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Resumen

En Escherichia coli, la DNA Girasa es blanco de diferentes inhibidores: antibioticos,
como las cumarinas y las quinolonas, asi como de las proteinas CcdB y microcina
B17 (MccB17), ambas codificadas en plasmidos. Estas proteinas estabilizan los
complejos transitorios de corte entre la girasa y el DNA, los cuales podrian causar
lesiones en el DNA vy la induccién de la respuesta SOS, muerte celular o la
generaciéon de mutaciones. La proteina Gyrl, codificada en el cromosoma por gyrl,
es una proteina cuya expresion aumenta en fase estacionariase. Gyrl se une a la
girasa in vitro e inhibe su actividad de superenrollamiento. Ademas, puede impedir
la formacién de los complejos de corte CcdB-girasa-DNA y MccB17-girasa-DNA.
No se conoce con certeza su funcion in vivo, aunque se ha demostrado que
protege de agentes que danan el DNA. El objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto del gene gyrl en la generacion de mutaciones de fase estacionaria (FS) y de
fase de crecimiento (FE). Para la primera parte, se hicieron ensayos de mutacion
de fase estacionaria en la cepa de E. coli FC40. Estos ensayos permiten evaluar
indirectamente el dano al DNA por cortes de doble cadena, que se reflejan en una
frecuencia de reversion de una mutacion fuera de fase +1 en la fusion /aclZ33 en
un plasmido F’. Para la segunda parte se utilizaron ensayos de fluctuacion.

Los resultados muestran que las células mutantes gyr/ presentan un aumento en
la frecuencia de mutacion de aproximadamente 100 veces con respecto a la cepa
silvestre. La introduccion de un alelo silvestre gyrl en el cromosoma disminuye la
frecuencia de mutacion al nivel de la cepa silvestre. Este resultado muestra que
gyrl participa en el mecanismo de la generacion de mutaciones de FS, evitando la
generacion de las mismas.

La ubicacion del alelo /aclZ33 en el cromosoma disminuye alrededor de 80% la
frecuencia de mutacion en la mutante gyr/, por lo que la posicion de laclZ33 en F’
es importante para que se genere el aumento en la frecuencia de mutacion.

Una doble mutante recA gyrl presenta la misma frecuencia baja de mutacion que la
mutante recA, por lo que el aumento en la frecuencia de mutacion depende de las
funciones de recombinacion homologa de RecA.

Ademas, se observo que existe la filamentacion en algunas células gyr/l, por lo que
se puede pensar en una induccion de SOS.

Asimismo se verifico que la mayoria de las colonias Lac’ provenientes de la cepa
gyrl se generan por mutacion puntual y no por amplificacion de la region /ac.

Las tasas de mutacion en fase de crecimiento obtenidas por medio de ensayos de
fluctuacion en células en fase exponencial de crecimiento no difieren
significativamente entre la cepa gyrl y la cepa silvestre. Por lo tanto, la mutacion
en gyrl no afecta la tasa de mutacion de células en FE. Los resultados del trabajo
sugieren un papel protector de gyr/ en la generacion de mutaciones de FS.



INTRODUCCION

1. FASE ESTACIONARIA EN BACTERIAS.

La homeostasis se define como la tendencia a mantener la estabilidad en el
ambiente interno de un organismo.Su mantenimiento, es esencial para la
sobrevivencia de cualquier organismo, particularmente cuando las condiciones
ambientales son cambiantes, pues provocan estados de estrés que limitan el
crecimiento y la reproduccion y deben ser enfrentadas una vez que son
detectadas.

Un ejemplo de lo anterior se puede observar en Escherichia coli cuando en un
cultivo en el laboratorio se alcanza la fase estacionaria de crecimiento (FS). Las
etapas que presenta un cultivo en liquido se pueden dividir en cuatro: fase de
transicion A (“lag A”) (1), fase exponencial (2), fase de transicion B (“lag” B) (3) y
fase estacionaria (4) (Figura 1). La fase de transicion A abarca el tiempo necesario
para que las bacterias puedan reiniciar el ciclo celular después del ayuno al que
estuvieron sometidas en la fase estacionaria. La fase exponencial representa el
periodo en el que las células disponen de nutrientes suficientes para aumentar su
masa celular su numero aumenta exponencialmente. En la fase de transicion B (3)
los nutrientes disminuyen y también la velocidad de crecimiento. Finalmente la FS
ocurre cuando alguno de los nutrientes requeridos se ha agotado, y/o cuando la
concentracion de metabolitos toxicos excretados al medio se vuelve muy alta, y
como resultado se presenta un cese en la division celular y el crecimiento
poblacional. En la figura 1.la FS muestra 2 partes, la primera donde el numero de
células se mantiene constante (4.1) y otra (4.2) cuando se presenta la muerte

celular (Huisman et al.,1996).

(8]



La respuesta a un agotamiento en los nutrientes comprende los siguientes
cambios: 1) La induccion de genes para poder incorporar nutrientes presentes en
bajas concentraciones o la utilizacion de fuentes de carbono no preferenciales
(Hengge-Aronnis,1996); durante la transicion de la fase de crecimiento
exponencial a la FS disminuye la expresion de la mayoria de los genes requeridos
para el crecimiento, mientras que se activa la de un grupo de genes implicados en
la reorganizacion fisiologica para que la célula permanezca viable durante la
inanicion; 2) Cambios morfologicos en los que la célula se vuelve mas pequena y
esférica; 3) En la membrana externa se incrementan los lipopolisacaridos y las
uniones entrecruzadas covalentes en la capa de mureina (Wensink et al., 1982;
Pisabarro et al., 1985). También se almacenan compuestos de alta energia como
glicogeno y polifosfato (Preiss. 1984; Ishihama, 1997), asi como otros que
protegen del estrés osmotico (Giaver et al., 1988; Kaasen et al., 1992); 4) Otro
cambio de las células en FS esta relacionada con la estructura del DNA. Debido a
que las bacterias tienen una capacidad energética baja, disminuye la tension
helicoidal o superenrrolamiento del DNA (Ramirez-Santos et al., 2005 en prensa).

Cabe senalar que las células de un cultivo en FS difieren de acuerdo al tiempo en
que fueron muestreadas y al nutriente que se agoto, pues las células que entran a
FS por falta de glucosa son muy diferentes en composicion, asi como en
expresion genetica a las que lo hicieron por falta de fosfato (Nystrom, 2004).
También existen diferencias en cuanto a la concentracion de moléculas de

reserva, agua, poliaminas y osmoprotectores. En estas condiciones se pueden

J



observar subpoblaciones celulares que originan colonias morfolégicamente

diferentes debido a variaciones genéticas entre ellas (Finkel y Kolter, 1999).
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Figura 1. Curva de crecimiento bacteriano en un cultivo en liquido. 1. Fase de
transicion A “lag”; 2. Fase exponencial; 3. Fase de transicion B; 4. Fase estacionaria,
donde en 4.1 .se mantiene el numero celular constante y en 4.2 ocurre la muerte
celular.

E. coli en sus diferentes nichos ecolégicos (estos son.primarios en el intestino de
los animales homeotermos y secundarios en suelo y agua) se enfrenta
comunmente a la falta de nutrientes. Las bacterias gram-positivas como Bacillus
subtilis (Losick y Stragier, 1992), Myxococcus xanthus (Kim et al, 1992) o
Streptomyces coelicolor (Chater, 1993) generan una espora altamente
diferenciada, pero E. coli, una bacteria gram-negativa, responde mediante la
expresion de un programa reversible de genes especificos que se inactiva cuando
la bacteria Este programa esta regulado en gran medida por el factor de

transcripcion ¢® codificado por el gen rpoS, aunque en esta fase también se

expresan genes no regulados por ¢°. La expresion de todos estos genes permite a



las células mantenerse metabdlicamente activas para reiniciar el crecimiento una
vez que los nutrientes estén disponibles (Jenkins et al., 1988; Hengge-Aronnis,
1993).

Muchos de los genes que se expresan durante la FS codifican para proteinas que
protegen de diferentes estreses, entre ellos: alta osmolaridad, baja o alta
temperatura y pH acido. Es decir, las células en inanicion son altamente
resistentes a una variedad de estreses, fenomeno conocido como proteccion
cruzada (Jenkins et al., 1988; Matin, 1991; Hengge-Aronnis, 2002).

Dadas las condiciones presentes en FS algunas celulas pueden presentar
mutaciones. Por ejemplo, se ha observado un fenomeno de mutagénesis
generalizada en colonias que envejecen (MAC por sus siglas en inglés “Mutation
in aging colonies”) (Bjedov et al., 2003). Las colonias MAC, en cultivos en placa,
aumentan la mutagénesis como consecuencia del estrés por falta de fuentes de
carbono y por estrés oxidativo. En cultivos liquidos también existen otro tipo de
mutantes conocidas como GASP (crecimiento ventajoso en fase estacionaria), las
cuales forman una subpoblacion que coexiste con la mayoria de la poblacion
parental o incluso la reemplaza, ya que presenta una ventaja para crecer en las

condiciones de FS (Finkel y Kolter, 1999).

2. MUTACION EN FASE ESTACIONARIA

2.1 DEFINICION DE MUTACION DE FASE ESTACIONARIA.

A partir de observaciones en las que las células durante la FS, en condiciones de
seleccion no letal presentaban mutaciones que favorecian su crecimiento, se

acuno el término mutacion “adaptativa”. El término se utilizd porque se pensaba
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que las mutaciones estaban dirigidas a los genes que permitirian a las células
reproducirse durante el estrés (Caimns, et al.,,1988). Posteriormente, al analizar el
mecanismo por el que surgen las mutaciones y comprobar que el origen no era
dirigido, se cambio el término a mutacion de fase estacionaria (que como las
colonias MAC se presenta en cultivos en placas de agar). La mutacion de fase
estacionaria comprende una serie de fenomenos que se presentan en ceélulas
sometidas a una presion de seleccion no letal, la cual limita el crecimiento y
ocasionan que las células no se dividan. En algunas de estas células, debido al
metabolismo basal que presentan, ocurre la generacion de mutaciones (Cairns y
Foster, 1991; Foster, 1999; Bull et al., 2001; Rosenberg, 2001). La mutagenesis
que ocurre es generalizada, es decir, no solo se presenta en aquellos genes que
pueden favorecer el crecimiento en condiciones especificas, como en un inicio
fueron descritas, sino tambien en otros genes no relacionados (Foster, 1997,
Torkelson et al., 1997).

El tipo de mutante utilizado para analizar este fendmeno tiene un fenotipo negativo

para permitir una seleccion seleccion directa una vez que se presenta la reversion.

Las mutaciones de FS se diferencian de aquellas que surgen en fase de
crecimiento, por las condiciones presentes durante esta fase, y por los
mecanismos moleculares que las generan (se describiran posteriormente)
(Rosenberg, 1997; Lombardo y Rosenberg, 1999). La mutacion de FS ha sido
descrita en bacterias como Escherichia coli, Salmonella enterica, Bacillus subtilis,

Pseudomonas putida, y eucariontes como Saccharomyces cerevisiae y Candida



albicans (Foster, 1993; Baranowska et al., 1995; Storchova et al., 1997; Foster

1999; Janbon et al., 1999; Marini et al., 1999).

2.2 MODELOS DE MUTACION DE FASE ESTACIONARIA EN BACTERIAS.

Para entender el fenomeno de mutacion de FS, se han utilizado diversos modelos
genéticos que difieren entre si en el organismo utilizado, el gen monitor de la
mutacion (genes que en general codifican para enzimas relacionadas con la
biosintesis de aminoacidos o el catabolismo de azucares.) y el tipo de mutacion

requerida para el monitoreo.

En 1988 Cairns et al propusieron que las bacterias podian elegir las mutaciones
en su genoma. La cepa que se uso originalmente, era una cepa de Escherichia
coli con el plasmido F’y24 que tiene el operon lac completo y una mutacion ambar
en el gen lacZ polar para lacY. Esta cepa puede revertir la mutacion tanto
intragénicamente como por la creacion de tRNAg supresores.

La propuesta de Cairns es analizada posteriormente y al estudiar el mecanismo
de generacion de las mutaciones, se demuestra que no se trata de un fenomeno
adaptativo ni dirigido. (Cairns y Foster,1991). En este trabajo se elige al que sera
el modelo mejor entendido entendido para estudiar mutacion de FS, la cepa FC40
de E. coli, elegida por su alta tasa de mutacion durante la seleccion (Cairns y
Foster, 1991; Foster, 1999).

La cepa tiene una delecion en el operdn lac y pro en el cromosoma, pero porta al
plasmido F'12g con un alelo lac” derivado de una fusion de los genes lacly lacZYA,

en la que se pierden los ultimos cuatro codones de /ac/, la region reguladora que



contiene a lacP y LacO y los primeros 23 codones de /acZ (Calos y Miller, 1981).
Su trancripcion inicia constitutivamente a partir del promotor de /ac/? (Brake et al.,
1978). La cepa FC40 es Lac, pues presenta una mutacion +1 por corrimiento del
marco de lectura del mensaje (“frameshift’) en el codén 320 de /acl, que cambia
de CCC a CCCC, (Calos y Miller, 1981) (Figura 2). Este arreglo se conoce como el

alelo laclZ33.

FC40 A (lac-proAB)

lacl® lacZ lacY IlacA

1 1 )
}

+1 CCC = CCCC en lac! = Fenotlipo Lac-

'

Después de la reversion
-1C = CCC -» Fenotipo Lac*

['[“::> r Fusion (laclZ33) en F
i

Figura 2. Modelo de la cepa FC40 de E. coli. La cepa no tiene el operon lacZYA y
proAB, pero posee el plasmido F 5 en el que se encuentra el alelo laclZ33. Dicho alelo
presenta una mutacion +1 en el codon 320 de lac/ que cambia CCC a CCCC, por lo
que la cepa es Lac. La reversion posterior sucede por una mutacion del mismo tipo,
pero —1, devolviendo a la cepa la capacidad de metabolizar lactosa.
Otra caracteristica del alelo, es la presencia de una actividad residual de la enzima
B-galactosidasa (2 unidades Miller) (ligeramente débil) y la de una permeasa

defectiva, porque la mutacion de corrimiento del marco de lectura del mensaje es

polar para lacY. Sin embargo, la energia que las células en FS obtienen por medio



de estas caracteristicas no es suficiente para que crezcan en lactosa (Foster,

1994) pero es necesaria para el proceso de mutacion y la reversion a Lac”.

Aunque este es el modelo mejor entendido, existen otros modelos menos
estudiados y con algunos de ellos se ha dejado de trabajar.

En E. coli se han utilizado diferentes genes, por ejemplo los genes trpA o trpB,
donde se requiere que se revierta una mutacion de sentido erroneo. Las colonias
se incuban en medio con una cantidad limitante de triptofano y generan papilas
Trp" (Hall, 1990). También se estudio la reversion de auxotrofias en células con
mutaciones ocre en trpE o en tyrA plateadas en medio minimo con glucosa sin el
aminoacido requerido (Bridges,1994).

Algunos modelos analizaron la mutacion adaptativa por medios de operones que
requieren que se inserte una secuencia de insercion, esto causa un cambio en la
especificidad de la enzima por su sustrato y de este modo la célula puede
metabolizar fuentes de carbono relacionadas a lactosa (Hall, 1999). En los
operones silenciados que codifican para enzimas relacionadas con el metabolismo
de fuentes de carbono no preferenciales, se ha demostrado que la escision
precisa de elementos IS también permite la generacion de mutantes de FS (Hall,

1988).

Un modelo que aun es estudiado es el de Salmonella enterica construido por
Galintski y Roth (1996). Salmonella no puede metabolizar lactosa naturalmente
(Lac), por lo que para estudiar la reversion de un alelo lac se introdujo el operon

lac. Para la construccion de este alelo se inserté un fago defectuoso MudF con el



operon lac en el gen hisC. A partir de esta cepa se gener6 una coleccion de
distintas mutaciones Lac’. En este sistema las reversiones a Lac® se deben a
eventos de amplificacion del alelo /ac y no a la escision de Mu. Los estudios
realizados en este sistema han sucitado diferencias con respecto al mecanismo

por el cual se generan las mutaciones de FS.

Otra bacteria utilizada es Pseudomonas putida, en ella se han estudiado genes
que codifican para proteinas que generan mutantes resistentes a compuestos
toxicos como acido dicloroacetico o tolueno (Leddy et al., 1995). Las mutantes se
generan por rearreglos genéeticos que involucran silenciar genes por medio de un
transposon, (Slater et al, 1985) o pueden ocurrir inserciones, sustituciones y

deleciones de bases que forman promotores activos (Kasak et al., 1997).

2.3 CARACTERISTICAS DE LA MUTACION DE FASE ESTACIONARIA EN EL
SISTEMA Lac DE Escherichia coli.

A diferencia de las mutaciones dependientes de crecimiento que generan
mutaciones puntuales como deleciones, duplicaciones y corrimientos de mensaje,
las mutaciones de FS se generan en su mayoria por corrimiento de mensaje —1
(pb) en secuencias pequenas de mononucledtidos repetidos (Foster y Trimarchi,
1994; Rosenberg et al., 1994); cerca del 75% suceden en el mismo sitio de la
mutacion por un corrimiento +1 del mensaje original (Foster et al.,, 1995; Foster y
Rosche, 1999).

La reversion a Lac” requiere de la reparacion por recombinacion homologa de los

cortes de doble hebra en el DNA. Por esta razon, la reversion requiere del sistema
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RecA-RecBCD y de RuvA, RuvB y RuvC para la migracion del entrecruzamiento
de Holliday (Cairns y Foster, 1991; Foster, 1993; Harris et al., 1994; Foster et
al.,1996; Harris et al., 1996).

Un requerimiento mas es la expresion de algunas proteinas conjugativas del
plasmido F’, aunque la conjugacion como tal no es necesaria, pues aunque exista
un aumento en los eventos conjugativos (que son muy bajos en estas condiciones)
no se afecta la frecuencia de reversion (Foster y Trimarchi, 1995b). EI modelo
sugiere (Foster y Trimarchi, 1995a) que se requiere de los cortes de doble cadena
que en el OnT causados por Tral y TraY (que aunque no corta directamente al
DNA se ha demostrado que es necesaria para una reaccion de corte eficiente).
Los cortes de una cadena pueden ocurrir aun en la ausencia de una senal
conjugativa y persistir en las celulas de fase estacionaria (Frost et al., 1998).

Otras proteinas Tra como TraQ (importante para el ensamblaje del pil)) y TraD
(probablemente involucrada en la transferencia del DNA durante la conjugacion)
(Frost et al.,1994) disminuyen la reversion 10% cuando existen mutaciones en los
genes que las codifican (Foster y Trimarchi, 1995a; Galintski y Roth,1995). Esto
sugiere que el proceso conjugativo se lleva a cabo en estas celulas, a excepcion

de la transferencia del DNA a la célula receptora.

Otra respuesta requerida para la reversion a Lac’ es la respuesta SOS, cuya
participacion es clave en la reparacion de dano al DNA y la generacion de
mutaciones de fase estacionaria (McKenzie et al., 2000; Rosenberg, 2001).

En E. coliy otras bacterias, el dano en el DNA induce la respuesta SOS (Friedberg

et al., 1995). Durante la respuesta SOS se induce la expresion de proteinas como
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RecA, RuvA, RuvB y las DNA polimerasas IV y V (Pol IV y Pol V) (Goodman,
2002). De éstas, solo Pol IV se requiere en la sintesis de DNA y provoca del 50-80
% de las reversiones, ya que el tipo de errores que produce son de corrimiento del
marco de lectura —1 en mononucledtidos repetidos y en menor proporcion
transversiones G a T (Kim et al 1997, Wagner et al., 1999; Wagner y Nohmi,
2000). Cabe mencionar que la expresion de Pol IV esta regulada tambien por el

factor ¢° y cuando rpoS se inactiva, la reversion a Lac’ disminuye hasta en 90%

(aungue no se ha demostrado si ¢° participa directamente o lo hace por medio de
los genes a los que regula) (Layton y Foster, 2003: Lombardo et al., 2004). Esta
polimerasa se induce en fase estacionaria tardia y se mantiene constante
alrededor de tres dias en condiciones de estres de nutrientes en cajas de Petri
(Layton y Foster, 2003).

Un evento relacionado con el requerimiento de las funciones conjugativas es que
la frecuencia de reversion a Lac' es 100 veces mayor cuando el alelo laclZ33 se
localiza en el plasmido F' a cuando se encuentra en el cromosoma y ademas no
depende de RecA (Foster y Trimarchi, 1995a; Radicella et al., 1995). Lo anterior
se debe posiblemente a que el numero de cortes de doble cadena es mayor en el
plasmido por la presencia de las proteinas Tra. Aunque en estas condiciones el
metabolismo celular es bajo, el plasmido puede iniciar la replicacion en un origen
vegetativo y después la horquilla se colapsa al encontrar el corte en OriT.

Por otra parte, la probabilidad de encontrar una region homaéloga en el cromosoma
es todavia menor, las regiones duplicadas en el cromosoma estan presentes en

10%-10° células para cualquier segmento de DNA (Anderson y Roth, 1981) y



alrededor del 40% de las células tienen dos copias del cromosoma (Akerlund et
al., 1995), en cambio se estima que el numero de copias de F" debe ser mayor

(Foster, 1999).

3. LA RESPUESTA SOS EN Escherichia coli.

La respuesta SOS es una respuesta celular inducida por la exposicion de las
células a una variedad de estreses genotoxicos o metabolicos que danan al DNA e
interfieren con su replicacion (Walker, 1996). Esta respuesta se deben a la
induccion de un regulon de mas de 40 genes (Courcelle et al., 2001), cuyas
proteinas estan relacionadas con la tolerancia al dano en DNA (por ejemplo la
sintesis de DNA danado) y reparacion del dano (por ejemplo reparacion por
escision de nucledtidos o reparacion por recombinacion). La regulacion del
sistema SOS esta mediada por las proteinas LexA y RecA. LexA actua como
represor de los genes, incluyendo a recA y lexA mismos, uniéndose a la
secuencia regulatoria en la region del operador (cajas SOS) de los genes (Little y
Mount, 1982; Walker et al., 1984, 1985).

La senal propuesta que induce al regulon es DNA de cadena sencilla, al que se
une RecA activa formando un filamento helicoidal y RecA se vuelve una co-
proteasa activa (Friedberg et al, 1995). RecA activada promueve la autoproteolisis
del represor LexA y la desrepresion del regulon de SOS. RecA activada interviene
en la induccion de la respuesta SOS, en la recombinacion del DNA (aunque no se
induzca SOS), en la reparacion del DNA de una y doble cadena, y en la
recombinacion dependiente de replicacion (Kuzminov, 1999; Asai et al, 1994,

Kowalczykowski, 1994). El tiempo de expresion de los diferentes genes ocurre en
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etapas y esta regulado por la afinidad de LexA por sus cajas SOS, por lo que los
genes se expresan asincronicamente. Entre los genes que se expresan en la
primera etapa estan recA, lexA, los genes uvr relacionados en la escision de
nucledtidos de una cadena (NER), ruvA y ruvB, cuyos productos intervienen en la
reparacion de DNA por recombinacién. También din/ que codifica para un inhibidor
del procesamiento de UmuD a UmuD activada (Yasuda et al., 1998), y polB que
codifica para la DNA Pol Il (Bonner et al., 1988), que permite la reanudacion de la
sintesis del DNA cuando la replicacion se detiene. En la siguiente etapa, se
expresan genes como recA y recN que participan en la recombinacion.

Entre los ultimos genes en inducir su expresion estan sulA (sfiA) que codifica para
un inhibidor de la division celular que causa filamentacion celular durante SOS,
umuD y umuC que codifican para la DNA polimerasa V (Tang et al.. 1999). En
relacion a otros genes, como dinB (que codifica para Pol IV) y el gen gyrl (que
codifica para Gyrl, un inhibidor de girasa); entre otros, no se sabe con certeza en
qué etapa de la respuesta SOS se expresan.

El nivel y la duracion de la induccion de la respuesta depende del grado y la
persistencia de DNA de una hebra en la célula. Una vez que las lesiones se

reparan, las funciones de SOS de nuevo se reprimen.

E. coli posee a Pol IV y Pol V, que pertenecen a la superfamilia de DNA
polimerasas Y, que pueden omitir el dano en el DNA que bloguean el crecimiento
de las cadenas catalizado por las polimerasas. Estas polimerasas introducen
muchos errores y son poco procesivas (Goodman, 2002; Yesei et al., 2002). Pol V

puede polimerizar pasando por los sitios de DNA dahados, pero Pol IV puede
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replicar limitadamente DNA dafado, ademas, no tiene un papel importante en la
tolerancia a las lesiones introducidas en el DNA por UV y su papel en la célula aun
no es claro (Napolitano et al., 2000; Tang et al., 2000; Kim et al., 2001).

Asimismo, la induccion maxima de Pol IV, codificada por el gen dinB, bajo estas
condiciones requiere de ¢° y sélo es parcialmente dependiente de LexA. Es decir,
se induce independientemente del sistema SOS por agentes externos que danan
al DNA, sugiriendo que la induccion de Pol IV y de las otras polimerasas de SOS
podria ser necesaria para la sobreviviencia en fase estacionaria (Yeiser et al.,
2002).

Existen otros genes cuya funcion durante la respuesta SOS no es claramente
conocida, entre ellos din, yeb, yig, ydg, ydi, ydjy sbmC (gyrl). De éste ultimo se
tratara posteriormente.

Otras funciones de SOS que permiten cambios en la informacion genética se
explican de la siguiente manera: La induccion del regulon aumenta la eficiencia de
la recombinacion debido a la sobreproduccion de RecA, RecN y las proteinas
RuvA y RuvB, por lo tanto se permite la reparacion eficiente de cortes de doble
cadena de DNA y cortes en las hebras hijas. Sin embargo, también pueden
generarse rearreglos cromosomicos (Dimpfl y Echols, 1989), se aumenta la
eficiencia de la conjugacion, consecuententemente la transferencia horizontal
(Matic et al., 1995) y la adquision de material genetico extracelular. Lo anterior
también se promueve por la inhibicion de la funcion de la exonucleasa V
(RecBCD), que protege a la célula del DNA extrano (Hiom y Sedgwick, 1992;

Rinken y Wackemagel, 1992).



4. MECANISMO DE GENERACION DE LA MUTACION DE FASE

ESTACIONARIA EN LA CEPA DE Escherichia coli FC40.

Retomando lo mencionado anteriormente, se ha propuesto un modelo de mutacion

de FS en el que participan genes regulados por ¢°, por la respuesta SOS, y por

ambos.

El modelo propuesto (Harris et al, 1994; Foster, 1999 ) supone lo siguiente:

Las células sometidas a estrés nutrimental pueden inducir la formacion de cortes

de doble cadena [de diversos origenes (Figura 3)], sustrato para la reparacion

mediada por recombinacion homologa.
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Figura 3. Formacion de cortes de doble cadena (DSB) y extremos de doble
cadena (DSE) en la fase estacionaria. a) Durante la replicacion se genera un
corte en el OriT del plasmido F' o cuando hay un corte de una cadena en el DNA
cromosomico. b) La horquilla de replicacion se colapsa y la horquilla se regresa
sobre si misma. c) Por corte enzimatico con enzimas de restriccion o girasa. d)
Los DSB también se generan por dano quimico causado por dano oxidativo.

Modificado de Rosenberg (2001).
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Entre las formas en que se pueden generar los cortes en el plasmido, se
encuentra el que ocurre cuando ocasionalmente se inicia la replicacion en uno de
los origenes vegetativos del plasmido oriS u oriV, pero al existir un corte de una
cadena en oriT, la horquilla de replicacion se colapsa (Kuzminov, 1995) y se
generan extremos de doble cadena (DSE) que permitiran el inicio de la reparacion
por recombinacion (Carter et al., 1992). También se generan cuando las horquillas
colapsadas (Michel, 2000, Michel et al., 20001) se regresan, siendo el molde una
de las cadenas nuevas, y dejan también extremos de doble cadena libres para su
procesamiento por RecBCD (Harris et al, 1994), con o sin el procesamiento
posterior de las resolvasas de cruciformes H-J (Rosenberg et al., 1996). Los cortes
de doble cadena tambien (DSB) pueden ser provocados por enzimas con actividad

de endonucleasas o a consecuencia de dano quimico, como el dano oxidativo.

Se piensa que los mismos mecanismos generan los cortes en el cromosoma y en
el plasmido F', pero que es mas probable que los cortes de doble cadena ocurran
en el plasmido. Lo anterior tomando en cuenta que F" posee a las proteinas Tral y
Tra¥Y que pueden promover los cortes de DNA que se convierten en DSB (Harris
et al, 1994, Foster y Trimarchi,1995; Kuzminov, 1995; Rosenberg et al., 1995;
Rosenberg et al., 1996).

Los DSB son reconocidos por RecBCD y se inicia la reparacion, degradando el
extremo 5’ para producir una hebra 3’ invasiva. RecA cataliza la invasion de una
cadena en el DNA homalogo, el cual puede provenir de un cromosoma homologo
(del 30 al 40% de las células de fase estacionaria pueden poseerlo) (Akerlund et

al, 1995), de una region duplicada (presente en 102-10° células para cualquier
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segmento de DNA (Anderson y Roth, 1981), o incluso se sugiere que se puede
tomar DNA que se encuentra fuera de las células, aunque no se ha demostrado

que esto suceda en E. coli (Figura 4).

DSB
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y 3 \
3
3 5
3
5
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4 . Sintesis de DNA  {
{ ani
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""0'0-0—--
5 _______i_,.____S
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Figura 4. Modelo del mecanismo de generacion de mutaciones de fase
estacionaria. Una vez que se presenta el corte de doble cadena de DNA (DSB), el
sistema de reparacion RecBCD reconoce el corte y lo procesa con la intervencion de
RecA. La sintesis del DNA la realiza Pol IV y cuando comete errores permite la
reversion a Lac’. Se presenta ademas una disminucion del sistema de reparacion de
apareamiento erroneo de las bases (MMR). Modificado de Bull et al., (2000a). Para
mas detalles ver el texto.

La sintesis de DNA durante la reparacion es llevada a cabo principalmente por Pol
IV, no obstante también pueden intervenir Pol I, inducida también por la respuesta
SOS (Bonner et al., 1990; Foster et al., 1995) y Pol Ill (Foster, 2000).

Cuando Pol IV copia la region /ac introduce principalmente los errores fuera de

fase, que provocan la reversion a Lac’. Los intermediarios de la sintesis de DNA
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que aun permanecen, migran por medio de RuvA, RuvB y se propone que en
sentido contrario por RecG y posteriormente se resuelven por RuvC. Una
mutacién en ruvA, ruvB o ruvC elimina la mutacion de FS, pero una en recG la
aumenta 100 veces (Foster et al., 1996; Harris et al., 1996) debido a los altos
niveles de Pol IV en estas células (Lloyd y Buckman, 1991; Layton y Foster, 2003).
Aunado al incremento de Pol IV, el sistema de reparacion de apareamiento
erroneo de las bases (MMR) disminuye su actividad transitoriamente por un
decremento de la proteina MutL (Harris et al., 1997; Foster, 1999b; Harris et al.,
1999). Esto promueve condiciones de hipermutacion transitoria (Torkelson et al.,
1997; Rosenberg et al.,1998; Rosche et al., 1999), lo cual se propone que ocurre
en una subpoblacion de las células, ya que las revertantes Lac" tienen una alta
frecuencia de mutaciones secundarias en sus genomas [50 veces mas alto que

las células Lac (Torkelson et al., 1997; Rosche y Foster, 1999)].

Haciendo un resumen, existen ciertos genes dentro del sistema de la cepa FC40
que al inactivarlos producen un cambio dramatico en la frecuencia de mutacion de
FS. Estos son: el gen rpoS que disminuye la frecuencia de reversion a Lac™ = 10
veces, los genes de conjugacion traD y traQ que disminuyen la frecuencia de
reversion en un 10%,; la inactivacion del gene dinB que codifica para la DNA
polimerasa |V, provoca un descenso de entre 50-80% del total de las mutantes
generadas. El represor de la respuesta SOS, lexA, provoca un descenso del 80%
del total de revertantes. En el caso de mutaciones en los genes que codifican para

proteinas de recombinacion como RecA y RecBC, disminuyen la frecuencia 100 y
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10 veces, respectivamente. Las proteinas RuvAB con sus respectivos genes
mutados también disminuyen la frecuencia 10 veces.

Mutaciones en genes que aumentan la frecuencia de mutacion de FS se
encuentran en: recD, que la aumenta 5 veces; recG que la aumenta 100 veces.
También mutL al no estar presente causa un incremento de 100 veces en la
frecuencia (Foster et al., 1996) y el gene dam, que codifica para la metilasa Dam,

la aumenta 10 veces.

El modelo de hipermutacion sugiere que cuando las bacterias se encuentran
sometidas a condiciones de estrés, la tasa de mutacion aumenta en todo el
genoma (Rosenberg, 2001). Durante la seleccion en lactosa, cerca del 0.1% de las
celulas FC40 son hipermutantes y tienen una tasa de mutacion que es
aproximadamente 200 veces mayor que la normal. Ya que la poblacion (o
poblaciones) hipermutante es pequena, solo cerca del 10% de las revertantes Lac’
se originan a partir de ellas, y el resto se origina por medio de los mecanismos
dependientes de la reparacion por recombinacion descritos anteriormente (Bull et
al., 2000a, Bull et al., 2000b).

Es necesario senalar que el modelo descrito no es un consenso aceptado, existe
una polémica sobre el mecanismo principal que genera las mutaciones. Un
modelo alternativo, es el modelo de crecimiento criptico o de amplificacion que se
basa en que las mutaciones surgen en poblaciones de células que crecen en el
estrés sin la necesidad de mutagénesis (Galintski y Roth, 1995; Hendrickson et al.,
2002). El modelo supone la existencia previa de células que portan una

amplificacion en lac, las cuales debido a la actividad residual de - galactosidasa
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del alelo /aclZ33 pueden crecer lentamente en el medio selectivo. Algunas células
dentro de las microcolonias que se estan formando adquieren mas amplificaciones
o copias de /aclZ33 y pueden crecer mas rapido. La probabilidad de un evento de
reversion (por una mutacion de corrimiento del marco de lectura —1 se incrementa
al tener mas copias de /ac (de 20 a 50). Con las posteriores replicaciones o por
medio de recombinacion, se pierden las amplificaciones y la segregacion permite
observar unicamente células que tienen una mutacion puntual (Hendrickson et al.,
2002; Schlechta et al., 2003).

Este ultimo modelo es discutido, porque se piensa que la amplificacion es otra
respuesta al estrés de nutrientes que requiere a su vez del factor general de
transcripcion ¢ en células que no estan creciendo (Hastings et al., 2000; Layton
y Foster, 2003; Lombardo et al., 2004). Las células con el arreglo amplificado no
son hipermutantes (Hastings et al, 2000) y no requieren de la induccion de la
respuesta SOS, ni de los errores generados por Pol IV (McKenzie et al., 2001).
Tomando en cuenta que entre 50-80 % de mutantes puntuales son generadas por
Pol IV (mientras que las amplificaciones del alelo /ac/Z33 no depende de esta
polimerasa), resulta incompatible el supuesto de que la mayoria de las mutaciones
son generadas a partir de errores dependientes de la sintesis de DNA. Lo anterior
se debe a que si los mismos mecanismos operantes en mutacion de FS fueran los
de FE, en donde las tasas de mutacion basales producen los errores, no se podria
generar una frecuencia de mutacion tan alta como la observada en FS (McKenzie
et al., 2001; McKenzie et al., 2003). Cerca de un 1-5 % de las colonias FC40 Lac”

aisladas del dia 5 al 7 tienen amplificado al alelo /ac. (Foster, 1994; Foster et al.,



1995). Aunque el porcentaje aumenta a 40- 60% del total después del dia, 7 tal
vez por muerte celular que permite el crecimiento de otras células (Hastings et al,
2000; Powell y Wartell, 2001).

Es probable que este tipo de arreglos puedan surgir a partir de la reparacion por
recombinacion de extremos de doble cadena que se reparan por medio de un
mecanismo no homoalogo, que crea un segmento duplicado o un intermediario de
circulo rodante(Rosenberg, 2001). Cualquiera de los dos puede amplificar la
region rapidamente en tandem (en sentido directo). Alternativamente la reparacion
homologa de los cortes de doble cadena puede generar horquillas de replicacion
que se colapsan y se produce un cambio de templado que posteriormente genera
un segmento duplicado o el intermediario de circulo rodante (Hastings et al.,

2004).

5. SOBREVIVENCIA versus MANTENIMIENTO DE LA ESTABILIDAD GENETICA.
La respuesta celular por la induccion de o protege a la célula de diferentes
estreses, siendo esta respuesta basicamente de proteccion y prevencion. Sin
embargo, también se pueden presentar respuestas que pueden parecer contrarias
a lo anterior. Por ejemplo, se ha observado el fenomeno descrito anteriormente de
mutagenesis general en colonias envejecidas (MAC) (Bjedov et al., 2003). Entre
los requerimentos genéticos de la MAC estan dos de los genes del regulon SOS,
recA y polB, ademas de la actividad del sistema de reparacion de apareamiento
erroneo dependiente de metilacion (MMR) y la presencia de CRP. Continuando

con el tema de mutagénesis estan las ya mencionadas mutantes GASP, que



aunque no se generan en FS, es en estas condiciones cuando las mutaciones que
se adquirieron en FE les permiten un crecimiento ventajoso. En estas mutantes,
las DNA polimerasas IV y V son importantes para conceder ciertas ventajas en el
crecimiento en FS (Yeiser et al., 2002).

Janion et al, (2002) muestran que al someter a células de E.coli AB1157 a
inanicion en distintos medios de cultivo, se induce la respuesta SOS pero
unicamente después de incubarse en medio que contiene 0.2% de glicerol como
fuente de carbono. El sistema de mutacion de FS presenta condiciones
experimentales similares a las usadas por Taddei et al.(1995), y en ambos se
observa una induccion de la respuesta SOS ante la inanicion. Entre los genes que
se inducen, estan las polimerasas IV y V que pueden generar mas mutaciones.

Se ha propuesto que en condiciones de estrés de nutrientes y competencia
intensa se podria aumentar en algunas ceélulas la frecuencia de mutacion como un
mecanismo potencial para la generacion de nuevos alelos en la poblacion, esto a
pesar de que un aumento en la frecuencia de mutacion puede ser deletéreo

(Foster, 1997; Torkelson et al., 1997; Matic et al., 2004).

6. EL GEN gyrl, LA GIRASA Y SU INTERACCION ENTRE AMBOS.

El gene gyrl (sbmC), se encuentra en el minuto 44.8 del cromosoma de E. coli
(Baquero et al., 1995) y codifica para la proteina citoplasmica Gyrl de 18 kDa,
denominada asi por sus siglas en inglés (gyrase inhibitor). Un estudio tedrico
muestra que el gen esta también en Salmonella enterica, y la secuencia de la

proteina tiene una identidad de 70%. En otras bacterias como Clostridium
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acetobutylicum, Listeria innocua y Bacillus haldurans la identidad de la proteina es

de 21%, 22 % y 25%, respectivamente (Romanowski et al., 2002).

La regulacion de la transcripcion de gyrl es compleja y aumenta a partir de la fase
exponencial tardia, la sintesis de la proteina presenta un patron similar (Nakanishi
et al., 1998). La transcripcion también aumenta al inducirse la respuesta SOS y
depende de LexA (Baquero et al., 1995). Su expresion depende ademas del factor
o°, de HNS (Oh et al., 2001) y podria depender de CRP (Baquero et al., 1995)
(Figura 5).

Para entender el mecanismo de proteccion/inhibicion propuesto para Gyrl, es
necesario entender como actua la proteina a la cual se une, la Topoisomerasa Il o

DNA girasa.

CRP lexA Tnb
.
-73 -33 -15 -10 +1

473 pb

Figura 5. Modelo de la regulacion del gen gyrl. El gen es regulado
positivamente por ¢°, y HNS; LexA reprime su expresion. Ademas, presenta un
sitio posible de union a CRP. La cepa mutante en gyr/ presenta un transposon
Tn5insertado a 94 pb después del coddn de inicio de la traduccion.

Las enzimas denominadas topoisomerasas son responsables de catalizar
cambios topoldgicos en el DNA. Existen dos tipos de topoisomerasas: las del tipo |

introducen un corte de una cadena de DNA y no requieren de ATP, y las del tipo Il
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pueden cortar las dos cadenas del DNA y requieren ATP. Dentro del grupo Il, la
DNA girasa es la unica que puede introducir supervueltas negativas en el DNA en
presencia de ATP y en su ausencia relaja al DNA superenrollado negativamente
(Gomez-Eichelmann y Camacho-Carranza, 1995). También concatena vy
desconcatena circulos de DNA, genera y resuelve nudos intramoleculares en DNA
circular.

La DNA girasa es un heterotetramero formado por dos subunidades GyrA, de 97
kDa cada una, codificadas por el gen gyrA y dos subunidades GyrB, de 90 kDa
cada una codificadas por el gen gyrB. La proteina GyrA tiene actividad de corte en
su extremo N-terminal, mientras que el C-terminal se une al DNA (Reece y
Maxwell, 1991). La actividad de ATPasa de la enzima se encuentra en el extremo
N-terminal de GyrB, mientras que el C—terminal esta relacionado en la union al
DNA y a GyrA (Brown et al.,1979; Tingey y Maxwell, 1996, Chatterji et al., 2000).
Cabe mencionar que, pese a que muchas proteinas se degradan en fase
estacionaria, los niveles de girasa son similares en las células en fase de

crecimiento exponencial y en la FS (Reyes-Dominguez et al., 2003).

El mecanismo de accién de la enzima procede de la siguiente manera (Figura 6):

Un fragmento de DNA de 140 pb se enrolla en el tetramero (segmento Q)
formando una supervuelta toroidal positiva. Cada hebra quedara situada cerca de
una Tyr122 de las subunidades GyrA para formar un enlace covalente con el
fosfato del DNA. ElI segmento se corta independientemente de ATP,
permaneciendo unido gracias al enlace covalente. Posteriormente, con la unién

del ATP a uno de sus sitios en la subunidad B, se produce un cambio
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conformacional que permite que los dominios de GyrA se acerquen, asi como

la

union de un segundo ATP y la unién de otro fragmento de DNA (Segmento T)

(Champoux, 2001). Esto promueve que se separen los dos extremos del

segmento G cortado y se transloque el segmento T intacto en la cavidad central

asi formada, donde posiblemente la hidrélisis del ATP promueva la translocacion

(Baird et al., 1999).

ATP
; (b) Segmento T

TP 2 :
(]} ""’{":"‘--"r“v £

Segmento T

s
_d Subunidades GyrB

ADP + Py = ) AR

Subunidades GyrA

(d)

Figura 6. Modelo del ciclo de actividad de girasa. a) Un fragmento de DNA se
enrolla en girasa (segmento G). b) Cuando el ATP se une a las subunidades B
ocurre un cambio conformacional, se captura el fragmento T de DNA vy se corta el
segmento G, el cual se mantiene covalentemente unido a GyrA. c) El segmento T
se transloca a través del segmento G cortado. d) Posteriormente se religa el
segmento G y el T es liberado por la puerta en la base de la enzima, quedando
girasa libre para otro ciclo. Tomado de Couturier, et al (1998)

La ligacion del segmento G permite que se libere el segmento T traslocado por la

puerta en la base de la enzima, terminando el ciclo de reaccion con la hidrolisis del
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segundo ATP y la separacion de los dominios que se unen a DNA y la girasa

queda libre para otro ciclo.

La girasa es una enzima esencial para la sobrevivencia de las bacterias, que
interviene en procesos de replicacion, transcripcion, recombinacion y reparacion.
Muchos organismos que compiten con E. coli sintetizan inhibidores que afectan la
funcion de girasa (Maxwell, 1997). Ademas, se han identificado un gran numero
de compuestos quimicos de origen natural y sintético que inhiben la actividad de la
enzima (Lewis et al.,, 1996, Maxwell,1997). Los inhibidores naturales se pueden
dividir en no proteinaceos como las cumarinas, que se unen a GyrB e inhiben la
actividad ATPasa compitiendo por el sitio de union del ATP (Maxwell, 1993) y
proteinaceos, como microcina B17 (MccB17), CcdB y Gyrl. Las dos primeras son
toxinas codificadas en plasmido, cuya actividad consiste en estabilizar el complejo
de corte DNA-girasa de manera dependiente de ATP (Vizan et al., 1991; Bernard
et al., 1993; Liu,1994; Couturier,1998). Estos complejos actuan como obstaculos
para las DNA y RNA polimerasas, que cuando colisionan con ellos, el corte hecho
por girasa queda desprotegido y se hace evidente: La célula sensa lo anterior
como cortes de doble cadena que se reparan por recombinacion homologa o de
otro modo puede llevar a distintas formas de inestabilidad genetica o causar la
muerte celular (Drlica y Zhao,1997).

CcdB forma parte de un modulo toxina — antitoxina codificados en el operon
ccdABresD, cuyos genes ccdA y ccdB codifican para la antitoxina CcdA vy la toxina
CcdB, respectivamente. La toxina MccB17 es un péptido modificado

postraduccionalmente que se encuentra codificada en el operon mcbABCDEFG.
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En cuanto a los inhibidores sintéticos, se encuentran las quinolonas, como el acido
nalidixico y la ciprofloxacina, que se unen a girasa cuando la enzima se encuentra
en complejo con el DNA, atrapando a la enzima en un complejo abortivo de
manera similar a las proteinas MccB17 y CcdB.

Relacionado con los inhibidores de girasa, se ha demostrado que in vitro la
proteina Gyrl inhibe la actividad de superenrollamiento de girasa (Nakanishi et al.,
1998). Sin embargo, in vivo este efecto no ha sido demostrado.

Ademas, la proteina tiene una accion protectora porque reduce los complejos
estables de corte formados por CcdB-girasa-DNA y MccB17-girasa-DNA; incluso
es capaz de revertir el complejo CcdB-girasa, pero no asi el complejo MccB17-
girasa (Chatterji y Nagaraja, 2002). In vivo, la sobreproduccion de Gyrl protege a
las células del efecto toxico de MccB17 y CcdB, y de las quinolonas. Pero no tiene
efecto protector sobre inhibidores del tipo de las cumarinas (Chatterji y Nagaraja,
2002; Chatterji et al, 2003). La proteccion de Gyrl se extiende a mutagenos
quimicos como la Mitomicina C (MMC) y la N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina
(MNNG), que provocan entrecruzamiento y alquilacion en el DNA,
respectivamente. Aunque la sobreproduccion de Gyrl parece proteger de agentes
que danan al DNA, no protege de la radiacion UV (Chatterji et al.,, 2003). La
produccion de niveles anormalmente altos o bajos de Gyrl provocan una supresion
en la proliferacion y viabilidad celular. Ademas, produce filamentacion de algunas
células y anormalidades en el nucleoide (Nakanishi et al., 1998). A pesar de lo
anterior no se conoce con certeza su funcion in vivo (Chatterji et al., 2003).

La interaccion de Gyrl con girasa, consiste en la union de Gyrl especificamente los

residuos 89-96 (Nakanishi et al, 2002), a la holoenzima de la girasa, para
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secuestrarla en un paso previo a su unién al DNA (Chatterji y Nagaraja, 2002).

Esta interaccion no depende de ATP (Nakanishi et al., 2002).

Las toxinas codificadas en plasmido son principalmente utilizadas para
competencia entre especies o intraespecies, ademas de asegurar la segregacion
del plasmido, asi que la existencia de un inhibidor cromosomico como Gyrl genera
preguntas sobre su funcion en la célula, particularmente cuando se analizan las
condiciones de fase estacionaria, ya que Gyrl se expresa en su nivel mas alto en

esta fase y los niveles de girasa se mantienen igual a los presentes en fase

exponencial.
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HIPOTESIS

Si se considera que:

1. El gene gyrl esté regulado por LexA y por 6°, como lo esta dinB, y se induce al
presentarse dano en el DNA y en fase estacionaria;

2. La DNA girasa no se degrada ni cambia su concentracion durante la FS;

3. En esta fase la girasa se encuentra en exceso si se considera el bajo
metabolismo del DNA, y el ATP disponible es menor, por lo que algunos ciclos de
la girasa pueden quedar inconclusos como complejos de corte girasa-DNA. Dadas
estas condiciones, el equilibrio dinamico de cortes en el DNA aumenta y cuando
las DNA o RNA polimerasas encuentran en el DNA los complejos estables de
corte girasa-DNA, se provoca que la horquilla de replicacion o transcripcion se
colapse y que el corte se haga evidente. Esto inducira la respuesta SOS que
desencadena el mecanismo de mutacion de FS.

Si Gyrl participa como un protector/inhibidor de girasa que se une en un paso
previo de la unién de la girasa al DNA, debido a que en FS la cantidad de Gyrl es
mayor, mas moléculas de Gyrl se uniran a la girasa y se evitara que la girasa en
exceso afecte el equilibrio dinamico de cortes y consequentemente el
procesamiento posterior del corte de doble cadena que inicia el mecanismo de
generacion de mutaciones en FS.

Por lo tanto, en una cepa mutante en gyr/ se esperaria que la girasa pueda unirse
al DNA sin impedimentos, aumentando la probabilidad de que la girasa corte al

DNA y que no se completen mas ciclos. Esto ocasionaria que se genere mas



dano al DNA mediado por girasa, el cual se espera observar como un aumento en

la frecuencia de mutacion de FS.

OBJETIVO:
Estudiar la posible participacion del gen gyr/ en la generacion de mutantes de fase

estacionaria y en fase de crecimiento.
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MATERIALES Y METODOS

1. CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS

CEPA DESCRIPCION REFERENCIA
FC29 A(lac- proAB) Xl thi ara [ F’ proAB* A (lacl-lac2)] Cairns y Foster, 1991
FC40 A(lac- proAB) Xl thi ara Rif " [ F’ proAB* lacl33 Cairns y Foster, 1991

QlacZ)
VGR41 FC40 gyrl::kan Este trabajo
SMR4576 FC40 upp::Tn10dtet+1 Bull et al., 2001
VGR42 SMR4576 gyrl::kan Este trabajo
SMR4608 SMR4576 recA::Tn10dcam Bull et al., 2001
GM4792 lacl33QlacZ Foster y Trimarchi, 1995a
JR4792 GM4792 gyrl::kan Este trabajo
VGR43 FC40 recA::Tn10dcam Este trabajo
VGR44 VGR41 recA::Tn10dcam B Este trabajo s
UGM505 MC4100 gyrl::kan recA56 B Baquero et al.,1995 ©®
VGR45 FC40 zed-3069::Tn 10 - Este trabajo”
VGR46 FC40 gyrl" zed-3069::Tn10 Este trabajo*
ZK4 MC4100 |F araD139 AlacU169 rpol thiA recA56| Yorgey et al., 19940
pPY113

® A partir de esta cepa se transdujo con el bacteriéfago P1virA la mutacion
sbmC::kan (gyrl::kan) a las cepas que fue necesario.
© Cepa sobreproductora de Microcina B17 (MccB17)
* Construidas por la Dra. Carmen Gomez (Instituto de investigaciones Biomédicas,
UNAM) por cotransduccion con el fago P1 a partir de la cepa CAG18451.

2. METODOS DE GENETICA BACTERIANA
2.1 CONSTRUCCION DE LAS CEPAS gyrl (sbmC::kan)y recA::Tn10dcam POR

TRANSDUCCION GENERALIZADA CON EL FAGO P1 virA.

2.1.1 PROPAGACION DEL FAGO P1 virA.

Para la construccion de las cepas mutantes gyrl se propago al fago P1virA en la
cepa UGM505.

Se llevé a cabo un cultivo de 10 ml de la cepa UGM505 en medio rico (LB). El
cultivo se dejo crecer hasta alcanzar una D.O.s50nm de 0.4. Entonces, se le anadio
CaCl, a una concentracion final de 5 mM y se incubd a 37° por 10 minutos en
agitacion constante. Posteriormente, se mezclo un mililitro del cultivo con ~ 107-108

unidades formadoras de placa (ufp) del fago P1 y se incubo a 37°C por 20 minutos
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sin agitacion. La mezcla anterior se vaci6 en tubos de medio LB con calcio 2.5 mM
(LC), con 0.7% de agar, y se sembrd en cajas de LC. Como control se hizo la
misma mezcla sin fago P1. Las cajas se incubaron a 37°C por 18 horas. Para
obtener al fago propagado, se agregdé 1 ml de medio Luria a cada caja y se incubd
a 4°C por 3 horas. El agar blando se colectdé y se centrifugd para obtener el
sobrenadante, donde estaba presente el fago. A lo anterior se le anhadieron 50 ul
de cloroformo para eliminar células contaminantes.

Todo el procedimiento se repitio de 2 a 3 veces para enriquecer al fago P1 con el
fragmento de DNA que comprende la region en la que se encuentra el gen gyrl

mutado.

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

Triptona (Difco) 10g
Extracto de levadura (Difco) 59
NaCl ( Baker) 10g
Timina (Sigma) 20 ug/ml

El volumen se aforo a un litro con agua desionizada

El pH se ajustd a 7.0 con 1 ml de solucion de NaOH (Baker) 2.5 N. El medio LB solido se preparo
de la misma forma, pero se le agrego Bacto-Agar (Difco) al 2%. El medio se esterilizo en autoclave
por 20 min a 121°C a una presion de 22 libras.

En los medios que se requeria antibidtico (kanamicina 25 pg/ml, cloramfenicol 25ug/ml, rifampicina
100 nug/mly tetraciclina 25 ug/ml), éste se adiciond después de que el medio habia sido esterilizado
y se encontraba a una temperatura aproximada de 50°C.

Medio Luria Calcio (LC) y LC agar blando

El medio se prepar6 del mismo modo que el medio LB sélido y tinicamente se le adiciono glucosa a
concentracion final 0.2% y CaCl, 2.5 mM. Para los tubos de agar blando se utilizo el agar a
concentracion final 0. 7%.

2.1.2 TITULACION DEL FAGO P1 EN Escherichia coli.
Se inici6 un cultivo de células en 10 ml de medio LB a partir de un cultivo fresco
de toda la noche. El cultivo se dejo crecer hasta una D.Ossonm de 0.4 y se

centrifugd para concentrar el cultivo 10 veces. Posteriormente se hicieron mezclas
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con 100 pl del cultivo, 100 pl de una solucion de CaCl, 0.015 M y MgSO,4 0.030 M
y 100 ul del fago obtenido en la propagacion. Del fago se realizaron diferentes
diluciones (10, 10° y 107) para poder obtener su titulo.

Las mezclas se incubaron por 20 minutos a 37°C sin agitacion, después se
agregaron a un tubo con medio LC y se sembraron en cajas de Petri con medio
LC. Las cajas se incubaron a 37°C por 12 horas. Se conté el numero de placas de
fago P1 observadas en cada caja y se realizé el calculo del titulo de P1 en relacion

a la dilucion del fago utilizada.

2.1.3 TRANSDUCCION GENERALIZADA CON EL FAGO P1virA.

Para construir las cepas VGR41, VGR42, JR4792 se utilizo el método de
transduccion generalizada con el fago P1virA.

Se inocularon 200 ul de un cultivo fresco de toda la noche de la cepa a transducir
(FC40, SMR4576, GM4792) en 10 ml de medio LB. El cultivo se dejo crecer hasta
fase exponencial y se centrifugé a 10,000 rpm por 10 minutos; las células se
resuspendieron en 1 ml de triptona al 1%. Un volumen de 500 ul de concentrado
celular (=1x10° células/ml) se mezclé con 500 pl de una solucién de CaCl, 0.015 M
y MgSO,4 0.030 M. La mezcla se mantuvo por 5 minutos a temperatura ambiente.
Después se agregd a la mezcla P1 (= 5 X10” ufp) y se incubé a 37° C por veinte
minutos sin agitacion. La mezcla se centrifugé a 10,000 rpm por un minuto, se
desecho el sobrenadante y las células se resuspendieron en 1.5 ml de medio de
dilucion (MgSO4, 10 mM). Se volvio a centrifugar y se descarto el sobrenadante.

Este lavado se repitio 2 veces para eliminar el P1 fago libre y la pastilla celular se



resuspendio en 100 pl de medio de dilucion. Todas las células se sembraron en

cajas de medio LB con kanamicina (25 ug/ml) para seleccionar a las células
transductantes. EI mismo procedimiento se llevé a cabo para la transduccion de la
mutacion recA::Tn10dcam de la cepa SMR4608 a la cepa FC40. En este caso la
seleccion de las transductantes se hizo en medio LB con cloramfenicol (25 pg/ml).

Para su almacenamiento, las cepas construidas se inocularon en 3 ml de LB o M1
y se crecieron durante toda la noche. De estos cultivos, 500 ul fueron transferidos

a tubos con glicerol al 40% y se almacenaron a =70 °C.

Medio de dilucion

La solucion se esterilizo a una presion de 22 libras por 15 minutos a 121°C.

Solucion CaCl,- MgSO,

La solucion se preparé con CaCl, 0.015 My MgSO, 0.030 M a concentracion final y se aforo el
volumen a 10 ml.

2.2 VERIFICACION DEL FENOTIPO DE LAS MUTANTES gyrl (sbmC) y recA.
Las posibles colonias transductantes gyr/ (Km") y recA” (Cm") se sembraron en

los medios correspondientes a las caracteristicas de cada cepa.

Medio MacConkey.
Agar MacConkey (Difco) 50 g/L.
Este medio se esterilizd a una presion de 22 libras durante 20 minutos a 20°C.

Medio Minimo M1 0.2% glucosa

NH,CI 0.6 M Agar 2%

KH,PO, 0.03M Vitamina B1 1.6 X 10™* ug/ml
Na,HPO, 0.04M MgSO, 0.03%

NaCl 0.009 M Glucosa 0.2%

H,O desionizada 1L

El medio se aford a 1 litro con agua. Las sales (NH,Cl, KH,PO,4, Na,HP,, NaCl) se prepararon por
separado en 500 ml de agua desionizada y el agar en 500 ml del agua restante. El medio se
esterilizd a una presion de 22 libras por 20 minutos a una temperatura de 121°C. Después de
esterilizar se agregaron la vitamina B1, MgSO, y glucosa (todos estetilizados previamente).
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2.2.1 VERIFICACION DE LA MORFOLOGIA DE LAS MUTANTES gyr'.

Para su observacion, las células de las cepas FC40, VGR41, VGR45 y VGR46 se
crecieron del mismo modo que en el ensayo de FS (descrito posteriormente en el
apartado 5). Después de su incubacion por 30 horas en medio minimo M9 con
glicerol al 0.01%, las células se concentraron 10 veces para poder analizar un
mayor numero de ellas y 5 ul de cada cultivo se observaron en un microscopio
optico Nikon E600 a 60X de aumento en DIC (“differential interference contrast’).
Se fotografiaron con una camara Hamamatsu Orca-ll. Como referencia se
observaron células de fase exponencial (crecidas en medio minimo M9 con
glicerol al 0.1% hasta una D.Ogyo de 0.4, esta D:O. Se uso para asegurar que las
celulas llegaran a fase exponencial.) para determinar el intervalo de tamanos
presentes en esta fase. Se fotografiaron distintos campos que se visualizaron en la
computadora por medio del programa Adobe Photoshop 7.0 y se determino el

porcentaje de células filamentadas para cada cepa.

2.3. VERIFICACION DEL ALELO gyrf POR MEDIO DEL ENSAYO DE
SENSIBILIDAD A MICROCINA B17.

Las cepas mutantes gyrl asi como FC40 y UGM505 como testigos, se crecieron
toda la noche en 3 ml de medio minimo M9 con 0.2% glucosa. Después se
sembraron 400 pl de cada cultivo en 10 ml de medio minimo 0.2% glucosa (Foster,
1991) y se crecieron hasta llegar a una D.Ogoonm de 0.4. Paralelamente se hizo un
cultivo de toda la noche de la cepa ZK4 (sobreproductora de microcina B17) en el

mismo medio. Los cultivos se diluyeron 10 veces y alicuotas de 100 ul se



mezclaron con 3 ml de medio M1- agar blando con glucosa al 0.2%. La mezcla se
vacio en placas de M1 con glucosa 0.2%. Una vez que las placas gelificaron se
agregé una gota con = 5X10° células del cultivo de la cepa ZK4. Los cultivos se
incubaron a 37°C por 12 horas. Posteriormente se midio el radio de los halos de
inhibicion del crecimiento y se comparo con los testigos. (Modificado de San Millan

etal., 1985).

Medio minimo M9 Sales 10X

Na,HPO,.7H.0 0.8 M
KH,PO4 0.2M
NaCl 0.09 M
NH,CI 0.2M
H,0 desionizada a 1000 ml

Las sales se disolvieron y se distribuyeron en volimenes de 100 ml. Se esterilizaron en autoclave a
121°C por 15 minutos y se retiraron inmediatamente antes de que la presion bajara a cero.

Solucion de Glucosa 10%
10 gramos de glucosa se disolvieron en 75 ml de agua desionizada y se aforo a 100 ml.
Posteriormente se esterilizo en autoclave a 121 °C por 15 minutos o por filtrado por membrana de

Millipore de 0.45 um.

Medio M9 0.2% glucosa (100 ml)

Medio M9 Sales 1X (10 ml)
MgSQO, 1mM (100 ul)
Tiamina 5 ug/ml (50 ul)
Glucosa 0.2% (1 ml)
CaCls 1x10*M (10 ul)
H,0 desionizada 88 ml

Después de agregar el CaCl, el medio se mezclé inmediatamente para evitar la precipitacion. El
medio se prepara con los reactivos esterilizados previamente.

Placas de medio M9

Agar 25 %
M9 sales 1X
MgSO, 1mM
Tiamina 5 ug/mi
Glucosa 0.2%
H,0 desionizada 890 ml

El agar se esterilizé en autoclave con las condiciones mencionadas anteriormente y se dejo enfriar
para agregar el resto de los compuestos. El medio con agar blando se preparé del mismo modo,
pero con el agara 0.7% de concentracion final.



2.4 VERIFICACION DEL ALELO recA POR MEDIO DEL ENSAYO DE
SENSIBLIDAD A LUZ ULTRAVIOLETA (UV) DE ONDA CORTA.

Las cepas VGR43 y SMR4608 se crecieron en medio LB hasta una D.Osso nm de
0.4. Con los cultivos se hicieron lineas rectas en placas de medio minimo (M1),
que atravesaban toda la caja. Una vez secas las lineas de los cultivos (10-20
minutos), se procedio a irradiar las cajas.

La irradiacion se efectué con una fuente de luz UV de onda corta a 20 cm de
distancia. Las cajas se irradiaron sin tapa por intervalos de 10, 20, 30 y 40
segundos (incluyendo un intervalo sin irradiar). Las cajas estaban cubiertas con
papel aluminio y en cada intervalo de irradiacion se descubria aproximadamente 1
cm de las lineas del cultivo. Al término de la exposicion, las cajas se cubrieron con
papel aluminio para evitar la activacion de los sistemas de reparacion
fotoactivables y se incubaron a 37 °C (Ensayo modificado de Miller, 1972).

Medio minimo M1
Como el descrito en el apartado 2.

2.5 ENSAYO DE MUTACION DE FASE ESTACIONARIA .

Todas las cepas que participaron en este ensayo se crecieron en medio minimo
M9 dglicerol 0.1 % (Miller, 1972), en tubos con 3 ml por 24 horas a 37°C, en
agitacion constante. Posteriormente, de los cultivos se hizo una dilucién 10 en
medio M9 glicerol al 0.01% y se crecieron por 30 horas en agitacion constante en
10 cultivos separados de 1 ml cada uno. Los cultivos se cosecharon por
centrifugacion, se lavaron con NaCl 0.8% y se resuspendieron en 100 ul de NaCl

al 0.8%; con excepcion de la cepa mutante gyrl, la cual se resuspendio en 1 ml de



NaCl 0.8%. La cantidad de células presente en los cultivos fue de
aproximadamente 10° células.

Paralelamente se hizo un cultivo de 24 horas de la cepa FC29 en M9 dlicerol
0.1%. (Esta cepa utiliza todas las trazas de nutrientes que pudieran existir en el
medio solido, donde se sembro la cepa a probar junto con la FC29). La cepa FC29
se concentro por centrifugacion 10 veces antes de realizar la mezcla, por lo que
se siembra 10 veces mas células de esta cepa que de la cepa en estudio.

Los cultivos concentrados de la cepa a probar se mezclaron con 100 ul (10°
células) de la cepa FC29 en 2.5 ml de M9 agar blando con 0.2% lactosa. En el
caso de la cepa VGR41 (mutante gyrf) se utilizaron sélo 20 ul del cultivo (=10°
células) para que el numero de revertantes obtenidas se pudiera contar, pues de
lo contrario se obtiene un numero que no es posible contabilizar y se generan
colonias que crecen aprovechando los metabolitos que las verdaderas mutantes
excretan al medio y no porque hayan revertido la mutacion. Las mezclas se
vaciaron en placas de M9 con 0.2% de lactosa y se incubaron a 37°C por 5 dias.
Las colonias revertantes Lac" se contaron diariamente a partir del dia 2 y hasta el

dia 5.

Medio M9
Sales 10X
Descrito en el apartado 2.

Soluciones de glicerol y lactosa

Lactosa 10% o glicerol 10%

La solucién de lactosa se hizo con alrededor de 75 ml de agua desionizada y se aforé a 100 ml con
agua desionizada. Ambas soluciones se esterilizaron en autoclave a 121 °C por 15 minutos o por

filtrado por membrana Millipore de 0.45 um.

Placas de M9 0.2% lactosa

Agar 25 %
M9 sales 1X
MgSO4 0.001 M
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Tiamina 0.005 mg/mi

Lactosa 0.2%

H,0 desionizada 880 ml

El agar se esterilizé en autoclave con las condiciones mencionadas anteriormente y se dej6 enfriar
para agregar el resto de los compuestos. El medio con agar blando se preparé del mismo modo,
pero con el agar a concentracion final de 0.7%.

Medio M9 con glicerol al 0.1% (100 ml)

M9 Sales 1X
MgSO* 1mM
Tiamina 5ug/mi
Gelatina 0.001%
Glicerol 0.1%
CaCl, 1x10*M
H,0 desionizada 88 ml

Al agua desionizada estéril se le agregaron todos los compuestos. Después de agregar el CaCl, el
medio se mezclo inmediatamente para evitar su precipitacion. En el caso del medio al 0.01% se
realizo del mismo modo, unicamente se varié la concentracion final de glicerol.

Agar MacConkey.
El agar Mac Conkey se preparo del mismo modo que en el apartado 2 y después de esterilizar se

le agrego rifampicina 100 pg/ml.

2.5.1 DETERMINACION DE LA FRECUENCIA DE MUTACION.

Para determinar la frecuencia de mutacion, se calculo el numero de células viables
presentes en las placas. Este numero se determind removiendo de la placa un
fragmento circular de 0.8 cm que se fragmento en particulas pequenas. Después,
se hicieron las diluciones necesarias hasta obtener un numero de células entre 50
y 200 que permitiera contarlas. Las células se sembraron en placas de agar
MacConkey con 100 ug/ml de rifampicina para evitar que las células de la cepa
FC29 (Rif°) crecieran. Después se hizo el ajuste con respecto al tamano de la
caja.

La frecuencia acumulada de revertantes Lac’ se determind contando las colonias

blancas que se observaron a partir del dia 3 de incubacion (Cairns y Foster, 1991).
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2.6 ENSAYO DE FLUCTUACION.

Para conocer las tasa de mutacion en fase de crecimiento exponencial, se llevaron
a cabo los ensayos de fluctuacion (Voogd, 1977) con las cepas FC40, VGR41,
SMR4576 y VGR42. Las cepas se crecieron por 24 horas (hasta
aproximadamente 3 X107 células/ml) en medio LB en agitacién constante a 37 °C.
A partir de ese cultivo se hizo una dilucién 107 y se inocularon = 100 células en
1.5 ml de medio de cultivo NB (“Nutrient Broth”) en 50 cultivos separados. Los
cultivos se incubaron por 20 horas a 37 °C en agitacion constante. Posteriormente,
cada cultivo se centrifugo, la pastilla de células se resuspendio en 300 ul de MD,
se mezclo en tubos con agar LB al 0.7%, que contenian el antibiotico
correspondiente (estreptomicina 200 pg/ml, acido nalidixico 20 pug/ml o tetraciclina
25 ug/ml) y se sembro por vaciado en placas de LB con el antibiotico respectivo.
Las cajas se incubaron por 48 horas en el caso de estreptomicina y 24 horas para
ac. nalidixico vy tetraciclina (Bull et al., 2001). Las colonias se contaron en cada
placa (mutantes espontaneas) y se realizaron los analisis estadisticos pertinentes:
media, mediana y tasas de mutacion.

Las tasas de mutacion fueron calculadas por el método de Po en el caso de las
mutantes seleccionadas en estreptomicina y por el estimador de la mediana de
Jones para las mutantes obtenidas en tetraciclina y ac. nalidixico.

El método de Po (Po=proporcion de cultivos sin mutantes) calcula la tasa de
mutacion con la siguiente formula m= - LnPo.

El estimador de la mediana de Jones calcula la tasa de mutacion con la formula

m= [r- Ln(2)] / Ln( F)-Ln[Ln(2)]; Donde r = media del numero de mutantes en un
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cultivo y F = mediana del nimero de mutantes en un cultivo. (Rosche y Foster,

2000).

Medio “Nutrient Broth” (NB).

Medio “NutrientBroth” 10 g
NaCl 8 g
Triptofano 0.02 mg/ ml

El volumen se aforé a un litro con agua desionizada.
El medio se esterilizd a presion de 22 libras por 20 minutos a 121°C. El medio con agar blando se
prepara del mismo modo, pero usando el medio nutrient Broth con el agar al 0.7%.

Placas de medio LB con antibidtico.

El medio se preparé igual que en el apartado 2. Los antibidticos agregados fueron: estreptomicina
200 pg/ml, acido nalidixico 20 pg/ml, tetraciclina, 25 pg/ml, del mismo modo que el descrito en el
apartado 2.

3. METODO DE BIOLOGIA MOLECULAR.

3.1 VERIFICACION DEL GENOTIPO DE LAS CEPAS MUTANTES gyrl POR
MEDIO DE LA AMPLIFICACION POR PCR (Reaccién en cadena de la
polimerasa).

La verificacion del reemplazamiento del gene silvestre gyr/ por el alelo mutado
gyrl::kan se llevo a cabo por PCR. El transposon Tn5 se encuentra insertado a 91
pares de bases corriente abajo del codon ATG de inicio de traduccion. Los
oligonucledtidos que se utlizaron GYRI5 “forward’ (5°-
GACCTTTCTTTTGCAGCAGACTGG-3)) y GYRI3 “reverse” (5'-
ACACACCGCCCTGAGATGAATTAG- 3’), hibridan a partir de la base 96 a la base
120 corriente arriba del ATG, y 467 a 491 corriente abajo del ATG,
respectivamente. Este par de oligonucledtidos permite amplificar un fragmento de
614 pb dentro del gene silvestre gyrl/ (Figura 7). Las condiciones en las que se
llevo a cabo la reacciéon de amplificacion fueron un ciclo de desnaturalizacion a 94
°C por 2 min; 30 ciclos de 94 °C por 30 seg, 54 °C por 30 seg y 72 °C por 45

seg, y un ciclo de extension final a72 °C por 10 min. La reaccion se realiz6é en un
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termociclador Perkin Elmer 9600 con la mezcla de PCR indicada por el proveedor

Invitrogen para la

DNA polimerasa Taq. El producto de la amplificacion se

visualizé en un gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio.

GYRI5 Tns GYRI3

Ens] ‘—’ gyrl eS|

-96 -120 +1 +91 +467 +491
) 473 pb i

v

A

614 pb sin incluir el transposon

v

A

6314 pb incluyendo el transposon

Figura 7. Ubicacion de los oligonucletidos GYRI3 y GYRI5. Los oligonucleotidos
GYRI5 ~forward™ y GYRI3 —reverse™ hibridan a partir de la base 96 a la base 120
corriente arriba del ATG, y 467 a 491 corriente abajo del ATG, respectivamente. Este
par de oligonucleotidos permite amplificar un fragmento de 614 pb dentro del gene

silvestre gyrl.




RESULTADOS

1. Verificacion del fenotipo de las cepas gyr/.

1.1 Verificacion fenotipica por observacion al microscopio.

Las cepas gyrl fueron construidas a partir de transduccion generalizada con el
bacteriofago P1virA propagado en la cepa UGM505; el gen se transdujo a la cepa
FC40 o derivadas (VGR41, VGR42 y JR4792), que se utilizaron en los ensayos de
mutacion de fase estacionaria (FS). La cepa gyrl::kan (UGM505) construida por el
grupo de Baquero et al. (1995), no presenta un fenotipo distintivo. Sin embargo, se
ha observado la filamentacion de algunas células asi como irregularidades en los
nucleoides y una disminucion en la viabilidad y proliferacion celular, cuando se
induce la sobreexpresion de gyrl o de un RNA anti-sentido de gyr/ (Ohnuki et al.,
1998). Por lo anterior, en este trabajo se llevaron a cabo observaciones en
microscopio optico para determinar si las células mutantes gyrl::kan derivadas de
la FC40 presentaban algun cambio en su morfologia. Ademas, para el ensayo de
mutacion de FS (mencionado en materiales y métodos) es necesario obtener la
viabilidad celular y de existir flamentacion se debe ajustar la cuenta viable. Las
observaciones de FS se hicieron en células crecidas de acuerdo al protocolo de
mutacion de FS, es decir, en cultivos independientes por 24 horas que se
diluyeron 10” veces y se volvieron a crecer por 30 horas. Después, se lavaron con
NaCl al 0.8% y se concentraron 10 veces. Se tomaron 5 ul para la observacion al
microscopio. La observacion se realizo también en células en fase exponencial de
crecimiento (FE), en medio M9 con glicerol 0.1% hasta una D.Og de 0.4, para

tener como referencia el intervalo de tamanos celulares existentes en esta fase.
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Se observo a estas células para después determinar las mutantes ya presentaban
una morfologia distinta de la cepa silvestre en la FE y/o si en FS habia cambios
morfolégicos como filamentacién. Las células se observaron a 60X en DIC
(“differential interference contrast’) en un microscopio Optico Nikon E600. Las
imagenes se capturaron con una camara Hamamatsu ORCA - |l y se visualizaron
en la computadora a travées del programa Adobe Photoshop 7.0.

Se observaron diferentes campos con un total de 1930 células para la cepa
silvestre y 1644 para la mutante gyrl y se realizdé el anadlisis estadistico
correspondiente. Los resultados muestran que la cepa silveste en FS (Figura 8C)
presenta un grado de filamentacion muy bajo, estimado en 0.46 % y la cepa
mutante (Figura 8D) un 1.2 %, por lo que no se observa una diferencia significativa
en el grado de filamentacion de ambas cepas. Cabe mencionar que los filamentos
en FS de la cepa gyrl tienen una longitud mayor (aproximadamente 3.5 veces
mas) que los de la cepa silvestre; las células gyrl, en su mayoria presentan una
longitud menor que la cepa silvestre, incluso que la misma gyrl en FE (Figura 8B).
El parametro tomado como referencia para determinar el porcentaje de
filamentacion, fue el intervalo de los tamanos presentes en la cepa silvestre
(Figura 8A) correspondientes al tamano minimo de una ceélula y al doble en masa
celular en fase exponencial (tamanos arbitrarios).

También se realizé la observacion de la cepas VGR45 (FC40 zed-3069::Tn10) y
VGR46 (gyrl” zed-3069::Tn710) y se comprobd que no existe una diferencia
significativa entre ambas cepas y la silvestre FC40. Esto es, decir tenian un

fenotipo silvestre para este caracter.
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Figura 8. Morfologia de la cepas en fase exponencial de crecimiento y fase estacionaria.
Cultivos de las cepas FC40 en fase exponencial (panel A) y fase estacionaria (panel C); VGR41
mutante en gyrl en fase exponencial (panel B) y fase estacionaria (panel D). Los cultivos se
crecieron de la misma forma en la que se realizan los experimentos de mutacion de FS (protocolo
Cairns y Foster, 1991). Los cultivos se concentraron 10 veces y 5 ul del cultivo se observaron al
microscopio. Las flechas muestran una célula individual en la cepa silvestre y una célula
filamentada en la mutante gyn.

1.2 Verificacion de la sensibilidad a Microcina B17 (MccB17)

La sobreexpresion del gene gyrl permite que las células adquieran mayor
resistencia a la toxina plasmidica MccB17, mientras que su ausencia provoca
mayor sensibilidad a la misma (Moreno et al.,, 1995). Esta toxina es un péptido
modificado postraduccionalmente que arresta la replicacion y por lo tanto induce la

respuesta SOS. La Microcina B17 induce cortes de doble cadena de DNA
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mediados por la girasa, ya que estabiliza el complejo transitorio de corte entre la
DNA girasa y el DNA.

Para poder comparar el nivel de sensibilidad de las bacterias a MccB17 se utiliza
un ensayo en el que sobre un césped de la bacteria en prueba, se siembran 5 x
10° células de una cepa sobreproductora de la toxina MccB17. Lo anterior inhibe el
crecimiento alrededor de la cepa sobreproductora. La diferencia de sensibilidad
entre una cepa gyrl”y una gyrl es un halo de inhibicion del crecimiento del doble

de tamano del radio (San Millan et al., 1985).

Figura 9. Sensibilidad de las células gyrl a MccB17 . Las cepas se crecieron en
medio M9 glucosa hasta una D.Oggo,m de 0.4. La cepa sobreproductora ZK4 se
crecio en medio LB hasta que llegd a fase estacionaria. Los cultivos de la cepa a
probar se mezclaron con M9 agar blando y se vaciaron en placas. Una vez que el
agar solidificé, se agregé una gota de 5 ul de = 5X10° células de la cepa
sobreproductora de MccB17 y se incubo toda la noche. [Panel A, césped de FC40
silvestre. Panel B, césped de VGR41 (gyrfl)]. Los radios fueron promediados con un
duplicado. La figura es representativa de 4 observaciones.

El ensayo de sensibilidad a MccB17 se llevé a cabo para las mutantes gyrl (con
sus respectivos testigos), de las que se puede observar en la Figura 9 a las cepas
FC40 y VGR41. La cepa FC40 presentd un halo de inhibicion promedio de 3 mm

de diametro, mientras que su mutante gyrl (cepa VGR41) presentd un halo de
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alrededor 4 y 5 mm. Resultados similares se observaron en las otras cepas
mutantes gyrl. Esto confirmdé la presencia de la mutacion gyrl en las cepas
VGR41, VGR42 y JR4792, pues el diametro del halo de inhbicién siempre fue

mayor al obtenido en la cepa silvestre.

2 . Verificacion genotipica de la mutacion gyrl por PCR.

Se llevo a cabo la amplificacion por PCR de un fragmento de 614 pares de bases
del gen gyrl silvestre con los oligonucléotidos GYRI3 y GYRI5. La figura 10
muestra la presencia del fragmento esperado de 614 pb, que corresponde al gene
gyrl en las cepas FC40 (carril 2), VGR45 (carril 3) y VGR46 (carril 5). Los mismos

resultados se observaron para la cepas SMR4576 y JR4792.
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Figura 10. Amplificacion por PCR del fragmento de 614
pb correspondiente al gen gyrl. La reaccion se llevo a cabo
con los oligonucledtidos GYRI3 y GYRI5. Las condiciones en
las que se llevd a cabo la reaccién de amplificacion se
especifican en materiales y métodos. Carril 1, marcador de
tamanos (pb); carril 2, FC40; carril 3, VGR45; carril 4,
VGR41(gyrTl); carril 5 cepa VGR46.

La reaccion con estos oligonucledtidos permitiria que en las cepas gyrl se

amplificara el fragmento de gyrl incluido el transposén, sumando 4986 pb. Sin
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embargo, no fue posible la amplificacion del fragmento esperado, posiblemente
por el tamafo. Sin embargo, la reproducibilidad en los ensayos de PCR de la

ausencia del fragmento de gyrl, sugiere que el gene silvestre no esta presente.

3. Verificacion fenotipica del alelo recA'.
La ausencia del gene recA provoca una eficiencia baja tanto en la reparacion y
recombinacion del DNA, ya que la proteina RecA tiene varias funciones

relacionadas con la reparacion del DNA danado que garantiza la viabilidad celular.

Figura 11. Verificacion del alelo recA- por sensibilidad a luz UV. Las cepas se crecieron
en medio LB hasta una D.O, ., de 0.4. Se trazaron lineas verticales en placas de M1 de
cada uno de los cultivos y después que secaron, se irradiaron con una fuente de luz UV de
onda corta por 0, 10, 20 y 30 seg. Terminada la irradiacion las cajas se cubrieron con papel
aluminio y se incubaron toda la noche a 37°C. Linea 1, FC40; linea 2, VGR41 (gyrl); linea 3,
VGR43 (recA); linea 4 VGR44 (gyrl recA).
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Las células carentes de esta proteina presentan defectos en los sistemas de
reparacion y recombinacion y no son capaces de sobrevivir a la exposicion a la luz
UVv.

En el ensayo de sensibilidad a UV (Figura 11) se observo que la cepa silvestre
(linea 1) y la mutante gyrf (linea 2) son capaces de soportar la irradiacion a UV de
40 segundos, mientras que las cepas recA (lineas 3 y 4), como se esperaba, no
sobreviven a la irradiacion. Esto confirma la presencia de la mutacion en recA en
la cepa VGR43. En todas las mutantes recA no se presenta crecimiento alguno
después de la incubacion, de acuerdo a lo esperado. La presencia de la mutacion

en gyrl no afecta el fenotipo causado por la mutacion recA (linea 4).

4. La ausencia del gen gyrl incrementa las mutaciones de fase estacionaria.

Los niveles de DNA girasa presentes en FS se mantienen constantes y la
expresion de los genes que la codifican también es mayor en esta fase. Ademas,
la transcripcion de gyrl (regulado positivamente por ¢°), asi como la cantidad de la
proteina Gyrl son mayores en FS (Baquero et al., 1995, Nakanishi et al., 1998).
Partiendo de estos datos se estudio si gyr/ afecta la frecuencia de mutacion de
fase estacionaria. Si se considera que en FS el ATP presente y disponible es
menor que en fase exponencial, y que la actividad de girasa depende de ATP, es
posible que la enzima no termine su ciclo de reacccion quedando atrapada en el
complejo covalente de corte; la sintesis de DNA en FS puede hacer evidentes los
cortes de doble cadena, que se procesarian como dano al DNA. Esta actividad de

girasa, en una cepa silvestre, estaria controlada por Gyrl, es decir habria menos
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cortes mediados por la girasa; en cambio, en una mutante gyrl se veria
aumentada. Para verificar si Gyrl provocaba un aumento en la frecuencia de
mutacion de FS, se hicieron ensayos de mutacion de fase estacionaria con el alelo
mutante gyrl::kan dentro del modelo de la cepa FC40. Se utilizo el ensayo de
mutacion de fase estacionaria porque es una forma indirecta de estudiar el dano al

DNA.

Los resultados muestran que la mutacion gyrl incrementa la frecuencia de
mutacion de FS de 80 a 100 veces. Este comportamiento se observa a partir del
dia 3 y hasta el dia 5; la frecuencia acumulada se incrementa linealmente (Figura
12A). El dia 2 no se toma en cuenta, ya que en este dia solo se observan las
mutantes que se generaron durante el crecimiento del cultivo, es decir
previamente a la incubacion con lactosa. Las revertantes Lac’ que se generan en
en las placas requieren de dos dias para formar una colonia visible.

Al observar este efecto en la frecuencia de mutacion, se podria pensar que el
gene gyrl interviene en el mecanismo de generacion de este tipo de mutaciones
en el sistema /lac. Para confirmar que se tratara de un efecto derivado de la
ausencia de gyr se introdujo un alelo silvestre en el cromosoma (figura 12B). La
figura 12B es una ampliacion de la parte inferior de la figura 12A, ya que en la
figura 12A la frecuencia de mutacion tan alta de la cepa mutante no permite hacer
un ajuste en la escala que haga posible apreciar el comportamiento de la cepa

silvestre asi como de las cepas con un alelo cromosomal silvestre y su control.
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Figura 12. El alelo gyrl incrementa la frecuencia de mutacion de fase
estacionaria. Panel A, frecuencia de mutacion para la cepas mutantes y una cepa
con un alelo silvestre cromosomal. Panel B, ampliacion de la parte inferior de la figura
12A. Los cultivos se crecieron siguiendo el protocolo de Foster y Cairns (199127. Las
cepas se crecieron en M9 por 24 horas, posteriormente se hizo una dilucion 107 y se
crecieron en cultivos independientes (8-10) por 30 horas. Se sembraron = 1 x 10°
células/ caja, pero de la cepa gyrl se sembré = 10° células/caja para poder
cuantificar las colonias con facilidad. ¢, VGR41(gyd’);m, FC40;0, VGR45 ; A,
VGR46 (gyrl’). Las barras representan el SEM (Error estandar de la media) de 3
experimentos.



Asi, en esta ampliacion se observa que el efecto producido por la mutacion en gyr/
puede ser revertido totalmente con un alelo gyr/" cromosomal y que la introduccién
del transposon Tn 710 no provoca un efecto adicional en la frecuencia de mutacion.

A partir de lo que muestra la figura 12B, se puede afirmar que el cambio en la
frecuencia de mutacion es Uunicamente causado por la mutacion en gyrl,
regresando la frecuencia de mutacion al estado silvestre. Este dato sugiere que
gyrl prodria ser un antimutador, ya que en su ausencia la frecuencia de mutacion

aumenta considerablemente en este sistema (Figura 12B).

5. La mutacion gyrl no incrementa la frecuencia de mutacion de fase
estacionaria en Lac cuando el alelo /aclZ33 se encuentra en el cromosoma.

Al observar una frecuencia de reversion tan alta cuando laclZ33 esta en el
plasmido, se decidio probar si el efecto se conservaba cuando /ac/Z33 se localiza
en el cromosoma. La fusion /aclZ33 en el modelo de la cepa FC40 se ubica en un
plasmido F’, Ademas es conocido que cuando la fusion se ubica en el cromosoma,
la frecuencia de reversion disminuye 100 veces y no depende de RecA (Fostery
Trimarchi, 1995a). Este no es el unico caso estudiado de genes monitores en el
cromosoma, pero siempre se observa una clara disminucion de la frecuencia de
reversion, independientemente del tipo de monitor utilizado.

Para determinar si el efecto de la mutacion en el gene gyr/ dependia también de
esta condicion, se llevo a cabo un ensayo de mutacion de FS con la cepa VGR43
con el alelo /aclZ33 en el cromosoma. Los resultados muestran que las cepas
mutante gyrl y la silvestre disminuyen la frecuencia de mutacion alrededor del

80% con respecto a la cepa silvestre con el alelo LaclZ33 en el plasmido F’ (Tabla



2), lo que indica que la ausencia de gyr/ no afecta la frecuencia de mutacion si la
fusion laclZ33 estd en el cromosoma. Este comportamiento confirma la

importancia de la presencia de lac/Z33 en el plasmido en el fondo genético gyrl.

TABLA 2

Frecuencia de colonias Lac® al dia 5, cuando la fusion /aclZ33 se encuentra
en el cromosoma o en el plasmido F* en un fondo gyrl y gyrrl'.

Posicion del alelo | Genotipo | Revertantes Lac*
laclZ33 gyrl en 10° células
En plasmido en F' * + 42 + 6.6
En plasmido en F' ** - 4371 + 420
En el cromosoma® + 0.83+0.16
~_En el cromosoma”® - | 0.975+0.24
' cepa FC40
** cepa VGR41

' cepa GM4792
" cepa JR4792.
t representa el SEM de 3 experimentos.

6. El incremento de la frecuencia de mutacion de FS inducida por gyrl es
dependiente de RecA.

Sabiendo que el mecanismo por el que se generan las mutaciones en el plasmido
F* es el que se origina a partir de cortes de doble cadena, cuyo posterior
procesamiento depende de RecA (Cairns y Foster, 1991; Bull et al., 2000), se
determiné con la cepa VGR43 (recA) si el incremento en la frecuencia de
mutacion observado dependia de las funciones de recombinacion donde participa
RecA.

Los resultados muestran que la frecuencia de mutacion a partir del dia 3 al dia 5

se ve disminuida alrededor de 3 veces en la cepas VGR44 (recA gyrl) y VGR43
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(recA’) con respecto a la cepa silvestre (Figura 13). La cepa gyrl recA no presenta
un incremento como el obtenido en la mutante gyr/. Lo anterior sugiere que las
funciones desempefadas por el gen recA que permiten la reparacion y
recombinacién del DNA danado, son indispensables para la reversion a Lac’

también en una cepa gyrl, indicando que el mecanismo por el cual se generan

estas mutantes sigue el modelo propuesto por Bull et al. (2000a).
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Figura 13. La frecuencia de mutacion de FS inducida por gyrl depende de
RecA. Las cepas se crecieron siguiendo el protocolo de mutacion de FS. Los datos
muestran la frecuencia de mutacion de las cepas al dia 5. wt, cepa FC40; recA-,
cepa VGRA43; gyrl cepa VGR41; gyrlrecA’, cepa VGR44. Las barras representan el
SEM de 3 experimentos.

7. Las revertantes Lac® no se generan por amplificacion de la region /ac.
Debido a que existen dos formas en las que se puede generar una colonia Lac,

una por la correcion de la mutacion fuera de fase (mutacion puntual) y la otra por

amplificacion de la region lac, se llevdo a cabo un ensayo del fenotipo de las

N
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microcolonias Lac®, con la finalidad de saber si las mutantes Lac™ obtenidas en un
fondo genético gyrl tenian su origen por amplificacion de la region lac o por
mutacion puntual.

Para lo anterior, se procedid a aislar y resembrar 100 minicolonias Lac™ de la cepa
silvestre y 100 de su mutante en medio LB con rifampicina (para eliminar a las
posibles células de la cepa FC29) y con X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-
galactopyranoside) para diferenciar si el fenotipo Lac* era debido a una mutacion
puntual (azul), o a un evento de amplificacion inestable (sectores blancos y

azules). La Figura 14 muestra el ejemplo de los fenotipos Lac".

A B C

Figura 14. Fenotipo de las colonias Lac’. Las cepas se crecieron en M9 con
glicerol (protocolo Foster y Cairns, 1991) y las microcolonias obtenidas al dia 5 de
incubacion en M9 con 0.2% de lactosa. Se resembraron en cajas de medio LB con
Rif 100 pug/ml y X-gal. Las cajas se incubaron por 48 horas y se observaron al
microscopio estereoscopico. Panel A, Colonia Lac; panel B, colonia Lac’
proveniente de mutacion puntual; panel C colonia Lac® proveniente de
amplificacion. Las observaciones se hicieron por triplicado.

El analisis de la proporcion de colonias muestreadas para ambas cepas y su
comparacion permitio determinar que la mayor parte de las colonias Lac" en
ambas cepas provienen de mutaciones puntuales en las que se corrigio la
mutacion fuera de fase +1. De la fraccion que presentaba el fenotipo con sectores

correspondientes a un evento de amplificacion, no existe una diferencia
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significativa entre el numero de éstas en la cepa gyrl con respecto a su silvestre,
este dato se obtuvo por medio de una prueba de Z con una confianza de 95%. Por
lo anterior se puede concluir que la gran mayoria de las colonias Lac® son
mutantes puntuales que corrigen el frameshift +1 y se puede sugerir que se
generan debido

a cortes de doble cadena que se reparan por recombinacion homologa.

8. El gen gyrl no interviene en la generacion de mutaciones durante el
crecimiento.

A partir de los resultados obtenidos en condiciones de fase estacionaria (Figura
12), en los que se observa que el gen gyrl incrementa considerablemente la
frecuencia de mutacion en Lac, pareciendo ser un antimutador, se decidio probar
si la mutacion gyrl provocaba algun efecto en la tasa de mutacion en células en
fase exponencial. Para verificar lo anterior, se llevaron a cabo ensayos de
fluctuacion y se contaron las mutantes espontaneas que crecieron en los
marcadores seleccionados. Estos fueron acido nalidixico y estreptomicina, dos
monitores de mutacion puntual (uno en la subnidad gyrA de la girasa y el otro en
genes que codifican a proteinas ribosomales) y una mutacion de corrimiento del
marco de lectura en tetraciclina upp::Tn 10dtet+1. Como se observa en la Tabla 3,
no existe diferencia significativa en las tasas de mutacion entre las cepas mutante
y silvestre para el gen gyrl. Esto independientemente del tipo de mutacion que se
evalud con cada uno de los marcadores. Los resultados sugieren que el gene gyr/
no actua como un antimutador generalizado, sino mas bien como un protector de

mutaciones de fase estacionaria.
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TABLA 3
Tasa de mutacion durante la fase de crecimiento exponencial en un fondo genético gyr/.*

Resistencia a

Cepa genotipo gyr/ Ac. nalidixico® Estreptomicina® Tetraciclina®
FC40 % 1.06 (+0.4) x 107° 9.68 (+.0.9) x10™"? 3.18 (£ 0.3) x 107"°
VGR41 : 1.11 (£ 0.49) x 107" 1.14(+.0.37) x10™" 2.2 (£0.23)x10"°

Los cultivos se crecieron en medio “nutrient broth™ a saturacion, se mezclaron con LB
agar blando con el antibiético correspondiente y se sembraron en cajas de LB con el
antibiotico respectivo. Entre paréntesis se indica el SEM de tres experimentos.

 Se incubaron por 24 horas

® se incubaron por 48 horas.

* Tasa de mutacion/célula/generacion

N
o



DISCUSION

E. coli se enfrenta comunmente en sus nichos ecoldgicos a condiciones de fase
estacionaria (FS), en donde los nutrientes son limitantes y responde mediante la
expresion de un programa genético que induce diferentes cambios, morfolégicos y
fisiologicos, para contender con estas condiciones.

Durante la FS no todas las células responden de la misma forma, asi que se
forman distintas poblaciones que diferen en composicion, morfologia y genotipo
(Finkel y Kolter, 1999; Nystrom, 2004; Ramirez et al., 2005 en prensa).

También se han reportado distintos tipos de mutacion en FS, entre ellas la
mutacion de fase estacionaria o “adaptativa”, la cual se presenta cuando las
células estan sometidas a un estres no letal que limita el crecimiento y la division
celular (Foster, 2000; Rosenberg, 2001). El evento que permite que este tipo de
mutaciones se genere es la presencia de cortes en el DNA, principalmente de
doble cadena, los cuales se reparan por recombinacion homologa.

Retomando la situacion de las células en esta fase y especificamente en las de
mutacion de FS, los nutrientes disponibles son pocos y su capacidad energética
es baja, por lo que la actividad de la DNA girasa, que requiere ATP, se ve

afectada.

El interés de este trabajo se centro en analizar y entender mejor la funcion del gen
gyrl partiendo de los datos de Nakanishi et al. (1998), en los que se muestra que
en fase estacionaria, la proteina Gyrl se encuentra en mayor cantidad en la célula

y de los datos de Reyes-Dominguez et al. (2003) que mostraron que los niveles de

39



girasa se mantienen constantes en FS. La exploracion se hizo a través de un
ensayo de mutaciones de fase estacionaria en la cepa modelo FC40 para poder
evaluar indirectamente el dafo al DNA por cortes de doble cadena, del cual se
sabe que Gyrl protege (Chatterji y Nagaraja, 2002).

Los resultados de los ensayos de mutacion de FS muestran que la mutacién gyr/
en la cepa FC40 produce un dramatico aumento en la frecuencia de mutacion. El
aumento es de alrededor de 80 a 100 veces del dia 3 al 5 de incubacion. Estos
niveles de aumento ya se habian observado en estudios de mutacion de FS en
cepas mutantes en recG y en mutlL (Foster et al., 1996; Harris et al, 1997). RecG
es una proteina involucrada en la migracion del entrecruzamiento del DNA en la
recombinacion homologa mientras que la proteina MutlL forma parte del sistema
de reparacion de apareamiento erroneo de bases MMR. Tambien una mutacion en
recD (RecD es la endonucleasa del sistema de recombinacion homologa
RecBCD), incrementa 5 veces la frecuencia de mutacion de FS (Foster y Rosche,
1999b). En el primer caso se propone que el aumento en la frecuencia de
mutacion se debe a un aumento en los niveles de Pol IV (2-5 veces) (Layton y
Foster, 2003). Por lo tanto se presenta un aumento en el numero de errores en la
sintesis del DNA, principalmente de tipo “frameshift”. En el caso de la mutante
mutL aun no es claro el mecanismo por el que se altera la frecuencia de mutacion,
ya que solo se sabe que esta proteina coordina la union de MutS (encargada de
reconocer el apareamiento erroneo) y MutH (endonucleasa), aunque se sugiere
que participa en algun paso sensible a la regulacion de este sistema (Harris et al,
1997). En el caso de la mutante en recD, se debe a un aumento en el numero de

copias del plasmido F’ .
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El aumento en la frecuencia de mutacion provocado por el alelo mutante gyrf
disminuye al nivel de la cepa silvestre cuando se restaura el alelo silvestre. Este
resultado demuestra que gyrl/ participa en la generacion de mutaciones de fase
estacionaria, funcionando como un posible antimutador en la cepa silvestre. Con la
informacion que se tiene sobre la transcripcion y traduccion de gyrl, de la cantidad
de girasa en FS, asi como de girasa-Gyrl, se sugiere que en la mutante gyrl-, la
girasa podria causar mas cortes en el DNA al no estar protegida o inhibida por
Gyrl. Es posible, como sugieren los resultados in vitro reportados por Chatterji y
Nagaraja (2002) que Gyrl “secuestre” a la girasa antes de su union al DNA. Esto
se llevaria a cabo debido al mecanismo de accion de la girasa. La DNA girasa
requiere de ATP para completar su ciclo de reaccion después de cortar el DNA y
para religarlo. En condiciones de FS es muy probable que la cantidad de ATP
disponible en la célula no sea suficiente para que la enzima pueda completar su
ciclo de reaccion y por lo tanto realice el corte, pero no sea capaz de religarlo. El
equilibrio dinamico de cortes en el DNA se ve afectado por estas condiciones vy
debido a que la cantidad de girasa es mayor en relacion al metabolismo celular en
FS, la probabilidad de que se generen cortes de el DNA aumenta. Sin embargo,
los cortes pueden hacerse evidentes solo si se sintetiza o transcribe al DNA, pues
las DNA o RNA polimerasas pueden encontrar en su movimiento estos complejos
de corte DNA girasa - DNA y provocar que la sintesis se aborte. Esto se sensa en
la célula como dano al DNA y se induce la respuesta SOS y el corte de doble
cadena debe ser reparado, o se provoca la muerte celular. El que la inhibicion de
la girasa por la proteina CcdB pueda provocar el corte de doble cadena en el DNA,

ya ha sido propuesto anteriormente por S. Rosenberg (2001). Otro dato que apoya
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el que la girasa pueda realizar los cortes de doble cadena es el que reportan
Espeil y Boccard (1997). Ellos reportan que dentro de los elementos bacterianos
de mosaico intercalados (BIMEs), que estan ampliamente distribuidos en el
cromosoma de E. coli y las secuencias que los componen (REP secuencias
extragénicas palidromicas repetidas). tienen sitios de alta afinidad por girasa. En
presencia de acido oxolinico se inhibe a la subunidad GyrA, que estabiliza el
complejo de corte de girasa en ese sitio, especialmente cuando las secuencias
REP se encuentran en sentido divergente.

Cabe mencionar que un analisis realizado por Kofoid et al., (2003) mostro que
existe una gran cantidad de secuencias REP a largo de la region /ac del plasmido
F’ y tal vez esto permite un mayor numero de cortes en esta region por la DNA

girasa en FS.

Los resultados muestran que en la cepa JR4792, en la que el alelo laclZ33 se
localiza en el cromosoma, el numero total de revertantes Lac+ al dia 5 es similar al
de la cepa silvestre GM4792. Lo encontrado coincide con datos de Foster y
Trimarchi (1995a) que reportan una disminucion en la frecuencia de reversion de
100 veces cuando el alelo /aclZ33 se encuentra codificado en el cromosoma de
una cepa silvestre. También se ha reportado que la frecuencia de reversion de
mutaciones en genes codificados en el cromosoma (que afectan motilidad o que
intervienen en el metabolismo de fuentes de carbono no preferenciales, e incluso
una mutacion que inactiva al gen de resistencia a tetracilina por insercion de una
mutacion fuera de fase), es siempre menor a cuando el gen se encuentra en un

episoma (Torkelson et al., 1997; Rosche et al., 1999; Bull et al., 2000). Esto se
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observa aun cuando se presenta una mutacion en un gen como mutlL, que
provoca un aumento de 100 veces en la frecuencia de mutacién. Sin embargo, en
una cepa mutante recG, que es hiperrecombinogénica, si se observa un
incremento en la frecuencia de reversion en genes cromosomicos, aunque no tan
alto como cuando se trata de genes del plasmido. Se sugiere que cuando el gen
monitor de mutacion se encuentra en el plasmido, los eventos primarios que
generan las mutaciones de FS (cortes de doble cadena) ocurren con mayor
frecuencia. Esto se debe a que las proteinas Tral y TraY pueden generar un corte
en el origen de transferencia oriT, y cuando la maquinaria de replicacion o
transcripcion encuentran el corte, la horquilla se colapsa, lo que genera una
estructura equivalente a un corte de doble cadena (Figura 3). Por otro lado, para
que la recombinacion tenga lugar se requiere de una secuencia homologa, que
como ya se menciono en la introduccion, la presencia de ésta en el cromosoma es
menos frecuente. Ademas, la probabilidad de que el corte que se genere sea en
una region cercana a lac, es aun menor. Aunque el mecanismo por el que se
generan las mutaciones tanto en el plasmido como en el cromosoma es el mismo,
las frecuencias son distintas, siendo los eventos cromosomales siempre menores;
es por esto que no se observa un efecto ni aun cuando la mutacion en un gen
provoque un incremento de 100 veces en la frecuencia de mutacion cuando el
monitor esta en el cromosoma, a menos que la cepa sea hiperrecombinogénica.
Esto sugeriria que la mutacion en gyrl no hace a la cepa FC40
hiperrecombinogénica, aunque para poder afirmar lo anterior se deben hacer

ensayos en los que se evalue la capacidad recombinogénica de la cepa.
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Por otra parte, se observo que el aumento en la frecuencia de mutacién presente
en la mutante gyrl, no se registré en la doble mutante recA™ gyrl. Este resultado
concuerda con los datos de Cairns y Foster (1991) y de Bull et al. (2001), ya que
cuando se muta el gene recA, cualquier tipo de mutacion adicional en la cepa no
permite un aumento en la frecuencia de mutacion, indicando que se trata de
eventos que dependen de esta proteina y de recombinacion homologa. Esto se ha
observado independientemente del tipo de mutacion que se esté probando, ya
sean genes que intervienen en hacer cortes en el DNA, proteinas de
recombinacion, proteinas de SOS, etc. Inclusive en el caso de la mutacion en
recG, una doble mutante recA recG no es capaz de aumentar la frecuencia de
mutacion. Por lo tanto se puede afirmar que la via por la que estan ocurriendo las
mutaciones en la cepa gyrl depende de recombinacion homologa.

En el presente trabajo se encontro que algunas células forman filamentos. Una
vez observado esto, se obtuvo un factor de correccion de 1.2 (1.2% de las células
observadas presentaron filamentacion) para realizar un ajuste en las cuentas
viables. Sin embargo, al realizar los calculos de ajuste se observé que el numero
de veces que se incrementa la frecuencia de mutacion en FS no se modifica
significativamente, por lo que se ignoro¢ dicho factor de correccion. Esto concuerda
con lo reportado por Nakanishi et al. (1998), cuando se expresa la cadena
antisentido de gyr/ (simulando una mutante gyrl) o se sobreexpresa gyrl, en
donde algunas células forman filamentos. La presencia de estos filamentos hace
pensar que tal vez la respuesta SOS en algunas de las células gyrl esta mas
inducida que en la cepa silvestre, debido a que SulA podria estar inhibiendo la

division celular. Se ha demostrado que en condiciones de FS cuando las células

64



se incuban en medios en los que se aumenta la concentracion de AMP¢, se induce
la respuesta SOS vy la filamentacién celular (Janion et al., 2002). Sin embargo, el
grado de filamentacion no necesariamente refleja una induccion de la respuesta
SOS (Mc Cool et al., 2004). En una poblacion bacteriana que filamenta como
consecuencia de la respuesta SOS, la intensidad de esta respuesta no es igual en
todas las células. Esto ocasiona que solo las células con una respuesta fuerte
filamenten. Queda por explorar, por lo tanto, si existe una mayor expresion de

SOS y entonces de Pol IV.

Debido a que existe una controversia en cuanto al porcentaje de revertantes Lac*
que se generan en FS por una mutacion puntual o por amplificacion de la region
Lac, se procedid a observar el fenotipo de las colonias Lac'. Algunos autores
consideran a la amplificacion como una respuesta alternativa a la mutacion de FS
y concluyen que la mayoria de las revertantes Lac’ provienen de mutaciones
puntuales que corrigen la mutacion fuera de fase (Hastings et al, 2004). En
cambio Roth y Andersson (2004) sugieren que el origen de todas las revertantes
es a partir de eventos de amplificacion.

En el modelo de hipermutacion (Rosenberg, 2001) se considera a los eventos de
amplificacion como una estrategia alternativa a la correccion de la mutacion fuera
de fase que tienen las células de FS para sobrevivir a estas condiciones de estres.
Esta respuesta tiene un mecanismo distinto, requiere de DNA Poll, pero no de
DNA Pol IV, ni de la respuesta SOS (Hastings et al., 2004). La amplificacion
permite a las células crecer gracias a que tienen mas copias del alelo /aclZ33 y

por lo tanto mas actividad residual de B-galactosidasa, pero la amplificacion es
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inestable y una vez que el DNA se replica la amplificacion se puede perder, o
también al existir mas copias de /ac, aumentar la posibilidad de después de varias
generaciones ocurra la correciéon de la mutacion fuera de fase. De acuerdo al
modelo de amplificacion, este evento es esencial como un paso previo para la
generacion de la mutacion puntual. Asi las colonias en un principio estan formadas
por células Lac® inestables con la posibilidad de generar una colonia de mayor
tamafio Lac” estable cuando se genere la mutacion puntual. Cuando la colonia
crece, las células que la componen son una mezcla de células Lac" inestables con
laclZ33 amplificado y células Lac" inestables que corrigieron la mutacion fuera de
fase, por esta razon se tienen colonias con sectores (Roth y Andersson, 2004),
pero tiempo después las células Lac’ estables predominaran en la colonia. Es por
esto que se deben observar colonias pequenas al microscopio para determinar el
origen de las revertantes Lac’.

Al analizar a las células integrantes de una colonia volviéndolas a crecer en un
medio que permite distinguir entre las células Lac" (fenotipo azul), capaces de
metabolizar lactosa de las Lac (fenotipo blanco), se observa una poblacion
mezclada, ya que algunas células que perdieron la amplificacion ya no son
capaces de metabolizar a la lactosa. Debido a esta mezcla es que se observan en
la colonia sectores blancos y azules.

El analisis de los resultados muestra que la mayor parte de las colonias
muestreadas en la cepa silveste y en la mutante gyr/ presentan un fenotipo azul,
es decir son mutantes puntuales; y una proporcion baja presenta el fenotipo de
sectores. EI porcentaje de colonias Lac® por amplificacion no difiere

significativamente entre las cepas silvestre y la mutante gyr/l, sugiriendo que las
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colonias Lac" se deben a mutacién puntual y no a eventos de amplificacion. Estos
resultados coinciden con lo que reportan Hastings et al. (2000) y Foster et al.
(1995), quienes calculan que alrededor de un 2% de las colonias Lac® son

causadas por una amplificacion en /ac al dia 5 de incubacion.

Finalmente, una vez observado el comportamiento de la mutacion en gyrl en la
condiciones de fase estacionaria, se quiso probar si también afectaba la
generacion de mutaciones en fase de crecimiento exponencial. Los datos
muestran que independientemente del tipo de mutacion analizada, no se observa
una diferencia significativa entre las tasas de mutacion de la cepa silvestre y su
mutante gyrl. Esto sugiere que gyr/ no interviene en la generacion de mutaciones
de fase exponencial de crecimiento y por lo tanto no es un antimutador
generalizado. Esto es similar a lo encontrado para la polimerasa |V, la cual
tampoco interviene en la generacion de mutaciones en fase exponencial de
crecimiento (McKenzie et al.,, 2001), lo cual hace a ambas proteinas especificas de
FS. Por esta razon resulta aun mas intrigante el conocer el mecanismo de accion
de la proteina Gyrl y como es que ésta interviene en el modelo de generacion de
mutacion de FS.

Gyrl es una proteina con un papel dual, tanto inhibitorio de la actividad de
superenrollamiento de girasa como protector de dano al DNA (Chatterji y
Nagaraja, 2001). ElI gen gyrl esta regulado por varios factores, actua en
condiciones en las que la célula puede sufrir mas alteraciones y cuando hay dano
al DNA. Esto puede tener implicaciones biologicas importantes, pues las

topoisomerasas de Tipo Il también existen en eucariontes y tal vez exista alguna
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proteina con una funcién similar que en condiciones de estrés proteja a la célula
de una mutacion que podria resultar deletérea. Aunque también, como proponen
P. Foster y S. Rosenberg, en ciertos sectores de la poblacion puede resultar
favorable una mutacion en este gene pues se aumentaria la probabilidad de

generar mutantes que sobrevivan en FS.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten concluir lo siguiente:

v

v

La mutacién gyrl- aumenta la frecuencia de mutacion de FS de 80 a 100 veces.

La ubicacion del alelo /aclZ33 en el plasmido F’ es necesaria para observar el
aumento en la frecuencia de mutacion de FS en la cepa gyrl-.

Las funciones de RecA son necesarias para el aumento en la frecuencia de
mutacion de FS en la cepa gyrl-.

El mecanismo por el que se generan las mutantes Lac’ en la cepa gyrl- es
principalmente por una mutacion puntual y no por eventos de amplificacion de /ac.

El alelo gyrl- no interviene en la generacion de mutantes en la fase exponencial de
crecimiento

Las conclusiones anteriores sugieren que la proteina Gyrl no actua como un
antimutador generalizado sino mas bien como un protector de mutacion en

condiciones de FS
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PERSPECTIVAS

Se planea determinar a través de los ensayos de mutacion de fase
estacionaria si el sistema de recombinacion RecBCD participa en la

generacion de las mutantes en la cepa gyrl-.

También se probara si con una mutacion en /exA (que no permite la
induccion del sistema SOS), se reduce la frecuencia de mutacién en gyri-.

Evaluar si existe una diferencia en la expresion de la respuesta SOS y si las
células que expresan mas esta respuesta son aquellas en las que se
observa un aumento en la frecuencia de mutacion de FS. Esto mediante
una mutante en sulA. Ademas de evaluar si Pol IV asi como la
filamentacion celular estan relacionadas a este fendomeno.

Estudiar si la cepa gyrl- es hiperrecombinogeénica; para descartar esta
posibilidad como la que favorece el incremento en la frecuencia de
mutacion de FS.

Evaluar si en condiciones de FE, gyrl es un antimutador también en genes
que se encuentran en el plasmido.

Ademas se estudiara si el efecto observado se debe a una interaccion
directa entre Gyrl y DNA girasa; esto se verificara por co-
inmunoprecipitacion para determinar si Gyrl en estas condiciones se une
unicamente a la girasa o a otras proteinas. Una vez conocido esto,
determinar el mecanismo por el que Gyrl protege de mutaciones de FS.

Confirmar la presencia del transposon en la mutante gyr/-y por otro lado si
el mismo comportamiento observado en esta mutante es similar en otro tipo
de mutante en gyrl.
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