz Erdenmeyer de 125 mL con 10 mL de medio LB o LB-MOPS.

Con el fin de asegurar la presencia homogénea del plasmido en la poblacidon celular, se adicioné
Carbecin, un antibidtico tipo ampicilina, a una concentracién de 300 pug mL-1.

El crecimiento celular se midié en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 550 nm (DQseo).
Para cosechar células en la fase exponencial los cultivos se incubaron hasta una DOssg ~ 0.4. La fase
estacionaria comienza en una D.O.ss50 ~ 1.5, cuando el cultivo se ha incubado alrededor de 6 h.

Para inducir la recuperacion del crecimiento, se transfirid ~1 mL de cultivo en fase estacionaria a un

Medio de cultivo Luria Bertani (Sambrook et Medio M9 (Sambrook et al., 1989)
al., 1989) NH4Ci1g

Triptona (Difco) 10 g L KH2PO4 3 g

Extracto de levadura (Difco) 5 g L-! NaCl0.5g
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NaCl (Baker) 10 g L Agar20g

Timina (Sigma) 20 ug mL"! MgSO4 1 mL de una dlsolucu‘m al 25 %
El pH se ajusta a 7.0 con 1 mL de disolucién Glucosa 0.1 % -~ :

de NaOH (Baker) 2.5 N por litro de cultivo. Timina 20 ug mL-

El medio LB solido se prepara de la misma Aminoacidos 20 pg mL-!

manera, pero se agrega 2 % de Bacto-Agar Vitamina Bt 0.16 mL de una disolucién
(Difco). 0.1%

En los experimentos que se requirid, se Aforar con Hz0 desionizada a 1L

agregd amortiguador MOPS (Sigma) al me-
dio LB, a una concentracion final de 40 mM.

3. Construccion de cepas rpoS::Tn10 (TcR) por transduccion generalizada mediada por el bac-
teri6fago P1 vir

Se inocularon 200 pl de un cultivo de una noche de la cepa a transducir en 10 mL de medio LB. Este
cultivo se incubo hasta la fase exponencial, se centrifugdé a 10,000 rpm por 10 min, y se resuspendid
en un volumen de 1 mL de triptona 1%. 500 uL de esta suspension (~108 células mL-) se disolvieron
en el mismo volumen de una disolucion de CaCl; 0.015 M y MgS040.030 M, y se incubaron a 37 °C
durante 2 min.

Paralelamente, se diluyo el bacteriofago P1 vir en medio LB, hasta una concentracion de ~5 x 107
ufp mL-! (unidades formadoras de placa); esta disolucién se incubd a temperatura ambiente por 2 min.
La mezcla de transduccion se preparo con 500 pl de las suspensiones MC4100-Ca-Mg y P1-LB, y se
incubd a 37 °C por 2 min. Centrifugacion a 10,000 rpm durante 1 min y resuspensién en 1.5 mL de
medio de disolucion (MgS0s 10 mM). Esta dltima mezcla se distribuyd en volimenes de 100 ul en ca-
jas de medio LB con tetraciclina (25 ng mL-1). Se emplearon como controles cajas sembradas (nica-
mente con la cepa silvestre ¢ la suspension P1-LB transductante. Las cajas se incubaron a 37 °C por
24 h,

Se seleccionaron 4 colonias de posibles transductantes rpoS::Tn10 (TcR} y se compard su fenotipo
con el de las cepas silvestres. Finalmente, se seleccionaron dos colonias para iniciar nuevos cultivos.
Las colonias se inocularon en 3 mL de LB y se incubaron en condiciones estandar durante 24 h. De
estos cultivas se transfirieron 500 pl. a tubos de almacenamiento con igual volumen de glicerol al 40
%, tras lo cual los tubos se almacenaron a -70 °C.

4. Verificacion del fenotipo mutante rpoS
Se compararon las capacidades de las células silvestres y rpoS para sobrevivir a la incubacion a altas
temperaturas y por periodos prolongados de fase estacionaria. Para estos experimentos se usd la
metodologia de Lange y Hengge-Aronis, 1991. Asimismo, se evalud la respuesta de las cepas a la
exposicion al H20:.

Curva de termotolerancia. Se tomaron alicuotas de 1 mL de cultivos en LB de las cepas MC4100 y
MC4100 rpoS con 18 h en fase estacionaria (24 h de incubaci6n continua). Las células se cosecharon
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por centrifugaron a 10,000 rpm por 3 min, y se diluyeron en NaCl 0.9 % hasta una densidad de 103
células mL-'. Para cada una de las cepas se hicieron 9 muestras de 1 mL, éstas se numeraron para
especificar el tiempo (min) que se incubarian a la temperatura subletal de 55 °C. Se mitored el por-
centaje de supervivencia a intervalos de 1 minuto, durante 9 minutos. Se tomaron 100 plL (por duplica-
do) en los tiempos marcados para realizar cuentas viables en cajas de Petri con medio LB.

Curva de viabilidad celular en periodos prolongados de incubacién. Las cepas MC4100 y
MC4100 rpoS se cultivaron en 10 mL de medio minimo M9 con 0.1 % de glucosa. Estos cultivos se
incubaron en condiciones estandar durante 9 dias. Diariamente se tomaron muestras y se diluyeron
en NaCl 0.9 % hasta densidades de 103y 102ceélulas mL-1. A partir de estas disoluciones se espatula-
ron muestras de 100 pl (por duplicado) en cajas con medio LB y se hicieron cuentas viables.

Ensayo de tolerancia al peréxido de hidrégeno (H20z). El efecto del H2O2 sobre las mutantes
rpoS se determind como en Small ef al, 1994 . A partir de cultivos de una noche se sembraron cajas
de Petri. Posteriormente, se aplicaron por goteo ~5 il de H20: a colonias aisladas. Las células silves-
tres producen inmediatamente un intenso burbujeo, pero en las mutantes rpoS esto es apreciable so-
lamente después de 10-20 s. Este ensayo se tilizé después de cada experimento como control de la
identidad de las cepas empleadas.

5. Transformacion con el plasmido pMS01 (ApR)

Para introducir el plasmido reportero en las cepas se utilizd el método de preparacion de células
competentes en un paso descrito por Chung et al. (1989). En un tubo Eppendorf se mezclaron
volimenes equivalentes (500 L) de medio TSS 2X frio y de un cultivo celular en fase exponencial en
medio LB. 100 p! de esta mezcla se incubaron en hielo con 10 ng de pMS01 durante 30 min.
Posteriormente, el tubo se incubd en un bafio a 45 °C durante 5 min, y por otros 5 min en hielo.
Después de agregar 900 pl de medio LB se hizo otra incubacién a 37 °C durante 1 h. Finalmente, se
tomaron 100 pl de! contenido y se sembraron por espatulado en una caja de medio LB con ampicilina
(200 pug mL-). Incubacién a 37 °C durante 24 h. Se seleccionaron 4 colonias con el fin de verificar la
transformacion. Los plasmidos se purificaron por el método de lisis alcalina para la extraccion de DNA
{Maniatis et al., 1982), y se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%, a 75 voltios. Se
conservaron dos colonias para el almacenamiento a -70 °C.

TSS 2X

NaCl (Baker) 1%

Triptona (Difco) 1%

Extracto de levadura (Difco) 0.5%

Polietilenglicol, PEG, 8,000 (Sigma) 20%

Dimeltilsulféxido, DMSO (Merck) 10%

MgCl (Merck) 50 mM
No se ajusta el pH de la solucién; se esteriliza en autoclave y se mantiene a 4 °C
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6. Determinacién del nivel de superenrollamiento del plasmido pMS01

Extraccién del plasmido. La purificacion del plasmido se hizo con una version modificada del méto-
do de lisis alcalina para la extraccion de DNA (Maniatis et al., 1982). Se transfirieron 1-1.5 mL de culti-
vo en fase estacionaria a un tubo con 18 g de hielo triturado preparado con medio LB. En el caso de
los cultivos en fase exponencial y de recuperacion del crecimiento se transfirid el volumen total de los
cultivos.

Las células se cosecharon mediante centrifugacion a 11,000 rpm a 4 °C, por 10 min. Tras la elimina-
cién del sobrenadante, las células fueron resuspendidas con 200 pl de disolucion | con 15 plL de
RNAsa. Las muestras se transfirieron a tubos Eppendorf, los cuales se incubaron con la tapa abierta
en hielo por 10 min. Se agregaron 400 pl de la disolucidn Il; el contenido se mezclé manuaimente
invirtiéndolo con suavidad. Tras otros 10 min de incubacion en hielo, se agregaron 300 plL de la diso-
lucién 11, Los tubos fueron agitados en posicion invertida en el ‘vortex' por 10 segundas, se incubaron
en hielo por 10 min, y se centrifugaron a 12,000 rpm en frio, por 15 min. Los sobrenadantes se transfi-
rieron a tubos Eppendorf limpios, y se mezclaron con 650 pL de isopropanol. La mezcla se incub6 a -
20 °C, por 24 h.

Los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm durante 15 min. Se decant6 el isopropanol, se limpi6 el
interior de los tubos con una toalla de papel, y se seco la pastilla a 37 °C por 30 min. La pastilla se
resuspendié en 11 ul de agua desionizada y 9 uL de colorante guia para DNA.

Disolucién i Disolucién Il
Glucosa (Baker) 50 mM Acetato de potasio (Baker) 3M
Dietilen-diamino-tetraacetato EDTA Acido acético glactal (Baker) 11.6 %
(Sigma) 10 mM pH final 5.6
Tris-HCI 26 mM (pH 8.0)
Lisozima (Sigma) 5 mg mL-1 Disolucién !l
RNAsa (Sigma) 10 mg mL-1 Dodecil sulfato de sodio SDS (Sigma)
1%
NaOH (Baker) 0.2 N

Corrimiento electroforético. Los plasmidos se separaron por electroforesis en geles de agarosa
(Bio-Rad) a! 0.7 % con cloroquina (12 g mL-1). Se prepararon 1000 mL de amortiguador TBE 1X con
la concentracion de cloroquina sefialada. Para el gel se usaron 70 mL de amortiguador, el resto se
vertid en la camara de electroforesis. Las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm por 30 min, al trans-
feririas al gel se evito tomar la porcion sedimentada. El comimiento se efectu6 a 22 voltios (~45 mA),
durante 22 h. Posteriormente, se elimind la cloroquina del gel lavandolo constantemente en agua
(cuatro remplazamientos a intervalos de 1 h). Finalmente, el gel se tifi6 con bromuro de etidio (Sigma)
2.5 ug mL-1. Los topoisdmeros se visualizaron con un transiluminador de luz ultravioleta de onda cor-
ta, y se folografiaron con pelicula Kodak TRI-X-PAN y un filtro rojo No. 4.
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Amortiguador TBE 1X Colorante guia para DNA

Trizma base (Sigma) 90 mM EDTA (Sigma) 1 mM

Acido bérico (Baker) 90 mM Azul de bromofenol (Merck) 0.25 %
Dietilen-diamino-tetraacetato EDTA Xilen ciano! 0.25 %

(Sigma) 10 mM Glicero! (Baker) 30 %

7. Determinacion de la cantidad de las proteinas Gyr con anticuerpos

Extraccion de proteina total. Se transfirieron 450 ut de un cultivo de 10 mL de la cepa MC4100 en
fase estacionaria a un tubo Eppendorf y se afiadieron 4 uL de inhibidor de proteasas PMSF (10 mM).
Para la extraccion a partir de cultivos en fase exponencial se concentraron por centrifugacion dos vo-
limenes de 900 plL de cultivo y se usé la misma cantidad de PMSF. Se agrego &cido tricloroacético
(Merck) hasta una concentracién final de 5 %, se incubd el tubo en hielo por 20 min, y se centrifugd a
10,000 rpm por 5 min. El contenido del tubo se lavé con una mezcia fria de Tris-Etanol (1:1) y se vol-
vid a centrifugar por 5 min. Se elimind el sobrenadante, la pastilla se seco al aire y se resuspendi6 en
40 pL de amortiguador de muestras Laemmli. Las muestras se almacenaron a -20 °C.

Amortiguador de muestras Laemmlii PMSF (fenil-metil-sulfonil

Glicero! (Baker) 10 % fluoruro)

SDS (Sigma) 2.3 % 1.74 mg mL-1 (10 mM) en isopropa-
Tris-HCI (Sigma) 0.0625 M, pH 6.8 nol

B-mercaptoetanol (Bio-Rad) 5 %
Azul de bromofenol (Merck) 0.001 %

Corrimiento electroforético y transferencia tipo Western.

Las muestras se hirvieron en un bafio durante 2 min antes de su colocacion en el gel. Las proteinas
se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5 %, a 150 voltios. La cantidad relativa
de proteina de cada muestra se comparé en un gel con tincion de Coomassie. Las proteinas se trans-
fiieron electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa con un didmetro de poro de 0.45 um
(Schleichner & Schuell); el corrimiento se efectud a 100 voltios (~250 mA) durante 1 h. Las proteinas
Gyr fueron identificadas en experimentos separados con anticuerpos monoclonales anti-GyrA y anti-
GyrB (John Innes Enterprises, Ltd). La membrana de transferencia se incubo en PBS-Tween 20
(0.1%) con 6 % de leche en polvo durante 1.5 h. Se hicieron tres lavados de 10 min con PBS-Tween
20 (0.1 %), tras lo cual l]a membrana se incubd en presencia del anticuerpo monoclonal disuelto en
PBS-Tween 20 (0.1%) con 0.3 % de leche en polvo durante 1.5 h. Los anticuerpos anti-GyrA y anti-
GyrB se usaron en una proporcion de 1/200 y 1/500, respectivamente. La membrana se lavd con
PBS-Tween 20 (0.3 %) 6 veces, cada lavado de 5 min. A continuacion, se agregé anticuerpo anti-
IgGAM conjugado con peroxidasa de rabano (Zymmed Laboratories, Inc.) para la detecciéon de las
proteinas Gyr. Este anticuerpo se disolvio en PBS-Tween 20 (0.1%) en una proporcion de 1/1500.
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7 Después de una incubacion de 45 min, la membrana se lavo a intervalos de 5 min, dos veces con
PBS-Tween 20 (0.1 %) y 4 veces con PBS. -

Gel de poliacritamida at 7.5 % (72 x 82

mm)
Gel separador Gel condensador
Agua desionizada 2.42 mL Agua desionizada 1.52 mL
Disolucion A, Acrilamida (30 %) 1.245 mL Disolucién A, Acrilamida (30 %) 0.33 mL
Disolucién B (pH 8.8) 1.25 mL Disolucién D (pH 8.8) 0.625 mL
Disolucién C 50 pl Disolucién C 25 ul
Persulfato de amonio 12.5 ul Persulfato de amonio 12.5 uL
N, N, N', N’ —tetrametiletilenodiamina, TEMED (Bio-Rad) 2.5 pL
TEMED 25 pu L
Disolucion A Disolucién B
Acrilamida (Bio-Rad) 29.2 g Tris-HC! (pH 8.8) 3M
Bis-Acrilamida 0.8 g Trizma base (Sigma) 36.3 g
Se afora con H:0 desionizada a 100 mL Se afora con Hz0 desionizada a 100 mL
Disolucién C Disolucién D
SDS (Sigma) 10 % Tris-HCI (Sigma) (pH 6.8) 0.5 M
Trizma base (Sigma) 6.055 g
Se afora con H:0 desionizada a 100 mL
Amortiguador de corrimiento Laemmli Amortiguador de transferencia
Trizma base (Sigma) 0.025 M Glicina 192 mM
Glicina 0.192 M Trizma base (Sigma) 25 mM
SDS (Sigma) 0.1 % Metano! (Merck) 20 % final
pH final 8.4
Tincién de Coomassie PBS
Acido acético (Baker) 10 % NazHPOx4 (anhidro) 7.25 mM
Metanol (Merck) 30 % NaH2PQqeH20 2.8 mM
Azul brillante de Coomassie R-250 NaCi (Baker) 126 mM
(Sigma) 0.06 % pH final 7.2

Visualizacion de las proteinas Gyr. Las proteinas Gyr se detectaron con el sistema ‘ECL Westem
blotting Detection System' (Amersham Life Science). Se mezclaron cantidades equivalentes de los
reactivos de deteccidn; la mezcla se esparci6 en la superficie de la membrana y se dejo en reposo por
1.5 min. Para la captacion de la sefial emitida por la peroxidasa de rabano se emple6 pelicula Kodak
X-Omat, con un tiempo de exposicién de 2-8 min.
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8. Medicion de la expresion de los genes gyr de mutantes rpoS durante la fase estacionaria

Con este fin se emplearon las cepas MC4100 Ad(gyrA-lacZ), MC4100 Ad(gyrB-lacZ), y sus deriva-
dos rpoS::Tn10. De acuerdo con el protocolo de Maniatis et al. (1982), se permeabilizaron las células
con SDS y se estimé la actividad de la p-galactosidasa sobre el substrato o-nitrofenil-B-D-
galactopirandsido (ONPG) segun la siguiente férmula:

1000 [DO4z0— 1. 75(DOss0)]
t v DOsoo

Unidades Miller =

Las lecturas DOa20 y DOsso se realizan a partir de la mezcla de reaccion. La lectura a una DOsz es
una combinacion de la absorbancia del o-nitrofenol y de la luz dispersada por et debris celular. En E.
coli, 1.75(DOssp) equivale a la dispersién luminica a una DOago, y se utiliza como factor de correccion
para estimar Gnicamente la absorbancia de! o-nitrofenol a una DOa2. La densidad celular previa a!
ensayo se representa con la lectura DOgo, mientras que ¢t y v representan el tiempo de la reaccion
(min) y el volumen del cultivo (mL). Las unidades Miller son proporcionales al incremento de o-
nitrofenol por minuto por bacteria.
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Resultados

1. Construccion de mutantes rpoS

Para estudiar el papel de oS en la regulacion de la tension helicoidal o superenrollamiento del DNA,
se aislaron mutantes MC4100 rpoS::Tn10 (TcR) mediante transduccion generalizada con el bacteriofa-
go P1 vir. Siendo rpoS un gen de funcion reguladora esencial en esta etapa, su inactivacion se rela-
ciona con efectos pleiotropicos multiples. Las mutantes rpoS no sobreviven periodos prolongados de
fase estacionaria, y no desarrollan termotolerancia ni resistencia al H2Oz (Lange & Hengge Aronis,
1991). Estas tres caracteristicas sirvieron para verificar el fenotipo de las transductantes rpoS::Tn10
(Fig. 8).

En la fase estacionaria, E. coli exhibe tolerancia a la exposicioén transitoria a temperaturas de 55 a
57 °C (Lange & Hengge-Aronis, 1991). Se puso a prueba esta capacidad en las células silvestres y
rpoS::Tn10 de cultivos en medio LB con 18 h de fase estacionaria. Alicuotas de cada cultivo se incu-
baron a 55 °C. Se determiné el porcentaje de supervivencia celular cada minuto cuantificando unida-
des formadoras de colonia (UFCs) (Fig. 8a). La viabilidad de las células rpoS disminuye rapidamente
en comparacion con las de tipo silvestre. El porcentaje de supervivencia disminuyé hasta ~10 % entre
los minutos 2 y 3. Después de 5 minutos no se observaron colonias rpoS, mientras que ~40 % de las
células silvestres alin era cultivable al término del ensayo.

A continuacion, se evalud el efecto de rpoS sobre la viabilidad celular durante Ia fase estacionaria.
Se cultivaron las cepas silvestre y rpoS durante 9 dias en medio minimo M9, y se estim6 diariamente
el porcentaje de supervivencia cuantificando UFCs (Fig. 8b). La ausencia de un gen rpoS funcional
tiene un marcado efecto sobre la viabilidad celular. La vida media de la cepa silvestre fue de 6 a 8
dias. La vida media de la mutante rpoS fue de ~3 dias, y entre los dias 5 y 6 sobrevivia a penas el 10
% de la poblacion.

E. coli exhibe dos enzimas con funcién hidroperoxidasa, KatG (o HPI) y KatE (o HPII). La expresion
de kalE es inversamente proporcional a la tasa de crecimiento y dependiente de oS. La induccion de
katG durante la fase exponencial es funcién de la presencia de H20;, pero oS es necesario para su
expresion en la fase de desaceleracion del crecimiento (Loewen & Hengge-Aronis, 1994). La sensibili-
dad de las mutantes rpoS al H202se evaluo directamente al agregar H202 a colonias aisladas_(Small
et al., 1994). Las células silvestres producen inmediatamente un intenso burbujeo, pero en las mutan-
tes rpoS esto fue apreciable solamente después de 10-20 segundos. Esta prueba se empleé subse-
cuentemente en todos los experimentos como control de la identidad de las cepas. En conjunto, estas
observaciones indican que rpoS fue inactivado.
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Figura 8. Efecto de la mutacién rpoS en la supervivencia a 55 °C. (a) Termotolerancia de células rpoS en fase esta-
cionaria. Alicuotas de cultivos en LB con 18 h de fase estacionaria se incubaron a una temperatura subletal de 55 °C,
hasta por 9 min. (b) Supervivencia celular durante una fase estacionaria de 9 dias en medio minimo M9. OJ, cepa silvestre;
W, cepa rpoS. (En cada caso se muestran resultados representativos de tres experimentos independientes).
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2. Implicacién de oS en la tension helicoidal del DNA en la fase estacionaria
Para la determinacion del efecto de rpoS en el superenrollamiento del DNA, se empled el plasmido
reportero pMS01. Este plasmido es un derivado de pBR322 en el que el gen fefA fué eliminado {Ledn
et al., 1988). La ausencia de este gen garantiza que la transcripcion y traduccion simultaneas de su
producto, la proteina de membrana TetA, no alteraran la topologia del plasmido durante los experi-
mentos. Asimismo, esta delecion elimina los efectos generados por la transcripcion a partir de promo-
tores divergentes.

Se compard el nivel de superenrollamiento del DNA de las cepas silvestre y rpoS en el crecimiento
exponencial, después de 18 horas de fase estacionaria, y en el periodo de recuperacion del creci-
miento (Fig. 9). Las células se cultivaron en los medios LB y LB adicionado con MOPS para discemir
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Figura 9. Cinética de superenrollamiento del plasmido pMS01 de células silvestres y rpoS cultivadas en los me-
dios LB y LB-MOPS. Los plasmidos con mayor superenrollamiento migran mas rapidamente en el gel. FE, fase exponen-
cial; FS, 18 h de fase estacionaria; R, periodo de recuperacion de 10 min; SE, superenrollamiento. (Se muestran resulta-
dos representativos de, por lo menos, tres experimentos independientes).

el efecto del pH del medio sobre la tension helicoidal del plasmido. En medio LB, el pH se eleva hasta
casi 9 unidades conforme se establece la fase estacionaria, lo cual ocurre después de aproximada-
mante 6 horas de incubacién continua. En medio LB-MOPS, el pH permanece constante a lo largo de
la curva de crecimiento. El periodo de recuperacion del crecimiento se inicié mediante la dilucién 1:10
del cultivo de fase estacionaria en medio fresco (LB 6 LB-MOPS) pre-incubado a 37 °C. Los topoiso-
meros se separaron en un gel de agarosa mediante electroforesis en presencia de cloroquina (12 pg
mL™"). Los topoisémeros mas superenrollados migran rapidamente y se visualizan en la parte inferior
de! gel, mientras que los topoisomeros con menor superenrollamiento, 6 relajados, se ven en Ia parte
superior.
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En el crecimiento exponencial, los plasmidos de las células 7poS cultivadas en LB y LB-MOPS mues-
tran un alto nivel de superenrollamiento, similar al de las células silvestres. Durante la fase estaciona-
ria se observa una disminucién en la tension helicoidal. Sin embargo, las cepas silvestre y rpoS mues-
tran distribuciones de topoisomeros distintas en medio LB-MOPS. En presencia de amortiguador, el
plasmido de la cepa silvestre tiene una distribucién mas o menos homogénea de topoisémeros relaja-
dos. En cambio, la cepa rpoS exhibe una distribucion bimodal de topoisdmeros, que consiste en una
subpoblacion de moléculas superenrolladas y otra de moléculas relajadas. Por otro lado, en ausencia
de MOPS, se observa una distribucion bimodal de topoisdbmeros en las cepas silvestre y rpoS.

La disolucién en medio fresco provoca una rapida recuperacion del superenrollamiento en las célu-
las silvestres cultivadas en LB-MOPS. En esta condicion, las mutantes rpoS incrementan parcialmente
el superenrollamiento tras un periodo de recuperaciéon de 10 minutos. Esto se aprecia como un au-
mento de la poblacion de topoisdbmeros con mayor nivel de superenrollamiento; asimismo, es aprecia-
ble en la disminucion de la intensidad de las bandas correspondientes al plasmido relajado. Las célu-
las silvestres cultivadas en LB presentan cierta modificacion en la distribucion de topoisomeros en el
periodo de recuperacion. La distribucién bimodal se mantiene, pero se observa una separacion mas
clara entre las subpoblaciones de plasmidos relajados y superenrollados. Este comportamiento tam-
bién se presenta en las células rpoS después de 10 minutos de haberse iniciado la recuperacion.

Los resultados indican que rpoS afecta la distribucién de topoisomeros del plasmido reportero en
una fase estacionaria relativamente temprana. Este efecto se observo en medio LB-MOPS. Asimismo,
en este medio rpoS afecta la capacidad celular para aumentar la tensién helicoidal al disponerse nue-
vamente de nutrimentos, por o menos en un intervalo en el que las células silvestres lo logran por
completo. En LB las cinéticas de superenrollamiento de las cepas rpoS vy silvestre son casi indistingui-
bles entre si, excepto porque la cepa rpoS establece una distribucion bimodal mas clara desde la fase
estacionaria.

Se verificd que la subpoblacion de plasmidas superenrollados observada en las mutantes rpoS en
LB-MOPS fuera de sentido negativo, i.e., generada por la actividad de Girasa. Cultivos en fase esta-
cionaria de 18 horas y en periodo de recuperacion se incubaron en presencia de un inhibidor de Gira-
sa, novobiciona (600 pg mL-1), por 10 minutos antes de la purificacion del plasmido (Figura 10). EI
comportamiento del plasmido de la cepa silvestre en periodo de recuperacion coincide con la implica-
cion de la Girasa pre-existente en la célula en el incremento del superenrollamiento, La presencia de
la novobiocina inhibe por completo dicho incremento. La novobiocina no tuvo un efecto apreciable
sobre la distribucion de topoisémeros de la cepa silvestre en la fase estacionaria. Este patron difiere
ligeramente del observado anteriormente (Reyes-Dominguez, 2000), donde la novobiocina aparente-
mente ocasiond una mayor relajacion. Se observd que la subpoblacion de plasmidos superenrollados
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Figura 10. Efecto de la novobiocina sobre el superenrollamiento del plasmido reportero de células rpoS . Cultivos
en fase estacionaria de 18 h en medio LB-MOPS se incubaron con novobiocina (600 ug mL-?) durante 10 min y se diluyeron
1:10 en medio fresco adicionado con la misma concentracidn de inhibidor. Los plasmidos superenrollados migran mas
rapidamente. FS, fase estacionaria; R, periodo de recuperacién de 10 min, SE, superenrollamiento.

de las células rpoS en fase estacionaria se genera por la actividad de la Girasa. La tensién helicoidal
de esta subpoblacion disminuy6 tras 10 minutos de incubacion en presencia del inhibidor, lo que en el
corrimiento electroforético se evidencia en un aumento de la intensidad de las bandas de los topoiso-
meros mas relajados. Este patrdn es observado en la cepa silvestre en LB cuando la distribucion bi-
modal no se establece claramente (datos no mostrados). La novobiocina también evito la aparicion de
la subpoblacién de moléculas superenrolladas en el periodo de recuperacion, lo que confirma una
tension helicoidal negativa. Sin embargo, el efecto del inhibidor sobre la Girasa parece ser mas fuerte
en este periodo que en la fase estacionaria. En el corrimiento electroforético no se observan plasmi-
dos superenrollados.

3. Efecto de oS sobre la capacidad celular para generar superenrollamiento en el periodo de
recuperacion del crecimiento

Los resultados observados tras 18 horas de fase estacionaria en LB-MOPS sugieren que las células
rpo$ aln retienen la capacidad (ligeramente disminuida) para aumentar el superenrollamiento en el
periodo de recuperacién. Se prolongé el periodo de recuperacién del crecimiento hasta 30 minutos y
se determiné la distribucion de topoisomeros en ambas cepas (Fig. 11). Asimismo, no se descart la
posibilidad de que, en medio LB, rpoS afectara la cinética de superenrallamiento del plasmido al ex-
tenderse la recuperacion. La distribucion de topoisomeros del plasmido de las células 7poS de cultivos
en LB no se madifico al término de 30 minutos. Este comportamiento coincide nuevamente con el que
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describe el plasmido en las células silvestres cultivadas en LB, en cuyo caso no se observa modifica-
cion alguna adn después de 80 minutos (Reyes-Dominguez, 2000). Por ofro lado, en LB-MOPS si
ocurrié una variacion en el superenrollamiento. Después de 30 minutos de haber agregado nutrimen-
tos, las células rpoS lograron aumentar el superenrollamiento del plasmido hasta un nivel similar al
observado en la cepa silvestre tras 10 y 30 minutos de recuperacion. Se concluye que las células que
carecen de oS retienen la capacidad para superenrollar ef plasmido cuando abandonan una fase esta-
cionaria de 18 h.
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Figura 11. Capacidad de las células rpoS para aumentar el superenrollamiento del plismido pMS01 en el periodo
de recuperacion del crecimiento. Los plasmidos superenrollados migran mas rapidamente. FE, fase exponencial; FS,
fase estacionaria de 18 h; R10 y R30, periodos de recuperacién de 10 y 30 min, respectivamente; SE, superenrollamiento.
(Se muestran resultados representativos de tres experimentos independientes).

4. La ausencia del gen re/A no afecta la tension helicoidal del DNA en la fase estacionaria

Los resultados indican que el modulador oS participa en la regulacion de la tension helicoidal del DNA
durante Ia fase estacionaria. Dado lo anterior, se considerd importante la evaluacién del efecto de la
mutacion relA1, contenida en la cepa MC4100, en el superenrollamiento del plasmido reportero. La
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cepa MC4100 se emplea ampliamente en estudios de estrés de tipos calérico y nutrimental, y el pro-
ducto de relA es una de las dos proteinas responsables de la sintesis de (p)ppGpp en E. coli. El
alelo mutante relA1 consiste en una insercion IS2 N-terminal que posee una actividad (p)ppGpp sinte-
tasa residual durante la respuesta estricta (Metzger et al., 1989; Cashel ef al.,, 1996). Desde que el
control estricto es una respuesta primaria a Ia limitacion nutrimental, y el (p)ppGpp controla la expre-
sion de rpoS$ a nivel transcripcional, el nivel superenrollamiento observado durante la fase estacionaria
en la cepa MC4100, y en su derivado rpoS, podria ser resultado de la falta de (p)ppGpp. Se determind
el efecto de relA sobre el superenrollamiento del DNA mediante la comparacion de la distribucion de
topoisémeros del plasmido reportero de mutantes relA251::kan y relA251::kan rpoS::Tn10 obtenidas a
partir de la cepa CF1648 (relA*).

En la Figura 12 se muestra la tension helicoidal del plasmido en estas cepas durante las fases
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Figura 12. Cinética de superenrollamiento del plasmido pMS01 de mutantes relA y relA rpo$S cultivadas en los me-
dios LB y LB-MOPS. Los plasmidos superenrollados migran mas rapidamente. FE, fase exponencial; FS, fase estaciona-
ria de 18 h; R, periodo de recuperacion de 10 min; SE, superenrollamiento. (Se muestran resultados representativos de
tres experimentos independientes).
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exponencial y estacionaria, y en el periodo de recuperacion del crecimiento. En LB-MOPS, el
plasmido de las células re/A muestra el mismo comportamiento que la cepa silvestre, es decir, un
alto nive! de superenrollamiento en la fase exponencial, una disminucion mas o menos homogé-
nea de superenrollamiento tras 18 horas de fase estacionaria, y un aumento substancial de su-
perenroliamiento en un periodo de recuperacion de 10 minutos. En este mismo medio, los plasmi-
dos de las mutantes rpoS y relA rpoS exhibieron distribuciones bimodales y una recuperacion
parcial del superenrollamiento, como ocurre en el caso de la cepa MC4100 rpoS. En medio LB, el
comportamiento de los plasmidos de las cepas mutantes y la silvestre también fueron similares.
Se observa que, por lo menos en las condiciones experimentales empleadas, relA no afecta el
superenroliamiento del DNA en ninguna de las etapas de crecimiento estudiadas. Conviene men-
cionar que, en este ensayo, se descarta la posibilidad de que la cinética de superenrollamiento
asumida como ‘tipica’ de una célula silvestre en la fase estacionaria se vea afectada por mutacio-
nes que truncan, parcial- o totalmente, al gen relA. Sin embargo, no se puede descartar un efecto
del (p)ppGpp sobre el superenrollamiento porque SpoT también sintetiza esta molécula.
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Figura 13. Cinética de superenroliamiento del pldsmido pMS01 de células rpoS tras una fase estacionaria prolon-
gada. Los plasmidos superenrollados migran mas rapidamente. FE, fase exponencial; FS, fase estacionaria de 72 h; R10,
R30 y R60 periodos de recuperacion de 10, 30 y 60 min, respectivamente; SE, superenrollamiento. (Se muestran resulta-
dos representativos de fres experimentos independientes)

5. oSy el superenrollamiento del DNA tras un periodo prolongado de fase estacionaria

La presencia de oS es particularmente importante para la supervivencia celular durante periodos pro-
longados de fase estacionaria. Se determiné el superenrollamiento del plasmido de células incubadas
en LB-MOPS durante 72 horas de incubacion en esta etapa. Asimismo, se determiné la capacidad de
estas células para incrementar el superenrollamiento en el periodo de recuperacion (Fig. 13). Ef nivel
de relajacion del plasmido de las células silvestres fue ligeramente mayor tras 72 horas. La capacidad
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para incrementar la tension helicoidal se conservd en estas células; en un periodo de recuperacion de
10 minutos se obtuvo una poblacion de plasmidos superenrollados. En el caso de las células rpoS, la
distribucion bimodal observada en una fase estacionaria de 18 horas persiste tras 72 horas y en el
periodo de recuperacion, aun cuando éste se prolongue por 30 y hasta 60 minutos. Los resultados
indican que el efecto de la ausencia de un gen rpoS funcional sobre la capacidad para generar super-
enrollamiento negativo es mas comprometedor tras un periodo prolongado de fase estacionaria.

6. La expresion de Girasa en las mutantes rpoS

Se realizaron dos experimentos con el fin de conocer algin efecto de oS sobre la expresion de Gira-
sa . El primero consistié en la determinacion de la transcripcion de los genes que codifican a Girasa a
lo largo de la curva de crecimiento. Para ello, con el bacteriéfago P1 vir se transdujo el alelo
rpoS::Tn10 en cepas MC4100 que contienen las fusiones transcripcionales A ®(gyrA-lacZ) y A @
(gyrB-lacZ). Las fusiones comprenden las regiones reguladoras de los genes gyrA y gyrB, de 1190 pb
y 902 pb, respectivamente, y son unicopia (Reyes-Dominguez et al., 2003).

Se estimd la actividad pB-galactosidasa de las fusiones transcripcionales de células cultivadas en
medio LB-MOPS a lo largo de la curva de crecimiento, hasta 72 horas de incubacién continua (Fig.
14). El comportamiento de las fusiones fue similar en ambas cepas. Este comportamiento consistié en
un aumento progresivo de la actividad 3-galactosidasa hasta la transicion a la fase estacionaria; en el
tiempo subsecuente los niveles de transcripcidén permanecieron constantes, en el caso de gyrA, & dis-
minuyeron ligeramente, en el caso de gyrB.

El segundo experimento fue la deteccion de las subunidades GyrA y GyrB mediante ensayos tipo

‘Westem blot’ a partir de células en fase exponencial 6 cultivadas por 18 y 72 horas de fase estacionaria
{Fig. 15). En los tiempos indicados se obtuvieron muestras de proteina total de las cepas MC4100 y
MC4100 rpoS cultivadas en los medios LB-MOPS. Las proteinas se separaron por electroforesis y se trans-
fiieron a membranas de nitrocelulosa. Las proteinas Gyr se detectaron mediante anticuerpos monociona-
les. Se observo que los niveles de las subunidades GyrA y GyrB en la fase exponencial y en la fase esta-
cionaria se mantienen mas o menos constantes en ambas condiciones de cultivo.
Los niveles de transcripcion de los genes gyrA y gyrB, y la cantidad de las subunidades de Girasa, se
mantienen durante la fase estaciona independientemente de la presencia oS. Estas observaciones
implican que el incremento de la degradacion de proteinas tipica de la fase estacionaria no afecta el
nivel de las proteinas que constituyen a Girasa. Asimismo, implican que el mantenimiento de la estabi-
lidad de estas proteinas no depende de oS.
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Figura 15. Actividad B-galactosidasa de fusiones transcripcionales en los genes gyrA y gyrB en células rpoS. A lo
largo de la curva de crecimiento (circulos), se estimé la actividad B-galactosidasa {cuadrados) de las fusiones trancripcio-
nales gyrA-lacZ (a) y gyrB-lacZ (b) contenidas en las cepas silvestre (simbolos blancos) y /poS (simbolos negros).
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Figura 14. Cantidad de las subunidades de la Girasa de mutantes rpoS. Visualizacion de las subunidades GyrA y
GyrB de las cepas silvestre y rpoS mediante ensayos tipo Western en la fase exponencial (FE), y tras 18 (FS18) y 72
horas (FS72) de fase estacionaria en medio LB-MOPS. (Se muestran resultados representativos de, por lo menos, tres

experimentos independientes).
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Discusion

En este trabajo se encontro que, en la fase estacionaria, o8 influye en la tension helicoidal de un plas-
mido reportero de células cultivadas en medio LB adicionado con MOPS. Se observaron dos efectos.
Primero, la mutante rpoS muestra una distribucién bimodal de topoisémeros tras 18 horas de fase
estacionaria (Fig. 9). Esta distribucion persiste ain después de 72 horas de incubacion en esta etapa
(Fig. 13). El efecto del inhibidor de Girasa novobiocina indica que la tension helicoidal de! plasmido en
esta distribucion es de sentido negativo (Fig. 10). Segundo, la mutacién de rpoS ejerce un efecto ne-
gativo en la capacidad para incrementar el superenrollamiento del plasmido en el periodo de recupe-
racion del crecimiento (Figs. 11 y 13). En este periodo, la mutante rpoS cultivada por 18 horas de fase
estacionaria incrementa el superenroilamiento hasta un nivel similar al observado en la fase exponen-
cial, pero solo después de 30 minutos de habérsele proporcionado nutrimentos. (E! plasmido de la
cepa silvestre recupera el superenrollamiento en 10 minutos). La mutante pierde la capacidad para
incrementar el superenrollamiento cuando se incuba por un periodo de 72 horas de fase estacionaria.
En medio LB, la cinética de superenrollamiento del plasmido de la mutante rpoS es similar a la de la
cepa silvestre. Se observa una distribucién bimodal de topoisdmeros en la fase estacionaria que no se
modifica al agregar medio fresco al cultivo (Fig. 11).

Paralelamente, se evalud el papel de relA, el gen para la principal (p)ppGpp sintetasa de E. coli, en
el superenrollamiento del plasmido reportero en los medios LB y LB-MOPS (Fig. 12). E! (p)ppGpp es
el efector del control estricto de la expresion génica inducido por la limitacion nutrimental. Ademas, se
implica en la modulacion transcripcional positiva de rpoS. Se observd que la mutacion de relA no afec-
ta el superenrollamiento del plasmido reportero en la fase estacionaria ni en el periodo de recupera-
cion. Esta observacion se extiende a mutantes dobles relA rpoS. No se descarta un efecto del {p)
ppGpp en la regulacion del superenrollamiento del DNA porque SpoT también es capaz de sintetizar
esta molécula. Posiblemente, si el {p)ppGpp tiene un efecto sobre el superenrollamiento del DNA, és-
te depende de su relacion con la transcripcion de rpoS. Las mutantes relA spoT no acumulan oS en la
transicién a la fase estacionaria (Lange & Hengge-Aronis, 1994b), aunque el nivel de esta proteina
aumenta en el tiempo subsecuente (Gentry et al., 1993). Entonces, se esperaria que la ausencia de
(P)ppGpp afectara el superenrollamiento del plasmido en la transicion a la fase estacionaria. Esta po-
sibilidad indica la necesidad de experimentos para definir el intervalo en el que oS propicia el estable-
cimiento de la distribucién bimodal de topoisémeros.

El efecto de la mutacion de rpoS sobre la tension helicoidal en LB-MOPS implica que, en ausencia
de o$, uno 6 mas genes capaces de afectar este parametro no se expresan adecuadamente. La apa-
ricion de la subpoblacion de plasmidos superenrollados podria relacionarse con un cambio en la ex-
presién de los genes gyr. Sin embargo, la actividad transcripcional de fusiones /acZ en los genes gyr,
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y las cantidades de las subunidades de Girasa, se mantienen independientemente de la presencia de
rpoS durante la fase estacionaria (Figs. 14 y 15). Estas observaciones practicamente descartan un
efecto, directo ¢ indirecto, de oS sobre alglin parametro de la expresion de Girasa. El resultado del
ensayo tipo ‘Western' descarta un papel de oS en el mantenimiento de la integridad de las proteinas
que componen a Girasa. No obstante, este experimento no descarta un papel de oS en el ensamblaje
de la holoenzima.

Una estrategia para explicar el efecto de rpoS consiste en la determinacion del superenrollamiento
del plasmido de mutantes en genes dependientes de oS. De la lista de genes influidos por este factor
o, lopA, dps, cbpA, y gyrl tienen una obvia relacion con la estructura del DNA. Mientras topA se impli-
ca directamente en la topologia del DNA, dps, cbpA y gyrl codifican proteinas capaces de unirse al
DNA o de interactuar con Girasa (Tabla 1).

La transcripcion de topA puede iniciarse a partir de 4 promotores distintos. Uno de éstos, Px1,
muestra una actividad dependiente de la fase de crecimiento y de la presencia de oS. Pero su secuen-
cia se acerca al consenso de los promotores dependientes de o70(Qi et al., 1997). La distribucion bi-
modal de topoisomeros de la mutante rpoS podria explicarse si los niveles de Topl disminuyeran sig-
nificativamente por la transcripcion ineficiente de fopA. Sin embargo, aunque la ausencia de rpoS im-
pide la transcripcion de topA desde Px1, el nivel de Topl permanece mas o menos constante en la
fase estacionaria (Qi et al., 1997). Por lo tanto, la dependencia de topA hacia oS parece ser irrelevan-
te para los cambios en el superenrollamiento del plasmido reportero en la mutante rpoS.

El nivel de Dps aumenta en la fase estacionaria y en el estrés oxidativo hasta casi 200,000 unidades
por célula (Martinez & Kolter, 1997; Ali Azam ef al., 1999). Aparentemente, esta proteina evita el dafio
al DNA por diversos factores, como los agentes oxidativos y las nucleasas, mediante un efecto de co-
cristalizacién (Almirén et al., 1992, Wolf et al., 1999). Dps podria afectar la topologia del plasmido en
los cuitivos en LB-MOPS al limitar el acceso de Girasa al DNA. Este efecto se ausentaria con la muta-
cion de dps, y posiblemente reproduciria la distribucion de topoisdmeros de la mutante rpoS. En el
laboratorio se determiné el superenrollamiento del plasmido en una mutante dps, pero no se observa-
ron variaciones respecto al comportamiento del ptasmido de la cepa silvestre. El que Dps no influya
en el superenrollamiento de! plasmido no indica necesariamente que no pueda afectar la tension heli-
coidal del DNA. Aunque el nivel maximo de Dps no es suficiente para cubrir el cromosoma completa-
mente (Ali Azam et al., 1999), su efecto en la capacidad celular para resistir el estrés oxidativo es sig-
nificativo (Martinez & Koiter, 1997). A pesar de que esta proteina no tiene una obvia afinidad por algu-
na secuencia (Wolf et al., 1999), no se descarta la posibilidad de que su interaccién con otras proteinas
dicte una distribucion especifica. Estas proteinas podrian interactuar con secuencias que no se en-
cuentran en el plasmido reportero. En este sentido, el plasmido pMS01 no estaria representando un
efecto localizado del cromosoma. Por otro lado, posiblemente Dps simplemente es un escudo fisico
que compacta el DNA, pero que es incapaz de modificar la tension helicoidal de la molécula.
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La ausencia de rpoS podria implicar la expresion nula, o deficiente, de una proteina que influye en la
integridad ¢ la actividad de Girasa. L.a comparacion con el estrés por calor permite suponer la partici-
pacion de una chaperona en la determinacion del superenrollamiento del plasmido en la mutante
rpo$S. El aumento de superenrollamiento en el estrés por calor indica que Girasa tiene una actividad
eficiente, ain cuando el incremento de temperatura afecta negativamente la integridad de las protei-
nas. Se ha propuesto que el sistema DnaKJ evita la desnaturalizacion de Girasa en el estrés por ca-
lor, permitiéndole aumentar la tensién helicoidal (Camacho-Carranza et al., 1995; Lopez-Garcia & For-
terre, 2000). En este sentido, la determinacién del efecto de chpA sobre la tension helicoidal del plas-
mido reportero en la fase estacionaria es importante. Este gen codifica una proteina supresora de la
mutacion de dnaJ, y la doble mutacion cbpA dnaJ impide a las células crecer a 37 °C. El hecho de
que esta proteina tenga afinidad por el DNA con curvatura, y que su expresion aumente en forma de-
pendiente de oS (Ueguchi, 1994, Yamashino et al,, 1994), sugiere que es una chaperona importante
para la respuesta general al estrés. Al evaluarse el efecto de chpA, se estudiaria la posibilidad de que
su producto supliera a DnaJ en la fase estacionaria. Junto con DnaK, CbpA podria desempenar una
funcion en la proteccién o ensamblaje de Girasa.

Gyr! es una proteina de la fase estacionaria que interactia directamente con Girasa, impidiéndole la
union al DNA (Nakanishi et al., 2002). Asimismo, se supone que esta proteina tiene un papel en la
proteccidn celular contra inhibidores peptidicos de esta enzima (Chatterji & Nagaraja, 2002). Se penso
que Gyrl podria mantener a Girasa en forma holoenzimatica, aunque inactiva. De ser el caso, se
podria explicar el comportamiento de! plasmido de las cepas silvestre y rpoS en la fase estacionaria y
en la recuperacion del crecimiento. En el {aboratoric se determiné el nivel de superenrollamiento del
plasmido en una mutante gyrl. Pero Ia inactivacién de este gen no se relaciond con una distribucién
de topoisdmeros distinta a la de la cepa silvestre.

E! intento de explicar el efecto de rpoS en el superenrollamiento del DNA con la inactivacion de
sus genes dependientes podria no ser |a estrategia mas adecuada. La seleccion de candidatos ya es,
de hecho, dificil. Varios de estos genes tienen un papel en el metabolismo y la produccién de energia,
como aldB y acs, ¢ en el almacenamiento y utilizacién de reservas nutrimentales, como treF y treA
(Tabla 1). Cualquiera de estos genes, individual- ¢ colectivamente, podria contribuir a la desestabiliza-
cion del metabolismo programado para la fase estacionaria. Estos genes podrian afectar, por ejemplo,
el potencial fosforitativo de la célula, que se implica directamente en la actividad de Girasa (Westerhoff
et al., 1988; van Workum et al., 1996).

El analisis de aspectos puntuales del metabolismo es metodoldgicamente complicada. Quiza sea
innecesario abordar el problema desde esta perspectiva. Por el contrario, puede contemplarse a posi-
bilidad de que sea precisamente la influencia global de oS sobre el funcionamiento celular la que re-
percute en el superenroltamiento. En ausencia de S no se activa adecuadamente el programa genéti-
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co de la fase estacionaria. La activacion es inadecuada porque la expresion de muchos genes depen-
de, al menos parcialmente, de este factor o, y otros reguladores (como el complejo cAMP-CRP, IHF y
Fis) intervienen en esta etapa. Por lo tanto, la disminucion del superenrollamiento del DNA en la fase
estacionaria solo es parciamente dependiente de oS, pero es el producto de un cambio fisiolégico
general dictado por un programa genético.

La inactivacién de rpoS puede representar una ventaja adaptativa en un momento dado. No obstan-
te, la desestabilizacion genética que supone esta inactivacion es potencialmente deletérea para la
célula, En ausencia de rpo$S se pierde capacidad para enfrentar el estrés. A partir de cualquiera de
estas dos opciones se puede formular una explicacion tentativa de la distribucion de topoisdmeros en
las células rpo$ en la fase estacionaria. Enseguida se comentan evidencias de ventaja adaptativa
conferida por la mutacion de rpoS, y se discute un modelo basado en dichas observaciones. Poste-
riormente se discute un modelo fundamentado en el efecto negativo de 1a mutacién de rpoS sobre la
capacidad de supervivencia.

La incubacion prolongada por dias en la fase estacionaria provoca la muerte de las células de un
cultivo, excepto por una fraccion poblacional. Si se inocula una minoria de esta fraccion en un cultivo
en fase estacionaria temprana, las supervivientes del cultivo prolongado desplazan rapidamente a las
células ‘jévenes'. El fenotipo de esas células se denomina GASP (Growth advantage in stationary
phase), y frecuentemente se relaciona con la aparicion de alelos de rpoS que atentan, pero no supri-
men, la actividad de oS (Zambrano & Kolter, 1996). Notley-McRobb et al. (2002) encontraron que la
limitacion nutrimental conduce a una rapida seleccion de mutaciones rpoS en cultivos de quimiostato.
La acumulacion de mutantes rpoS y la transcripcion de genes de los sistemas de alta afinidad para la
incorporacion de glucosa se correlacionan positivamente. La expresion de estos sistemas depende
principalmente de ™. Se supone que la mutacién de rpoS implica 1a disminucion de la competencia
entre los factores oS y o70 por la RNAP. En consecuencia, la célula no activa la respuesta general de
la fase estacionaria y no apaga los sistemas de incorporacion de nutrimentos. Debe recordarse que el
ingreso a la fase estacionaria no parece responder al agotamiento de un nutrimento especifico, pero
que existen umbrales de concentracidn que lo propician (Ferenci, 1999). En medio minimo con
glucosa, la produccion de cAMP, y la induccién de operones como mal, ocurre a una concentracion de
glucosa de ~0.3 mM, cuando la tasa de crecimiento esta a ~97 % de su valor maximo. La induccion
de genes dependientes de oS ocurre en tiempos de generacion y concentraciones de glucosa de ~7 h
y <<10€ mM, respectivamente (Notley-McRobb & Ferenci, 1996).

En este trabajo, lo anteriar significaria que la mutante rpoS continta captando nutrimentos del me-
dio. Los nutrimentos disponibles tras 18 horas serian insuficientes para resumir el crecimiento. En una
cepa silvestre, los sistemas de captacion nutrimental posiblemente estarian inactivados. En fa mutante
rpo8S estos sistemas continuarian encendidos. Entonces, al menos una fraccién de la Girasa en la po-
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blacion celular podria disponer de ATP para generar la subpoblacion de plasmidos superenrollados.
En este sentido, también puede considerarse que la permeabilidad celular se modifica por la mutacion
de rpoS. Por ejemplo, ompF, que codifica una porina de membrana externa, es regulado negativa-
mente por oS (Liu & Ferenci, 1998). Este modelo enfatiza e! hecho de que, en principio, las células
rpoS$ tienen una capacidad metabolica distinta a la de las células silvestres. Esta capacidad metaboli-
ca est4 disponible incluso a concentraciones nutrimentales residuales. Sin embargo, no explica por-
qué la distribucion bimodal persiste atin después de 72 horas de fase estacionaria. En esta etapa los
nutrimentos de!l medio LB seguramente se han agotado. Tampoco explica la incapacidad de la mutan-
te rpoS para superenrollar rapidamente el plasmido en el periodo de recuperacion. Aunque este mo-
delo sea insatisfactorio, sugiere la necesidad de considerar la relacion entre el superenrollamiento del
DNA, la fisiologia celular, y oS en términos més generales. Particularmente, debe ponerse en conside-
racion la dinamica poblacional de las células rpoS en un periodo que requiere la capacidad para tole-
rar el estrés y reparar el dafio celular.

El segundo modelo implica primordialmente la disminucion de la capacidad de las células rpoS para
sobrevivir en la fase estacionaria. El superenrollamiento del plasmido en la fase estacionaria, ¢ en el
periodo de recuperacion, varia en funcion de la presencia del amortiguador MOPS. Esta diferencia
indica que el pH del medio repercute en la tension helicoidal del plasmido. Ademas, la mutacién de
rpoS tiene un efecto apreciable en el superenrollamiento, pero solamente en medio LB-MOPS. Ei
superenrollamiento del plasmido de las mutantes rpoS en LB-MOPS es similar al de las células
silvestres en LB.

Lo anterior sugiere que las mutantes rpoS en LB-MOPS sufren una situacién fisiologica similar a la
experimentada por las células silvestres (o 7poS) en LB. La distribuciéon bimodal de toposiémeros,
tanto en las células rpoS en LB-MOPS como en las silvestres en LB, podria relacionarse con la
pérdida de la viabilidad en la fase estacionaria. La viabilidad no sélo implica la presencia de actividad
fisiologica en la célula. También incluye el control relativo de la célula sobre dicha actividad, y la
capacidad para altemar eficientemente entre programas genéticos. (De manera importante, entre los
programas de crecimiento estacionario y exponencial). En medio LB, la elevacién del pH seria el
factor critico para la disminucion del contral fisiologico. En LB-MOPS, la presencia del amortiguador
asegura que el estrés sea predominantemente nutrimental. La modificacién de la permeabilidad y el
metabolismo inherentes a la fase estacionaria propiciaria la relajacion homogénea del plasmido en las
células silvestres. Dado que la inactivacién de rpoS implica la incapacidad para prevenir y reparar los
daiios asociados al estrés, en LB-MOPS la disminuciéon de la viabilidad dependeria del dafio
acumulado en la célula. Sin la capacidad para activar eficientemente mecanismos de reparacion, aun
a un pH extracelular neutro, incluso el metabolismo (e.g., la respiracion) puede dafiar a la célula. De
esta manera, en un cultivo podria esperarse la co-existencia de células moribundas y de distintas
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capacidades metabolicas.

A partir de esta suposicion se propone que, tras 18 horas de fase estacionaria, existe una fraccion
poblacional de células moribundas que liberan nutrimentos. Estos nutrimentos serian captados por las
células con cierta capacidad metabdlica. Topl y Girasa podrian relajar el plasmido en las células mori-
bundas. Para esto, seria necesario que al menos una fraccion de estas células perdiera el control so-
bre la permeabilidad, pero que permaneciera con un grado de integridad membranal. Por otro lado,
las células que aln tienen capacidad metabélica podrian inducir el incremento del superenrollamiento
del plasmido. Este esquema es congruente con la idea de que las mutante rpoS mantiene encendidos
los sistemas de captacion nutrimental (como se expuso en el primer modelo). Ademas, es congruente
con el control termodinamico del superenrollamiento del DNA, en el que |a dependencia de la tension
helicoidal hacia el nivel energético de la célula se acenttia cuando el cociente [ATP)/[ADP] es bajo
(Jensen et al,, 1995). Esto es, las células con mayor capacidad metabolica y menor dafio mostrarian
una distribucion de topoisdomeros que tiende a una tension helicoidal elevada. Las células con menor
capacidad metabdlica, 6 moribundas, presentarian una mayor proporcion de plasmidos con una ten-
sion helicoidal intermedia o baja. Conforme se prolonga la incubacion en la fase estacionaria, el na-
mero de células viables disminuye. No hay cambios criticos en el nimero de unidades formadoras de
colonia en los cultivos silvestres tras 72 horas de fase estacionaria en LB-MOPS. En el caso de los
cultivos rpoS, hay una disminucién en las cuentas viables de aproximadamente 14 % (Reyes et al.,
2003). Aunque la tasa de muerte celular de la cepa rpoS sea relativamente baja al término de 72
horas, puede considerarse que en este intervalo la heterogeneidad de la poblacién persiste y sufre
maodificaciones. Incluso se puede suponer que la fraccion poblacional restante exhibe ciertas mutacio-
nes que compensan el efecto de la mutacion de rpoS sobre la supervivencia. Estas mutaciones podri-
an considerarse de tipo 'GASP", pero incidirian en genes distintos a npoS. Tal fraccién poblacional so-
breviviria, mientras que seria capaz de emplear los productos liberados por las células muertas. De
esta manera se explicaria la persistencia de la distribucion bimodal de topoisdmeros en una fase esta-
cionaria prolongada. Dado que en LB-MOPS se ausenta el posible efecto negativo del pH, también
puede suponerse que en las mutantes rpoS el plasmido presenta anticipadamente un comportamiento
que las células silvestres sélo experimentan cuando las condiciones del cultivo se deterioran critica-
mente. De ser el caso, el plasmido de un cultivo silvestre en LB-MOPS también exhibiria una distribu-
cion bimodal, pero después de una fase estacionaria mas prolongada que 72 horas.

Profundizar en el esquema presentado requiere la estimacion de la viabilidad celular en la fase esta-
cionaria por medios distintos a las cuentas viables. Mediante el uso combinado de técnicas de tincion
y microscopia, Ericsson et al. (2000) estimaron la viabilidad en fa fase estacionaria en términos de la
integridad membranal y de la capacidad para reanudar el crecimiento de células individuales. Encon-
traron que las células con una integridad membranal disminuida son incapaces de dividirse al dispo-
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ner de nutrimentos. A nivel poblacional, estas observaciones coinciden con las estimaciones de la
viabilidad por medio de cuentas viables. No obstante, también encontraron que una fraccion de la po-
blacién, alrededor del 5 %, consiste en células con la membrana integra, pero incapaces de dividirse.
Esto indica que la capacidad reproductiva y la actividad metabédlica si pueden deteriorarse antes del
colapso de la membrana. Por otro lado, la heterogeneidad poblacional en un cultivo en fase estaciona-
ria aparentemente es todavia mayor. Makinoshima et al. (2002) definieron 10 subpobtaciones celula-
res con distinta densidad de flotacion mediante centrifugacién con gradientes de Percoll (un coloide de
silice con recubrimiento de polivinilpirrolidona). La relacién entre la densidad y el nivel de distintos
marcadores moleculares indica que la expresién del programa de la fase estacionaria es discontinuc.
Todavia dentro de este caracter discontinuo, la tension helicoidal del DNA disminuye como una res-
puesta general. Es interesante pensar en las diferencias que podrian existir entre los patrones de sub-
poblaciones celulares de cultivos silvestres y rpoS en presencia de MOPS.

El fraccionamiento de un cultivo en funcién de las capacidades metabdlicas y de la integridad mem-
branal para después monitorear el superenrollamiento de! plasmido seria demasiado complicado. En
lugar de esto, seria apropiado disponer de aproximaciones de los tiempos en que se establece la dis-
tribucion bimodal de topoisémeros y se pierde la capacidad para incrementar el superenrollamiento. A
partir de estas observaciones podrian buscarse cambios en la composicién poblacional que sugirieran
un comportamiento general congruente con el modelo propuesto. Una cuestion importante seria esti-
mar los porcentajes de células integras (metabolicamente activas) y capaces de reproducirse en dife-
rentes etapas de la fase estacionaria. Esta caracteristica podria compararse con la capacidad relativa
del cultivo para incrementar el superenrollamiento del plasmido en el periodo de recuperacién.

Se puede pensar que, incluso después de una fase estacionaria menos prolongada que 18 horas, el
incremento del superenrollamiento del plasmido en el periodo de recuperacion depende de factores
adicionales a los meramente nutrimentales. Por ejemplo, se ha propuesto que la elevada expresion de
Fis en la fase exponencial temprana es parte de la regulacion homeostatica del superenrollamiento
del DNA (Travers et al, 2001). Fis reprime la transcripcion de los promotores de los genes gyr. Asi-
mismo, se ha propuesto que protege al DNA conlra Ia introduccion de superenrollamiento excesivo en
la recuperacion del crecimiento (Schneider ef al., 1999; Schneider et al., 2000 ). Aunque la transcrip-
cién de fis no depende de oS,seria necesario evaluar el papel de este gen en la regulacion del super-
enrollamiento del DNA bajo las condiciones experimentales empleadas en este laboratorio.

La regulacién del superenrollamiento del DNA no puede ser menos que compleja. Esta regulacion
depende de, al menos, dos tipos de control general. En el control homeostatico se acoplan la estructu-
ra del DNA y la transcripcion de los genes de Topl y Girasa. Por otro lado, en el control termodinamico
se acoplan el metabolismo y la actividad de Girasa. Se puede esperar que el balance entre estas for-
mas de regulacion dependa de diversos factores celulares. En lo general, esta observacion coincide
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con la posible implicacion de la tension helicoidal en las respuestas celulares al ambiente. En lo parti-

" cular, sugiere que la influencia de un regulador como oS en la tension helicoidal del DNA podria resul-
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ta de la expresion controlada de genes de diversa funcion, y no de un solo gen.
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Conclusiones
En cultivos en medio LB-MOPS:

El regulador transcripcional oS afecta el superenrollamiento del plasmido reportero en la fase estaciona-
ria y en el periodo de recuperacion del crecimiento.

En ausencia de oS, las células pierden la capacidad para incrementar el superenrollamiento del plasmi-
do reportero después de una fase estacionaria prolongada.

El gen relA no afecta el superenrollamiento del pasmido reportero en la fase estacionaria ni en el
periodo de recuperacion del crecimiento analizados.

Los niveles de transcripcion de los genes gyrA y gyrB, y de las subunidades de Girasa, se mantienen
durante el crecimiento independientemente de la presencia de oS.
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Perspectivas

La determinacion del periodo en que oS propicia el establecimiento de la distribucion bimodal en célu-
las cultivadas en medio LB-MOPS. Se podria comparar las cinéticas de superenrollamiento del plas-
mido reportero de las células rpoS cultivadas en LB y LB-MOPS en este periodo.

La determinacién del superenrollamiento del plasmido de células silvestres en LB-MOPS a tiempos
més prolongados que 72 horas para determinar si en estas condiciones de cultivo es posible el esta-
blecimiento de una distribucion bimodal de topoisémeros.

La purificacidn y comparacion de las cantidades de Girasa en forma holoenzimatica en las fases expo-
nencial, estacionaria, y de recuperacion con el fin de determinar un posible papel de sSen el ensam-
blaje de la holoenzima.

El estudio de la heterogeneidad poblacional en los cultivos de mutantes rpoS en fase estacionaria. Se
podria intentar identificar sub-poblaciones definidas por el nivel de superenrollamiento del plasmido
reportero (superenrollado 6 relajado). La cinética de superenrollamiento del plasmido de tales sub-
poblaciones podria relacionarse con distintas capacidades para restablecer el crecimiento, es decir,
con distintos potenciales fisiologicos.

La evaluacion de la importancia de Fis para el incremento del superenrollamiento del plasmido en la
recuperacion del crecimiento bajo las condiciones experimentaies empleadas en este laboratorio.
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