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Resumen

En Escherichia co/i, la DNA Girasa es blanco de diferentes inhibidores: antibióticos,
como las cumarinas y las quinolonas, así como de las proteínas CcdB y microcina
B17 (MccB17), ambas codificadas en plásmidos. Estas proteínas estabilizan los
complejos transitorios de corte entre la girasa y el DNA, los cuales podrían causar
lesiones en el DNA y la inducción de la respuesta SOS, muerte celular o la
generación de mutaciones. La proteína Gyrl, codificada en el cromosoma por gyr/,
es una proteína cuya expresión aumenta en fase estacionariase. Gyrl se une a la
girasa in vitro e inhibe su actividad de superenrollamiento. Además, puede impedir
la formación de los complejos de corte CcdB-girasa-DNA y MccB17-girasa-DNA.
No se conoce con certeza su función in vivo, aunque se ha demostrado que
protege de agentes que dañan el DNA. El objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto del gene gyr/ en la generación de mutaciones de fase estacionaria (FS) y de
fase de crecimiento (FE). Para la primera parte , se hicieron ensayos de mutación
de fase estacionaria en la cepa de E. co/i FC40. Estos ensa yos permiten eva luar
indirectamente el daño al DNA por cortes de doble cadena, que se reflejan en una
frecuencia de reversión de una mutación fue ra de fase +1 en la fusión laclZ33 en
un plásmido F'. Para la segunda parte se utilizaron ens ayos de fluctuación .

Los resul tados muestran que las células mutantes gyrf presentan un aumento en
la frecuencia de mutac ión de aproximadamente 100 veces con respecto a la cepa
silvestre. La introducción de un alelo silvestre gyrl en el cro mosoma dismi nuye la
frecuencia de mutación al nivel de la cepa silvestre. Este resultado muestra que
gyrl participa en el mecanismo de la generación de mutaciones de FS, evitando la
generación de las mismas.
La ubicación del alelo laclZ33 en el cromosoma disminuye alrededor de 80% la
frecuencia de mutación en la mutante qyrt, por lo que la posi ción de laclZ33 en F'
es importante para que se genere el aumento en la frecuencia de mutación .
Una doble mutante recA gyrl presenta la misma frecuencia baja de mutación que la
mutante recA, por lo que el aumento en la frecuencia de mutación depende de las
funciones de recombinac ión homóloga de RecA.
Además, se observó que existe la filamentación en algunas célu las qyr!' , por lo que
se puede pensar en una inducción de SOS.
Asimismo se verif icó que la mayoría de las colonias l.ac" provenientes de la cepa
gyrf se generan por mutación puntual y no por amplificación de la región lac.
Las tasas de mutación en fase de crecimiento obtenidas por medio de ensayos de
fluctuación en células en fase exponencial de crecimiento no difieren
significativamente entre la cepa gyrf y la cepa silvestre . Por lo tanto, la mutación
en gyrl no afecta la tasa de mutación de células en FE. Los resultados del trabajo
sugieren un papel protector de gyrl en la generación de mutaciones de FS.
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INTRODUCCiÓN

1. FASE ESTACIONARIA EN BACTERIAS.

La homeostasis se define como la tendencia a mantener la estabilidad en el

ambiente interno de un organ ismo.Su mantenimiento , es esencial para la

sob revivencia de cualquier organismo, particularmente cuando las condiciones

ambientales son cambiantes, pues provocan estados de estrés que limitan el

creci miento y la reproducción 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 crecimi ento (FS). Las

etapas que prese nta un cultivo en líquido se pueden dividir en cuatro : fase de

transición A ("lag A") (1), fase exponencial (2), fase de transición B ("lag" B) (3) Y

fase estacionaria (4) (Figura 1). La fase de transición 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 número aumenta exponencialmente. En la fase de transición B (3)

los nutrien tes disminuyen y también la velocidad de crecimiento. Finalmente la FS

ocu rre cuando alguno de los nut rientes requer idos se ha agotado, y/o cuando la

concentración de metabolitos tóxicos exc retados al medio se vuelve muy alta , y

como resultado se presenta un cese en la división celular y el crecimiento

pob lacional. En la figura 1.la FS muestra 2 partes, la primera donde el número de

células se mantiene constante (4.1) Y otra (4.2) cuando se presenta la muerte

celular (Huisman et al.,1996) .
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La respuesta a un agotamiento en los nutrientes comprende los siguientes

camb ios: 1) La inducción de genes para poder incorporar nutrientes presentes en

bajas concentraciones o la utilización de fuentes de carbono no preferenciales

(Hengge-Aronnis ,1996); durante la transición de la fase de crecimiento

exponencial a la FS disminuye la expresión de la mayoría de los genes requeridos

para el crecim iento , mientras que se activa la de un grupo de genes imp licados en

la reorganización fisiológ ica para que la célula permanezca viable durante la

inanición; 2) Cambios morfológicos en los que la célula se vuelve más pequeña y

esférica; 3) En la membrana externa se incrementan los lipopolisacáridos y las

uniones entrecruzadas covalentes en la capa de mureína (Wensink et al., 1982;

Pisabarro et al. , 1985). Tamb ién se almace nan compuestos de alta ene rgía como

glicógeno y polifosfato (Preiss , 1984; Ishihama, 1997), así como otros que

protegen del estrés osmótico (Giaver et al., 1988; Kaasen et al., 1992); 4) Otro

cambio de las células en FS está relacion ada con la estructura del DNA. Debido a

que las bacterias tienen una capacidad energética baja , disminuye la tensión

helicoidal o superenrrolamiento del DNA (Ramírez-Santos et a/. , 2005 en prensa).

Cabe señalar que las células de un cult ivo en FS difieren de acuerdo al tiempo en

que fueron muestreadas y al nutriente que se agotó, pues las células que entran a

FS por falta de glucosa son muy diferentes en composición, así como en

expresión genética a las que lo hicieron por falta de fosfato (Nystrom, 2004).

También existen diferencias en cuanto a la concentración de moléculas de

reserva, agua , poliaminas y osmoprotectores. En estas condici ones se pueden

-.-,Neevia docConverter 5.1



observar subpoblaciones celulares que originan colonias morfológicamente

diferentes debido a variaciones genéticas entre ellas (Finkel y Kolter, 1999) .

E
---­(f)

ro
~

-(1)
u
(1)
u
o
1.-

(1)

E
,~

z
1 2 3 4 .1 4.2

Tiempo

Figura 1. Curva de crecimiento bacteriano en un cultivo en líquido. 1. Fase de
transición A "laq": 2. Fase exponencial; 3. Fase de transición B; 4. Fase estacionaria,
donde en 4. 1 .se mantiene el número celular constante y en 4.2 ocurre la muerte
celular.

E. coli en sus diferentes nichos ecológicos (estos son .primarios en el intestino de

los anima les homeotermos y secundarios en sue lo y agua) se enfrenta

comúnmente a la falta de nutrien tes . 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

expresión de un programa reversible de genes específicos que se inactiva cuando

la bacteria Este programa está regulado en gran medida por el fact or de

transcripción aS codi ficado por el gen rpoS, aunq ue en esta fase también se

expresan genes no regulados por o". La expresión de todos estos genes permite a

4
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las células mantenerse metabólicamente 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 proteínas que

protegen de diferentes estreses, entre ellos: alta osmolaridad, baja o alta

temperatura y pH ácido. Es decir, las células en inanición son altamente

resist entes a una variedad de estreses, fenómeno conocido como protección

cruzada (Jenkins et al., 1988 ; Matin , 1991; Hengge-Aronnis , 2002).

Dadas las condic iones presentes en FS algunas células pueden presentar

mutacion es. Por ejemplo, se ha observado un fenómeno de mutagénesis

general izada en colonias que envejecen (MAC por sus siglas en inglés "Mutation

in aging co lonies") (Bjedov et al., 2003 ). Las colon ias MAC, en cultivos en placa,

aumentan la mutagénesis como consecuencia del estrés por falta de fuentes de

carbono y por estrés oxidativo. En cultiv os líquidos también existen otro tipo de

mutantes conocidas como GASP (crecimiento ventajoso en fase estacionaria), las

cuales forman una subpoblación que coexiste con la mayoría de la población

parental o incluso la reemplaza , ya que presenta una ventaja para crecer en las

condiciones de FS (Finkel y Kolter, 1999).

2. MUTACiÓN EN FASE ESTACIONARIA

2.1 DEFINICiÓN DE MUTACiÓN DE FASE ESTACIONARIA.

A partir de observaciones en las que las células durante la FS, en condiciones de

selección no letal presentaban mutaciones que favorecían su crecimiento , se

acuñó el término mutación "adaptativa". El término se utilizó porque se pensaba
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que las mutaciones estaban dirigidas a los genes que permitirían a las células

reproducirse durante el estrés (Cairns, et al.,1988). Posteriormente, al analizar el

mecanismo por el que surgen las mutaciones y comprobar que el origen no era

dirigido, se cambió el término a mutación de fase estacionaria (que como las

colonias MAC se presenta en cultivos en placas de agar). La mutación de fase

estacionaria comprende una serie de fenómenos que se presentan en células

sometidas a una presión de selección no letal , la cual limita el crecimiento y

ocasionan que las células no se dividan . En algunas de estas células, debido al

metabolism o basal que presentan , ocurre la generación de mutaciones (Cairns y

Fost er, 1991; Foster , 1999; Bull et al., 200 1; Rosenberg , 2001). La mutagénesis

que ocurre es generalizada, es decir, no sólo se presenta en aque llos genes que

pueden favorecer el crecimiento en condiciones específicas, como en un inicio

fueron descritas, sino también en otros genes no relac ionados (Foster , 1997,

Torkelson et al., 1997).

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

para permitir una selección selección directa una vez que se presenta la reversión.

Las mutaciones de FS se diferencían de aquellas que surgen en fase de

crecim iento , por las condiciones presentes durante esta fase , y por los

mecanismos moleculares que las gene ran (se describirán posteriormente)

(Rosenberg, 1997; Lombardo y Rosenberg, 1999). La mutación de FS ha sido

descrita en bacterias como Esche richia coli, Salmonella enterica, Bacillus subtilis,

Pseudomonas putida, y eucariontes como Saccharomyces cerevisiae y Gandida

6
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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 MUTACiÓN DE FASE ESTACIONARIA EN BACTERIAS.

Para entender el fenóme no de mutación de FS, se han utilizado diversos modelos

genéticos que difie ren entre sí en el organismo utilizado, el gen monitor de la

mutación (genes que en general codifican para enzimas relacion adas con la

bios íntes is de aminoácidos o el catabolismo de azúcares .) y el tipo de mutación

requerida para el monitoreo.

En 1988 Cairns et al propusieron que las bacterias podían elegi r las mutac iones

en su genoma. La cepa que se usó originalm ente , era una cepa de Escherichia

coli con el plásmido F" 28 que tiene el operón lac completo y una mutación ámbar

en el gen lacZ polar para lacY. Esta cepa puede revertir la mutación tanto

intragénicamente como por la creación de tRNAs supresores.

La propuesta de Cai rns es analizada posteriormente y al estudiar el mecanismo

de generación de las mutaciones, se demuestra que no se trata de un fenómeno

adaptativo ni dirigido . (Cairns y Foster ,1991 ). En este trabajo se elige al que será

el modelo mejor entend ido entendido para estudiar mutación de FS, la cepa FC4ü

de E. co/i, elegida por su alta tasa de mutación durante la selección (Cai rns y

Foster, 1991; Foste r, 1999).

La cepa tiene una deleción en el operón lac y pro en el cromosoma, pero porta al

plásmido F'128 con un alelo lac derivado de una fusión de los genes lacl y lacZYA,

en la que se pierden los últimos cuatro codones de lac/, la región reguladora que
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contiene a lacP y LacO y los primeros 23 codones de lacZ (Calas y Miller, 1981) .

Su trancripción inicia constitutivamente a partir del promotor de lacP (Brake et al.,

1978). La cepa FC40 es Lac, pues presenta una mutación +1 por corrimiento del

marco de lectura del mensaje ("frameshift") en el codón 320 de lacl, que cambia

de CCC a CCCC, (Calas y Miller , 1981) (Figura 2). Este arreglo se conoce como el

alelo laclZ33.

Fe40 ¡\ (lae-p roA B)

e~ me:=) ,. ;:;;~n 1~:~IZ33) e~:~y lacA

I 1__1 I

~
+ 1 cee -+ eeee en lael -+ Fenotipo toe -

Después de la reversión
-rc -+ cee -+ Fenotipo toe-

Figura 2. Modelo de la cepa FC40 de E. eoli. La cepa no tiene el operón lacZYA y
proAB, pero posee el plásmido F' 128 en el que se encuentra el alelo laclZ33. Dicho alelo
presenta una mutación +1 en el codón 320 de lacl que cambia cee a eeee, por lo
que la cepa es l.ac. La reversión posterior sucede por una mutación del mismo tipo ,
pero -1 , devolviendo a la cepa la capac idad de metabolizar lactosa.

Otra característica del alelo, es la presencia de una actividad residual de la enzima

[3-galactosidasa (2 unidades Miller) (ligeramente débil) y la de una permeasa

defectiva, porque la mutación de corrimiento del marco de lectu ra del mensaje es

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

8
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de estas características no es suficiente para que crezcan en lactosa (Foster,

1994) pero es necesaria para el proceso de mutación y la reversión a l.ac" .

Aunq ue este es el modelo mejor entendido, existen otros modelos menos

estudiados y con algunos de ellos se ha dejado de trabajar.

En E. col; se han utilizado diferentes genes, por ejemplo los genes trpA o trpB,

donde se requiere que se revierta una mutación de sentido erróneo. Las colonias

se incuban en medio con una cantidad limitante de triptofano y generan papilas

Trp ' (Ha ll, 1990 ). También se estudió la reversión de auxotrofías en cé lulas con

mutaciones ocre en trpE o en tyrA plateadas en medio mínimo con glucosa sin el

aminoácido requerido (Bridges,1994) .

Algunos modelos ana lizaron la mutación adaptativa por med ios de operones que

requieren que se inserte una secuenc ia de inserción , esto causa un cambio en la

especificidad de la enzima por su sustrato y de este mod o la cé lula puede

metabolizar fuentes de carbono relacionadas a lactosa (Hall, 1999). En los

operones silenciados que cod ifican para enz imas relacionadas con el metabolismo

de fuentes de carbono no preferenciales, se ha demostrado que la esc isión

precisa de elementos 18 también perm ite la generación de mutantes de F8 (Hall ,

1988).

Un modelo que aún es estudiado es el de Salmonella enteríca const ruido por

Galintski y Roth (1996). Salmonella no puede metabolizar lactosa naturalmente

(Lac), por lo que para estudiar la reversión de un alelo lac se introdujo el operón

lac. Para la construcción de este alelo se insertó un fago defectuoso MudF con el

9
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operón lac en el gen hisC. A partir de esta cepa se generó una colección de

distintas mutaciones Lac, En este sistema las reversiones a l.ac" se deben a

eventos de amplificación del alelo lac y no a la escisión 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 pulida, en ella se han estudiado genes

que codifican para proteínas que generan mutantes resistentes a compuestos

tóxicos como ácido dicloroacético o tolueno (Ledd y el al. , 1995). Las mutantes se

generan por rearreglos genéticos que involucran silenciar genes por medio de un

transposón , (Slater el al., 1985) o pueden ocurrir inserciones, sustituciones y

deleciones de bases que forman promo tores activos (Kasa k el al. , 1997) .

2.3 CARACTERíSTICAS DE LA MUTACiÓN DE FASE ESTACIONARIA EN EL

SISTEMA Lac DE Eseheriehia eoli.

A dife rencia de las mutaciones dependientes de crec imiento que generan

mutaciones puntuale s como deleciones, dupl icaciones y corrim ientos de mensaje,

las mutaciones de FS se generan en su mayo ría por corrimiento de mensaje - 1

(pb) en secuencias peque ñas de mononucleótidos repet idos (Foster y Trimarchi,

1994 ; Rosenberg el al., 1994); cerca del 75% suceden en el mismo sitio de la

mutación por un corrim iento +1 del mensaje original (Foster el al., 1995; Foster y

Rosche , 1999).

La reve rsión a l.ac" requiere de la reparación por recombinación homóloga de los

cortes de doble hebra en el DNA. Por esta razón, la reversión requiere del sistema
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RecA-RecBCD y de RuvA, RuvB y RuvC para la migración del entrecruzamiento

de Holliday (Cairns y Foster, 1991; Foster, 1993; Harris et al. , 1994; Foster et

al. ,1996; Harris et al., 1996).

Un requerimiento más es la expresió n de algunas proteínas conju gativas del

plásmido F', aunque la conjugación 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 reversión (Foster y Trimarch i, 1995b). El mode lo

sugiere (Foster y Trimarchi , 1995a) que se requ iere de los cortes de doble cadena

que en el OriT causados por Tral y TraY (que aunque no corta directamente al

DNA se ha demostrado que es necesaria para una reacción de co rte eficiente).

Los cortes de una cadena pueden ocurrir aún en la ause ncia de una señal

con jugativa y persistir en las células de fase estacionaria (Fros t et al., 1998).

Ot ras proteínas Tra como TraQ (importante para el ensamblaje del pili) y T raD

(probablemente involucrada en la transferencia del DNA duran te la conjugación)

(Frost et al.,1994) disminuyen la reversión 10% cuando existen mutaciones en los

genes que las codifican (Foster y Trimarchi, 1995a; Ga lintski y Roth,1995). Esto

sug iere que el proceso conjugativo se lleva a cabo en estas células, a excepción

de la transferencia del DNA a la célula receptora.

Otra respuesta requerida para la reversión a Lac" es la respuesta SOS, cuya

participación es clave en la reparación de daño al DNA y la generación de

mutaciones de fase estacionaria (McKenzie et al. , 2000; Rosenberg , 2001).

En E. coli y otras bacterias, el daño en el DNA induce la respuesta SOS (Friedberg

et al. , 1995). Durante la respuesta SOS se induce la expresión de proteínas com o
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RecA, RuvA, RuvB y las DNA polimerasas IV y V (Poi IV y Poi V) (Goodman,

2002). De éstas, sólo Poi IV se requiere en la síntesis 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 mononucleótidos repetidos y en menor proporción

transversiones G a T (Kim et al 1997, Wagner et el., 1999; Wagner y Nohmi,

2000). Cabe mencionar que la expresión de Poi IV está regulada también por el

factor aS y cuando rpoS se inact iva, la reversión a l.ac" disminuye hasta en 90%

(aunque no se ha demostrado si aS part icipa 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 tard ía y se mantiene cons tante

alrededor de tres días en condiciones de estrés de nutrientes en cajas de Petri

(Layton y Foster, 2003).

Un evento relacionado con el requerimiento de las funciones conjugat ivas es que

la frecuencia de reversión a Lac" es 100 vece s mayor cuando el alelo laclZ33 se

localiza en el plásmido F' a cuando se encuentra en el cromosoma y además no

depende de RecA (Foster y Trimarchi , 1995a ; Radicella et al. , 1995). Lo anterior

se debe posiblemente a que el número de cortes de doble cadena es mayor en el

plásmido por la presencia de las proteínas Tra. Aunque en estas condiciones el

metabolismo celular es bajo , el plásmido puede inic iar la replicación en un origen

vegetativo y después la horquilla se colapsa al encontrar el corte en OriT.

Por otra parte , la probabilidad de encontrar una región homóloga en el cromosoma

es todavía menor, las regiones duplicadas en el cromosoma están presentes en

10-2- 10-3 células para cualquier segmento de DNA (Anderson y Roth , 1981) Y

12
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alrededor del 40% de las células tienen dos copias del cromosoma (Akerlund et

al., 1995) , en cambio se estima que el número de copias de F' debe ser mayor

(Foster, 1999).

3. LA RESPUESTA SOS EN Eseheriehia eoli.

La respuesta SOS es una respu esta celular inducida por la exposición de las

células a una variedad de estreses genotóxicos o metabólicos que dañan al DNA e

interfieren con su replicación (Wal ker, 1996). Esta respuesta se deben a la

inducción de un regulón de más de 40 genes (Cource lle et al., 2001) , cuyas

proteínas están relacionadas con la tolerancia al daño en DNA (por ejemplo la

síntesis de DNA dañado) y reparación del daño (por ejemplo reparación por

escisión de nucleótidos o reparación por recombinación). La regulación del

sistema SOS está mediada por las proteínas LexA y RecA. LexA actúa como

represor de los genes , incluyendo a reeA y lexA mismos, uniéndose a la

secuen cia regulatoria en la región del operador (cajas SOS) de los genes (Little y

Mount, 1982; Walker et al., 1984 , 1985) .

La señal propuesta que induce al regulón es DNA de cadena senc illa, al que se

une RecA activa forma ndo un filamento helicoidal y RecA se vuelve una co­

proteasa activa (Friedberg et al, 1995). RecA activada promueve la autoproteólisis

del represor LexA y la desrepresión del regulón de SOS. RecA activada interviene

en la inducción de la respuesta SOS , en la recombinación del DNA (aunque no se

induzca SOS), en la reparación del DNA de una y doble cadena, y en la

recombinación dependiente de replicación (Kuzminov, 1999 ; Asai et al. , 1994;

Kowalczykowski , 1994). El tiempo de expresión de los diferentes genes ocurre en
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etapas y está regulado por la afinidad de LexA por sus cajas SOS, por lo que los

genes se expresan asincrónicamente. Entre los genes que se expresan en la

primera etapa están reeA, lexA , los genes uvr relacionados en la escisión de

nucleótidos de una cadena (NER) , ruvA y ruvB , cuyos productos intervienen en la

reparación de DNA por recombinación. También dinl que codifica para un inhibidor

del procesamiento de UmuD a UmuD activada (Yasuda et al., 1998), y polB que

codifica para la DNA Poi" (Bonner et al., 1988), que permite la reanudación de la

síntes is del DNA cuando la replicación se detiene. En la sigu iente etapa , se

expresan genes como reeA y reeN que participan en la recombinación.

Entre los últimos genes en inducir su expresión están sulA (sfíA) que cod ifica para

un inhibidor de la división ce lular que causa filamentación celular durante SOS,

umuO y umue que codifican para la DNA polimerasa V (Tang et al., 1999). En

relación a otros genes . como dínB (que codi fica para Poi IV) y el gen qyr! (que

codifi ca 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 duración de la inducción de la respuesta depe nde del grado y la

persistencia de DNA de una hebra en la célula. Una vez que las lesiones se

reparan, las funcio nes de SOS de nuevo se reprimen.

E. coll posee a Poi IV y Poi V, que pertenecen a la superfamilia de DNA

polimerasas Y, que pueden omitir el daño en el DNA que bloquean el crecimiento

de las cadenas catal izado por las polimerasas. Estas polimerasas introducen

muchos errores y son poco procesivas (Goodman , 2002 ; Yesei et al., 2002) . Poi V

puede polimerizar pasando por los sitios de DNA dañados, pero Poi IV puede
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replicar limitadamente DNA dañado, además, no tiene un papel importante en la

tolerancia a las lesiones introducidas en el DNA por UV y su papel en la célula aún

no es claro (Napolitano et al., 2000; Tang et al., 2000; Kim et al., 2001).

Asim ismo , la inducción máxima de Poi IV, codificada por el gen dinB, bajo estas

condiciones requiere de ()s y sólo es parcia lmente dependiente de LexA. Es decir,

se induce independientemente del sistema SOS por agentes externos que dañan

al DNA , sugiriendo que la inducción de Poi IV y de las otras polimerasas de SOS

podría ser necesaria para la sobreviviencia en fase estacionaria (Yeiser et al.,

2002).

Existen otros genes cuya función durante la respuesta SOS no es claramente

conocida, entre ellos din, yeb , yig , ydg, ydi. ydj Y sbmC (gyr0. De éste último se

tratará posterio rmente.

Otras funcio nes de SOS que permiten cambios en la información genét ica se

exp lican de la siguiente manera: La inducc ión del regulón aumenta la eficiencia de

la recombinación debido a la sob reproducción de RecA, RecN y las prote ínas

RuvA y RuvB, por lo tanto se permite la repa ración eficiente de cortes de doble

cadena de DNA y cortes en las hebras hijas. Sin embargo, también pueden

gene rarse rearreglos cromosómicos (Dimpfl y Echols , 1989) , se aumenta la

eficiencia de la conjugación, consecuententemente la transfe rencia horizontal

(Matic et al., 1995) y la adquisión de material genético extracelular. Lo anterior

también se promueve por la inhibición de la función de la exonucleasa V

(RecBCD), que protege a la célula del DNA extraño (Hiom y Sedgwick, 1992;

Rinken y Wackernagel , 1992) .
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4. MECANISMO DE GENERACiÓN DE LA MUTACiÓN DE FASE

ESTACIONARIA EN LA CEPA DE Escherichia coli FC40.

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

de FS en el que participan genes regulados por o", 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 formación de cortes

de doble cadena [de diversos orígenes (Figura 3)] , sustrato para la reparación

mediada por recombinación homóloga.

Regresión de
la horquilla

~DSE

Daño en bases..

Repl icación

,,~ .,v=DSE

--.~ ~ - ------- - - - _ .

oriT

Horquilla colapsada

_-.~ ~~~Endo H-J

Daño químicod)

I I I I I I I I x I I

Figura 3. Formación de cortes de doble cadena (DSB) y extremos de doble
cadena (DSE) en la fase estacionaria. a) Durante la replicación se genera un
corte en el OriT del plásmido F' o cuando hay un corte de una cadena en el DNA
cromosómico. b) La horquilla de replicación se colapsa y la horquilla se regresa
sobre sí misma. e) Por corte enzimático con enzimas de restricción o girasa. d)
Los DSB también se generan por daño químico causado por daño oxidativo.
Modificado de Rosenberg (2001) .
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Entre las formas en que se pueden generar los cortes en el plásmido, se

encuentra el que ocurre cuando ocasionalmente se inicia la replicación en uno de

los orígenes vegetativos del plásmido oriS u oriV, pero al existir un corte de una

cadena en oriT, la horquilla de replicación se colapsa (Kuzminov, 1995) y se

generan extremos de doble cadena (OSE) que permitirán el inicio de la reparación

por recombinación (Carter et el., 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 reso lvasas de cruciformes H-J (Rosenberg et al., 1996). Los cortes

de doble cadena también (DSB) pueden ser provocados por enzimas con actividad

de endon ucleasas o a consecuencia de daño químico, como el daño oxidativo.

Se piensa que los mismos mecanismos generan los cortes en el cromosoma y en

el plásmido F', pero que es más probable que los cortes de doble cadena ocurran

en el plásm ido. Lo anterior tomando en cuenta que F' posee a las proteínas Tral y

TraY 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 reparación , degradando el

extremo 5' para producir una hebra 3' invasiva. RecA cataliza la invasión de una

cadena en el DNA homólogo, el cual puede provenir de un cromosoma homólogo

(del 30 al 40% de las células de fase estacionaria pueden poseerlo) (Aker lund et

al, 1995) , de una región duplicada (presente en 10.2-10.3 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).

5 D5B
1 - 3

3 - 53 \
2 5

3
'-'5

3 5 1i:3 SSB

5 !
3

><0::5 \ 3

~
5

4 Síntesis de DNA
5

... Mfv1R
3 ,,~ :8\--l, )?

5 5 ~ 3--- - - - - _ ....... _---
3 5

Figura 4. Modelo del mecan ismo de qener acron de mutaci ones de fa se
estacionaria. Una vez que se presenta el cort e de doble cade na de ONA (OSB) , el
sistema de reparación RecBCO reconoce el corte y lo proc esa con la intervención de
RecA. La síntesis de l ONA la realiza Poi IV y cuando comete errores permite la
reversión a l.ac ". Se presenta además una disminución del sistema de reparación de
apareamiento erróneo de las bases (MMR) . Modificado de Bull el el., (2000a). Para
más detalles ver el texto.

La síntesis de DNA durante la reparación es llevada a cabo principalmente por Poi

IV, no obstante también pueden intervenir Poi 11 , inducida también por la respuesta

SOS (Bonner el al., 1990; Foster el al., 1995) y Poi 11 1(Foster, 2000).

Cuando Poi IV copia la región lac introduce principalmente los errores fuera de

fase, que provocan la reversión a Lac". Los intermediarios de la síntesis de DNA
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que aún permanecen, migran por medio de RuvA, RuvB y se propone que en

sentido contrario por RecG y posteriormente se resuelven por RuvC. Una

mutación en ruvA, ruvB o ruve elimina la mutación de FS, pero una en recG la

aumenta 100 veces (Foster et al., 1996; Harris et al., 1996) debido a los altos

niveles de Poi IV en estas células (L1oyd y Buckman, 1991; Layton y Foster, 2003).

Aunado al incremento de Poi IV, el sistema de reparación de apaream iento

erróneo de las bases (MMR) disminuye su activ idad transitoriamente por un

decremento de la prote ína MutL (Harris et al., 1997; Foster, 1999b ; Harris et al. ,

1999). Esto promueve condiciones de hipermutación transitoria (Torkelson et al.,

1997; Rosenberg et al.,1998; Rosche et al., 1999), lo cual se propo ne que ocurre

en una subpoblación de las células , ya que las revertantes Lac ' tienen una alta

frecue ncia de mutaciones secundarias en sus genomas [50 veces más alto que

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

Haciendo un resumen , existen ciertos genes dentro del sistem a de la cepa FC40

que al inactivarlos producen un cambio dramático en la frecuencia de mutación de

FS. Estos son : el gen rpoS que disminuye la frecuencia de reversión a l.ac" ::= 10

veces , los genes de conj ugac ión traO y traQ que disminuyen la frecuencia de

reversión en un 10%; la inactivación del gene dinB que codif ica para la DNA

polimerasa IV, 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

proteínas de recomb inación como RecA y RecBC , disminuyen la frecuencia 100 Y
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10 veces, respectivamente. Las proteínas RuvAB con sus respectivos genes

mutados también disminuyen la frecuencia 10 veces.

Mutaciones en genes que aumentan la frecuencia de mutación 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 hipermutación sugiere que cuando las bacterias se encuentran

sometidas a condiciones de estrés, la tasa de mutac ión aumenta en todo el

genoma (Rosenberg, 2001) . Duran te la se lección en lactosa, cerca del 0.1% de las

células FC40 son hipermutantes y tienen una tasa de mutación que es

aproximadamente 200 veces mayor que la normal. Ya que la pobl ación (o

poblaciones) hipermutante es pequeña, só lo cerca del 10% de las revertantes Lac +

se originan a part ir de ellas , y el resto se origina por medio de los mecanismos

dependientes de la reparación por recombinación descritos anteriormente (Bull et

al., 2000a, Bull et al ., 2000b).

Es necesario señalar 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 crec imiento críptico o de amplificación que se

basa en que las mutaciones surgen en pob laciones de células que crecen en el

estrés sin la necesidad de mutagénesis (Galintski y Roth , 1995 ; Hend rickson et al.,

2002). El modelo supone la existencia previa de células que portan una

amplificación en lac , las cuales debido a la actividad residual de ~- galactosidasa
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del alelo laelZ33 pueden crecer lentamente en el medio selectivo. Algunas células

dentro de las microcolonias que se están formando adquieren más amplificaciones

o cop ias de laelZ33 y pueden crecer más rápido. La probabilidad de un evento de

revers ión (por una mutación de corrimiento del marco de lectu ra -1 se incrementa

al tener más copias de lae (de 20 a 50). Con las post eriores replicaciones o por

medio de recom binación, se pierden las ampl ificaciones y la segregación permite

obse rvar únicamente células que tienen una mutación puntual (Hendrickson et al.,

2002; Schlechta et al., 2003).

Este último modelo es discut ido, porque se piensa que la amplificación es otra

respuesta al estrés de nutrientes que requiere a su vez del factor genera l de

transcripción 0
5 en célula s que no están creciendo (Hastings et al. , 2000; Layton

y Foster, 2003; Lombardo et al., 2004) . Las célul as con el arreglo amplificado no

son hipermutantes (Hastings et al., 2000) y no requieren de la inducción de la

respuesta SOS , ni de los errores generados por Poi IV (McKenzie et al., 2001 ).

Tomando en cuenta que entre 50-80 % de mutantes puntuales son generadas por

Poi IV (mientras que las amplificaciones del alelo laelZ33 no depende de esta

pol ime rasa), resulta incompatible el supuesto de que la mayoría de las mutaciones

son generadas a partir de errores dependientes de la síntesis de DNA. Lo anterior

se debe a que si los mismos mecanismos operantes en mutación de FS fueran los

de FE, en donde las tasas de mutación basales producen los errores , no se podría

gene rar una frecue ncia de mutación 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 día 5 al 7 tienen amplificado al alelo lae. (Foster, 1994 ; Foster et al.,
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1995). Aunque el porcentaje aumenta a 40- 60% del total después del día, 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 reparación por

recombinación de extremos de dob le cadena que se reparan por medio de un

mecanismo no homólogo, que crea un segmento duplicado o un intermediario de

círculo rodante(Rosenberg, 2001 ). Cualquiera de los dos puede amplificar la

región rápidamente en tandem (en sentido directo). Altern ativamente la reparación

homóloga de los cortes de doble cadena puede generar horqu illas de replicac ión

que se colapsan y se produce un cambio de templado que posteriormente genera

un segmento duplicado o el intermediario de círculo rodante (Hastings et al.,

2004).

5. SOBREVIVENCIA versus MANTENIMIENTO DE LA ESTABILIDAD GENÉTICA.

La respuesta celula r por la inducción de a S protege a la célula de diferentes

estreses, siendo esta respuesta básicamente de protección y prevención . Sin

embargo, también se pueden presentar respuestas que pueden parecer contrarias

a lo anterior. Por ejemplo, se ha observado el fenómeno descrito ante riormente de

mutagénesis general en colonias envejecidas (MAC) (Bjedov et al. , 2003 ). Entre

los reque rimentos genéticos de la MAC están dos de los genes del regulón SOS,

reeA y polB, además de la act ividad del sistema de reparación de apareamiento

erróneo dependiente de metilac ión (MMR) y la presencia de CRP . Continuando

con el tema de mutagénesis están las ya mencionadas mutantes GASP, que
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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 (Yeise r et al. , 2002).

Janion et al., (2002) muestran que al someter a células de E.coli AB1157 a

inanición en distintos medios de cultivo, se induce la respuesta SOS pero

únicamente después de incubarse en medio que contiene 0.2% de glicerol como

fuente de carbono. El sistema de mutación de FS presenta condic iones

expe rimentales similares a las usadas por Taddei et al.(1995), y en ambos se

observa una inducción de la respuesta SOS ante la inanición. Entre los genes que

se inducen , están las polim erasas IV y V que pueden generar más mutaciones.

Se ha propuesto que en condiciones de estrés de nutrientes y comp etencia

intensa se podría aumentar en algunas célu las la frecuencia de mutación como un

mecanismo potenci al para la generación de nuevos alelas en la población , esto a

pesar de que un aumento en la frecuencia de mutación puede ser deletéreo

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

6. EL GEN gyrl, LA GIRASA y SU INTERACCiÓN ENTRE AMBOS.

El gene gyrl (sbmC) , se encuentra en el minuto 44.8 del cromosoma de E. coli

(Baquero et al., 1995) y cod ifica para la prote ína citoplásmica Gyrl de 18 kDa,

denominada así por sus siglas en inglés (gyrase jnhibitol) . Un estudio teórico

muestra que el gen está también en Salmonella en terica , y la secuencia de la

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

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

La regulación de la transcripción de gyrl es compleja y aumenta a partir de la fase

exponencial tardía , la síntesis de la proteína presenta un patrón similar (Nakanishi

et al., 1998) . La transcripción también aumenta al inducirse la respuesta SOS y

depende de LexA (Baquero et al., 1995). Su expresión depende además del factor

o", de HNS (Oh et al., 2001) Y podría depender de CRP (Baquero et al., 1995)

(Figura 5).

Para entender el mecanismo de protección/inhibición propuesto para Gyrl, es

necesario entender cómo actúa la proteína a la cual se une, la Topoisomerasa 1I o

DNA girasa.

CRP lexA Tn5

-73 -33 -15 -10 +1
..

473 pb

Figura 5. Modelo de la regulación del gen gyrl. El gen es regulado
posit ivamente por o", y HNS ; LexA reprime su expresión. Adem ás, presenta un
sitio posible de unión a eRP. La cepa mutante en gyrl presenta un transposón
Tn5 insertado a 94 pb después del codón de inicio de la traducción.

Las enzimas denominadas topoisomerasas son responsables de catalizar

cambios topológicos en el DNA. Existen dos tipos de topoisomerasas: las del tipo I

introducen un corte de una cadena de DNA y no requieren de ATP , Y las del tipo 1I
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pueden cortar las dos cadenas del DNA y requieren ATP. Dentro del grupo 11 , la

DNA girasa es la única que puede introducir supervueltas negativas en el DNA en

presencia de ATP y en su ausencia relaja al DNA superenrollado negativamente

(Gómez-Eichelmann y Camacho-Carranza, 1995). También concatena y

desconcatena círculos de DNA, genera y resuelve nudos intramoleculares en DNA

circular.

La DNA girasa es un heterotetrámero form ado 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 9yr8. La proteína GyrA tiene activi dad 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 está relacionado en la unión al

DNA y a GyrA (Brown et al.,1979; Tingey y Maxwell. 1996, Chatterji et al., 2000) .

Cabe mencionar que, pese a que muchas proteínas se degradan en fase

estac ionaria, los niveles de girasa son similares en las células en fase de

crecimiento exponencial yen la FS (Reyes-Domínguez et al., 2003).

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

Un fragmento de DNA de 140 pb se enrolla en el tetrámero (segmento G)

formando una supervuelta toroidal positiva. Cada hebra quedará situada cerca de

una Tyr122 de las subunidades GyrA para formar un enlace covalente con el

fosfato del DNA . El segmento se corta independientemente de ATP ,

permaneciendo unido gracias al enlace covalente. Posteriormente, con la unión

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 , así como la

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

(Champoux, 200 1). Esto promueve que se separen los dos extremos del

segmento G cortado y se transloque el segm ento T intacto en la cav idad central

así formada, donde posiblemente la hidrólisis del ATP promueva la translocación

(Baird et al., 1999 ).

ATP

n'..

,,- ~~~:P
-.1.;-.-.;. '-

-, -":(-~ _ .

(b) Segmento T.
\
...

Subunidades GyrA

Segmento G

Subunidades GyrB

/\
,.l.

Segmento T
.;~~;)~~~t};~> ~':
ro _: J.- .. " ¿ " ...

(al ', ;: _.:.~~ <":::"'.:.;_ .,

\ .

AOP I PI ..

(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 y 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 . Tom ado de Couturier, et al (1998)

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

puerta en la base de la enzima, terminando el ciclo de reacción con la hidrólisis del
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segundo ATP Y la separación de los dominios que se unen a DNA y la girasa

queda libre para otro ciclo.

La girasa es una enzima esencial para la sob revivencia de las bacterias , que

interviene en procesos de replicación, transcripción , recombinación y reparación.

Muchos organismos que compiten con E. coli sintetizan inhibidores que afectan la

función de girasa (Maxwell, 1997). Además, se han identi ficado un gran número

de compuestos quími cos de origen natural y sintético que inhiben la actividad de la

enzima (Lewis et ei. , 1996, Maxwell ,1997) . Los inhibidores naturales se pueden

dividi r en no proteináceos como las cumarinas, que se unen a GyrB e inhiben la

actividad ATPasa compitiendo por el sitio de union del ATP (Maxwel l, 1993) y

prote ináceos, como microcina B17 (MccB17), CcdB y Gyrl. Las dos primeras son

tox inas codificadas en plásmido , cuya actividad consiste en estabilizar el complejo

de corte DNA-girasa de manera dependiente de ATP (Vizan et el .. 1991; Bernard

et al. , 1993; Liu,1994 ; Couturier,1 998). Estos complejos actuan como obstáculos

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 recombinación homó loga o de

otro modo puede llevar a distintas formas de inestabilidad genética o causar la

muerte celular (Drlica y Zhao,1997).

CcdB forma parte de un módulo toxina - antitoxina cod ificados en el operón

cedA BresD, cuyos genes cedA y ccdB codifican para la antitoxina CcdA y la toxina

CcdB, respectivamente. La toxi na MccB17 es un péptido modificado

postraduccionalmente que se encuentra codificada en el operón mcbABCDEFG.
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En cuanto a los inhibidores sintéticos, se encuentran las quinolonas, como el ácido

nalidíxico 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 proteínas MccB17 y CcdB .

Relacionado con los inhibidores de girasa, se ha demostrado que in vitre la

proteína Gyrl inhibe la actividad de superenrollamiento de girasa (Nakanishi et al.,

1998). Sin embargo, in vivo este efecto no ha sido demostrado.

Además, la proteína tiene una acción protectora porque reduce los complejos

estables de corte formados por CcdB-girasa-DNA y MccB17-girasa-DNA; incluso

es capaz de revert ir el complejo CcdB- girasa, pero no así el complejo MccB 17­

girasa (Chatterji y Nagaraja , 2002) . In vivo, la sob reprod ucción de Gyrl protege a

las células del efecto tóxico 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 protección de Gyrl se extiende a mutágenos

químicos como la Mitomicina C (MMC) y la N-metil -N-nitro-N-nitrosoguan idina

(MNNG) , que provocan entrecruzamiento y alquilación en el DNA,

respectivamente. Aunque la sobreproducción de Gyrl parece proteger de agentes

que dañan al DNA, no protege de la radiación UV (Chatterji et al., 2003). La

producción de niveles anormalmente altos o bajos de Gyrl provocan una supresión

en la proliferación y viabilidad celular. Además, produce filamentación de algunas

células y anormalidades en el nucleoide (Nakanishi et al., 1998). A pesar de lo

anterior no se conoce con certeza su función in vivo (Chatterji et al. , 2003).

La interacción de Gyrl con girasa, consiste en la unión de Gyrl específicamente los

residuos 89-96 (Nakanishi et al., 2002), a la holoenzi ma de la girasa, para
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secuestraria en un paso previo a su unión al DNA (Chatterji y Nagaraja, 2002).

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

Las toxinas codificadas en plásm ido son principalmente utilizadas para

competencia entre especies o intraespecies, además de asegu rar la segregación

del plásmido, así que la existencia de un inhibidor cromosómico como Gyrl gene ra

preguntas sobre su función en la célula , particularmente cuando se analizan las

condic iones de fase estacionaria, ya que Gyrl se expresa en su nivel más alto en

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

exponencial.

29

Neevia docConverter 5.1



HIPÓTESIS

Si se considera que :

1. El gene gyrl está regulado por LexA y por (Js, como lo está dinB, y se induce al

presentarse daño en el DNA y en fase estacionaria;

2. La DNA girasa no se degrada ni cambia su concentración 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 cort e girasa-DNA. Dadas

estas condiciones, el equilibrio dinámico de co rtes en el DNA aumenta y cuando

las DNA o RNA polimerasas encuentran en el DNA los complejos estables de

co rte girasa-DNA, se provoca que la horquilla de replicación o trans cripción se

co lapse y que el co rte se haga evidente. Esto inducirá la respu esta SOS que

desencadena el mecanismo de mutación de FS.

Si Gyrl part icipa como un protector/ inhibidor de girasa que se une en un paso

previo de la unión de la girasa al DNA, debido a que en FS la cantidad de Gyrl es

mayor, más moléculas de Gyrl se unirán a la girasa y se evitará que la girasa en

exceso afecte el equilibrio dinámico de cortes y consequentemente el

procesamiento posterior del corte de doble cadena que inicia el mecanismo de

generación de mutaciones en FS.

Por lo tanto, en una cepa mutante en gyrl se esperaría que la girasa pueda unirse

al DNA sin impedimentos, aumentando la probabilidad de que la girasa corte al

DNA y que no se completen más ciclos . Esto ocasionaría que se genere más
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daño al DNA mediado por girasa, el cual se espera observar como un aumento en

la frecuencia de mutación de FS.

OBJETIVO:

Estudiar la posible partic ipación del gen gyrl en la generación de mutantes de fase

estac ionaria y en fase de crecimiento.
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daño al DNA mediado por girasa, el cual se espera observar como un aumento en

la frecuencia de mutación de FS.

OBJETIVO:

Estudi ar la posib le participación del gen gyrl en la generación de mutantes de fase

estacionaria y en fase de crecimi ento.
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MATERIALES Y MÉTODOS

1. CEPAS BACTERIANAS Y PLÁSMIDOS

o A part ir de esta cepa se transdujo con el bactenofago P1 vir/; la mutaci ón
sbmC::kan (gyr l::kan) a las cepas que fue necesa rio.
O Cepa sobreproductora de Microcina B17 (MccB17)
• Construidas por la Dra. Carmen Góm ez (Instituto de investigaciones Biomédicas,
UNAM ) por cotransducció n con el fago P1 a partir de la cepa CAG 18451.

CEPA DESCRIPCION REFERENCIA
FC29 M lac- proAB) XIII thi ara [ F' proAS- ~ (Iacl-lacZ)] Cairns y Foster, 1991
FC40 ~(Iac- proAB) XIII thi ara Rif R [ F' proAS- lacl33 Cairns y Foster, 1991

n /acZ]
VGR41 FC40 gyrl::kan Este trabaj o
SMR4576 FC40 upp ::Tn 10dtet+ 1 Bull et al. , 2001
VGR42 SMR4576 qyrl::kan Este trabajo
SMR4608 SMR4576 recA::Tn 10dcam Bull et al., 2001
GM4792 lacl33n/acZ Foste r y Trimarchi, 1995a
JR4792 GM4792 q yrl::kan Este trabajo
VGR43 FC40 recA: :Tn 10dcam Este trabajo
VGR44 VGR41 recA::Tn 10dcam Este trabajo
UGM505 MC4100 q yrl:: kan recA56 Baquero et al.,1995 0
VGR45 FC40 zed-3069: :Tn 10 Este trabajo' --
VGR46 FC40 svn:zed-3069:: Tn 10 Este trabajo' ._-
ZK4 MC4100 IF' araO 139 Stect) 169 rpoL thiA recA561 Yorgey et al., 19940

pPY113 .. . .

2. MÉTODOS DE GENÉTICA BACTERIANA

2. 1 CONSTRUCCiÓN DE LAS C EPAS gyrr (sbm C::kan) y recA: :Tn 10dcam POR

TRANSDUCCIÓN GENERALIZADA CON EL FAGO P1 virA.

2.1 .1 PROPAGACiÓN DEL FAGO P1 virA.

Para la co ns trucción de las cepas mutantes gyrr se propagó al fa go P1 virA en la

cepa UGM505.

Se llevó a cabo un cultivo de 10 mi de la cepa UGM505 en medio rico (LB). El

cultivo se dejó crecer hasta alcanzar una D.O .550nm de 0.4. Entonces, se le añadió

CaCb a una concentración final de 5 mM y se incubó a 3r por 10 minutos en

agitación constante. Posteriormente , se mezcló un m il ilitro del cu ltivo con - 107-108

unidades formadoras de placa (ufp) del fago P1 y se incubó a 3rC por 20 minutos

.... ')
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sin agitación . La mezcla anterior se vació en tubos de med io LB con calcio 2.5 mM

(LC), con 0.7% de agar, y se sembró en cajas de LC. Como control se hizo la

misma mezcla sin fago P1. Las cajas se incubaron a 3rC por 18 horas. Para

obtener al fago propagado, se agregó 1 mi de medio Luria a cada caja y se incubó

a 4"C por 3 horas . El agar blando se colectó y se centrifugó para obtener el

sobrenadante, donde estaba presente el fago. A lo anterior se le añadieron 50 ~t1

de cloroformo para eliminar células contaminantes.

Todo el procedimiento se repitió de 2 a 3 veces para enriquecer al fago P1 con el

fragmento de DNA que comprende la región en la que se encuentra el gen gyrl

mutado.

Medio de cultivo Luria Bertani (LB) (Sambroo k el al., 1989)

Triptona (Difco) 10 9
Extracto de levadura (Difco) 5 9
NaCI ( Baker) 10 9
Tim ina (Sigma) 20 pg/ml
El volumen se aforó a un litro con agua desionizada
El pH se ajustó a 7.0 con 1 mi de solución de NaOH (Baker) 2.5 N. El medio LB sólido se preparó
de la misma forma, pero se le agregó Bacto-Aga r (Difco) al 2%. El med io se esterilizó en autoc lave
por 20 min a 121"C a una presión de 22 libras.
En los medios que se requ ería antib iótico (kanami cina 25 pg/m l, cloramfenicol 25pg/ml, rifampicina
100 pg/ml y tetraciclin a 25 pg/ml), éste se adicion ó después de que el medio había sido esterilizado
y se enco ntraba a una temperatura aprox imada de 50°C.

Medio Luria Calcio (LC) y LC agar blando
El med io se preparó del mismo modo que el medio LB sóli do y únicam ente se le adicionó glucosa a
concentrac ión final 0.2% y CaCI2 2.5 mM. Para los tubos de agar bland o se util izó el agar a
concentración final O. 7%.

2.1 .2 TITULACiÓN DEL FAGO P1 EN Escheríchia coli.

Se inició un cultivo de células en 10 mi de medio LB a partir de un cultivo fresco

de toda la noche. El cultivo se dejó crecer hasta una D.Ossonm de 0.4 y se

centrifugó para concentrar el cultivo 10 veces. Posteriormente se hicieron mezclas

.,.,
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con 100 111 del cultivo , 100 111 de una solución de CaCI2 0.015 M Y MgS04 0.030 M

Y 100 111 del fago obtenido en la propagación. Del fago se realizaron diferentes

diluciones (10-5, 10-6 Y 10-7) para poder obtener su título .

Las mezclas se incubaron por 20 minutos a 3rC sin agitación , después se

agregaron a un tubo con medio LC y se sembraron en cajas de Petri con medio

LC. Las cajas se incubaron a 3rC por 12 horas. Se contó el número de placas de

fago P1 observadas en cada caja y se realizó el cálculo del título de P1 en relación

a la dilución del fago utilizada.

2.1.3 TRANSDUCCIÓN GENERALIZADA CON EL FAGO P1 virA.

Para construir las cepa s VGR41, VGR42, JR4792 se utilizó el método de

transducción genera lizada con el fago P1 virA.

Se inocularon 200 pi de un cultivo fresco de toda la noche de la cepa a transducir

(FC40, SMR4576, GM4792) en 10 mi de medio LB. El cultivo se dejó crecer hasta

fase expone ncial y se cent rifugó a 10,000 rpm por 10 minutos; las células se

resuspendieron en 1 mi de triptona al 1% . Un volumen de 500 ul de concentrado

celular (:==1x1 09 célu las/mi) se mezcló con 500 pi de una solución de CaCI2 0.015 M

Y MgS04 0.030 M. La mezcla se mantuvo por 5 minutos a temperatura ambiente.

Después se agregó a la mezcla P1 (z 5 X107 ufp) y se incubó a 3r C por veinte

minutos sin agitación. La mezcla se centrifugó a 10,000 rpm por un minuto, se

desechó el sobrenadante y las células se resuspendieron en 1.5 mi de medio de

dilución (MgS04 , 10 mM) . Se volvió a centrifugar y se descartó el sobrenadante.

Este lavado se repitió 2 veces para eliminar el P1 fago libre y la pastilla celular se
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resuspendió en 100 pi de medio de dilución. Todas las células se sembraron en

cajas de medio LB con kanamicina (25 pg/ml) para seleccionar a las células

transductantes. El mismo procedimiento se llevó a cabo para la transducción de la

mutación recA: :Tn 10dcam de la cepa SMR460S a la cepa FC40. En este caso la

selección de las transductantes se hizo en medio LB con cloramfenicol (25 uq/rnl).

Para su almacenamiento , las cepas construidas se inocularon en 3 mi de LB o M1

y se crecieron durante toda la noche. De estos cultivos, 500 pi fueron transferidos

a tubos con glicerol al 40% y se almacenaron a - 70 "C.

Medio de d ilución
MgSO.1 10 mM
La solución se esterilizó a una presión de 22 libras por 15 minutos a 121°C.

Sol uci ón CaCI 2- MgS04

La solución se preparó con CaCI2 0.0 15 M Y MgSO.1 0.030 M a concentración final y se aforó el
volumen a 10 mI.

2.2 VER IFICACiÓN DEL FENOTIPO DE LAS MUTANTES gyrr (sbmC) y recA.

Las posibles colonias transductantes gyrr (KmR
) y recA (CmR

) se sembraron en

los medios correspondientes a las característi cas de cada cepa.

Medio MacConkey.
Agar MacConkey (Difco) 50 giL.
Este medio se esterilizó a una presión de 22 libras durante 20 minutos a 20°C.

2%
1.6 X 10.4 ~Ig/m l

0.03%
0.2%

Agar
Vitamina 81
MgS0 4
Glucosa

Medio Mínimo M1 0.2% glucosa
NH4CI 0.6 M
KH2P0 4 0.03M
Na2HP04 0.04M
NaCI 0.009 M
H20 des ionizada 1L
El medio se aforó a 1 litro con agua . Las sales (NH4CI , KH2P0 4. Na2HP4. NaCI) se prepararon por
separado en 500 mi de agua des ionizada y el agar en 500 mi del agua restan te. El medio se
esterilizó a una presión de 22 libras por 20 minutos a una temperatura de 121°C. Después de
esterilizar se agregaron la vitamina 81 , MgS04 y glucosa (todos estetilizados previamente).
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2.2.1 VERIFICACiÓN DE LA MORFOLOGíA DE LAS MUTANTES gyrf.

Para su observación , 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 incubación por 30 horas en medio mínimo M9 con

glicerol al 0.01%, las células se concentraron 10 veces para poder analizar un

mayor número de ellas y 5 pi de cada cultivo se observaron en un microscopio

óptico Nikon E600 a 60X de aumento en DIC ("differential interference contrest'[.

Se fotografiaron con una cáma ra Hamamatsu Orca-II. Como referencia se

observaron células de fase exponencial (crecidas en medio mínim o M9 con

glicerol al 0.1% hasta una 0 .0600 de 0.4, esta 0 :0. Se usó para asegurar que las

células llegaran a fase exponencial.) para determ inar el intervalo de tamaños

presen tes en esta fase . Se fotografiaron distintos campos que se visualizaron en la

computadora por medio del programa Adobe Photoshop 7.0 y se determinó el

porcen taje de células filamentadas para cada cepa.

2.3. VERIFICACiÓN DEL ALELO gyrf POR MEDIO DEL ENSAYO DE

SENSIBILIDAD A MICROCINA B17.

Las cepas mutantes gyrf así como FC40 y UGM505 como testigos , se crec ieron

toda la noche en 3 mi de medio mínimo M9 con 0.2% glucosa. Después se

sembraron 400 ul de cada cultivo en 10 mi de med io mínimo 0.2% glucosa (Foster,

1991) Y se crec ieron hasta llegar a una D.0600nmde 0.4. Para lelamente 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 alícuotas de 100 ul se
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(10 mi)
(100 pi)
(50 pi)
(1 mi)
(10 pi)

mezclaron con 3 mi de medio M1- agar blando con glucosa al 0.2%. La mezcla se

vació en placas de M1 con glucosa 0.2%. Una vez que las placas gelificaron se

agregó una gota con » 5X105 células del cultivo de la cepa ZK4. Los cultivos se

incubaron a 3rC por 12 horas. Posteriormente se midió el radio de los halos de

inhibición del crecimiento y se comparó con los testigos. (Modificado de San Millán

etal. ,1985) .

Medio mínimo M9 Sales 10X
Na;>HPO.1.7H;>0 0.8 M
KH2P0 4 0.2 M
NaCI 0.09 M
NH.1CI 0.2 M
H20 desionizada a 1000 mi
Las sales se diso lvieron y se distribuyeron en volúmenes de 100 mI. Se esterilizaron en autoclave a
121°C por 15 minutos y se retiraron inmediatamente antes de que la presión bajara a cero.

Solución de Glucosa 10%
10 gramos de glucosa se diso lvieron en 75 mi de agua desionizada y se aforó a 100 mI.
Posteriormente se esterilizó en autoclave a 121 °C por 15 minut os o por filtrado por membrana de
Millipore de 0.45 urn.

Medio M9 0.2% glucosa (100 mi)
Medio M9 Sales 1X
MgSO.1 1 mM
Tiamina 5 pg/ml
Glucosa 0.2%
CaCI2 1 x 10.4 M
H20 desionizada 88 mi
Después de agregar el CaCI2 el medio se mezcló inm ediatamente para evitar la precipitación. El
medio se prepara con los react ivos esterilizados previam ente.

Placas de medio M9
Agar 2.5 %
M9 sales 1X
MgS04 1 mM
Tiamina 5 ¡..¡g/ml
Glucosa 0.2%
H20 desionizada 890 mi
El agar se esterilizó en autoclave con las condiciones mencionadas anteriormente y se dejó enfr iar
para agregar el resto de los compuestos. El medio con agar blando se preparó del mismo modo ,
pero con el agar a 0.7% de concentración final.
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2.4 VERIFICACiÓN DEL ALELO reeA POR MEDIO DEL ENSAYO DE

SENSIBLlDAD A LUZ ULTRAVIOLETA (UV) DE ONDA CORTA.

Las cepas VGR43 y SMR4608 se crecieron en medio LB hasta una D.0550 nm de

0.4. Con los cultivos se hicieron líneas rectas en placas de medio mínimo (M1) ,

que atravesaban toda la caja. Una vez secas las líneas de los cultivos (10-20

minutos), se procedió a irradiar las cajas.

La irradiación se efectuó con una fuente de luz UV de onda corta a 20 cm de

distancia. Las cajas se irradiaron sin tapa por interva los de 10, 20, 30 Y 40

segundos (incluyendo un intervalo sin irradiar). Las cajas estaban cub iertas con

pape l aluminio y en cada intervalo de irradiación se descubría aproximadamente 1

cm de las líneas del cultivo. Al térmi no de la expos ición, las cajas se cubrieron con

pape l aluminio para evita r la activac ión de los sistemas de reparación

fotoactivables y se incubaro n a 37 "C (Ensayo mod ificado de Miller, 1972).

Medio mínimo M1
Como el descrito en el apartado 2.

2.5 ENSAYO DE MUTACiÓN DE FASE ESTACIONARIA .

Todas las cepas que participaron en este ensayo se crecieron en medio mínimo

M9 glicerol 0.1 % (Miller, 1972), en tubos con 3 mi por 24 horas a 37°C, en

agitación constante . Poste riormente , de los cultivos se hizo una dilución 10.5 en

medio M9 glicerol al 0.01% Yse crec ieron por 30 horas en agitación constante en

10 cultivos separados de 1 mi cada uno. Los cultivos se cosecharon por

cent rifugación , se lavaron con NaCI 0.8% y se resuspendieron en 100 /11 de NaCI

al 0.8%; con excepción de la cepa mutante qyr!, la cual se resuspendió en 1 mi de
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NaCI 0.8%. La cantidad de células presente en los cultivos fue de

aproximadamente 108 células.

Paralelamente se hizo un cultivo de 24 horas de la cepa FC29 en M9 glicerol

0.1%. (Esta cepa utiliza todas las trazas de nutrientes que pudieran exist ir en el

medio sólido, donde se sembró la cepa a probar junto con la FC29) . La cep a FC29

se concentró por centrifugación 10 veces antes de realizar la mezcla , por lo que

se siembra 10 veces más células de esta cepa que de la cepa en estudio.

Los cultivos concentrados de la cep a a probar se mezclaron con 100 pi (109

células) de la cepa FC29 en 2.5 mi de M9 agar blando con 0.2% lactosa. En el

caso de la cepa VGR41 (mutante gyrf) se uti lizaron sólo 20 pi del cultivo (:",,106

células) para que el número de revertantes obtenidas se pudiera contar. pues de

lo contrario se obtiene un número 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 mutación. Las mezclas se

vaciaron en placas de M9 con 0.2% de lactosa y se incubaron a 3rC por 5 días.

Las colonias revertantes Lac" se contaron diariamente a partir del día 2 y hasta el

día 5.

Medio M9
Sales 10X
Desc rito en el apa rtado 2.

Soluciones de glicerol y lactosa
Lactosa 10% o glicerol 10%
La solución de lactosa se hizo con alrededor de 75 mi de agua desionizada y se aforó a 100 mi con
agua desionizada. Ambas soluciones se esterilizaron en autoclave a 121 "C por 15 minutos o por
filtrado por membrana Millipore de 0.45 urn.

Placas de M9 0.2% lactosa
Agar
M9 sales
MgS04

2.5 %
1X
0.00 1 M
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Tiamina 0.005 mg/ml
Lactosa 0.2%
H20 desion izada 880 mi
El agar se ester ilizó en autoclave con las condiciones menc ionadas anteriormente y se dejó enfriar
para agregar el resto de los compuestos. El medio con agar blando se preparó del mismo modo,
pero con el agar a concentración final de 0.7%.

Medio M9 con glicerol al 0.1% (100 mI)

M9 Sales 1X
MgS04 1mM
Tiamin a S¡Jg/ml
Gelatina 0.001%
Glicerol 0.1%
CaCI2 1 x 10-4 M
H20 desionizada 88 mi
Al agua desionizada estéril se le agregaron todos los comp uestos . Después de agregar el CaCI2 el
medio se mezcló inmediatamente para evitar su precipitación . En el caso del medio al 0.01% se
realizó del mismo modo. únicamente se varió la concentración final de glicerol.

Ag ar MacConkey.
El agar Mac Conk ey se preparó del mismo modo que en el apartado 2 y después de esterilizar se
le ag regó rifampicina 100 pg/ml.

2.5.1 DETERM INACiÓN DE LA FRECUENCIA DE MUTACiÓN.

Para determin ar la frecuenc ia de mutación, se calculó el número de cé lulas viables

presentes en las placas. Este número se dete rminó removiendo de la placa un

fragmento circular de 0.8 cm que se fragmentó en partículas pequeñas. Después,

se hicieron las diluciones necesarias hasta obtener un número de células entre 50

y 200 que permitiera contarlas. Las células se sembraron en plac as de agar

MacConkey con 100 ~tg/ml de rifampicina para evitar que las células de la cepa

FC29 (Rifs) crecieran . Después se hizo el ajuste con respecto al tamaño de la

caja .

La frecuencia acumulada de revertantes Lac" se determinó contando las colonias

blancas que se observaron a partir del día 3 de incubación (Cairns y Foster, 1991).
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2.6 ENSAYO DE FLUCTUACiÓN.

Para conocer las tasa de mutación en fase de crecimiento exponencial , se llevaron

a cabo los ensayos de fluctuación (Voogd, 1977) con las cepas FC40, VGR41,

SMR 4576 y VGR42. Las cepas se crecieron por 24 horas (hasta

aproximadamente 3 X109 células/mi) en medio LB en agitación constante a 37 "C.

A parti r de ese cultivo se hizo una dilución 10-7 Yse inocularon « 100 células en

1.5 mi de medio de cultivo NB ("Nutrient Broth") en 50 cult ivos separados. Los

cultivos se incubaron por 20 horas a 37 "C en agitac ión con stante. Posteriormente,

cada cu ltivo se centr ifugó , la past illa de células se resuspendió en 300 pi de MD,

se mezcló en tubos con agar LB al 0.7 %. que contenían el antibió tico

correspondiente (estrepto micina 200 pg/ml , ácido nalidíxico 20 pg/ml o tetraciclina

25 pg/m l) y se sembró por vaciado en placas de LB con el antibiótico respectivo.

Las cajas se incubaron por 48 horas en el caso de estreptomicina y 24 horas para

ac. nalidíxico y tet raciclina (Bull et al., 2001 ). Las co lonias se contaro n en cada

placa (mutantes espontáneas) y se real izaron los análisis estad ísticos pertinentes:

media, mediana y tasas de mutación.

Las tasas de mutación fueron calcu ladas 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 . nalidíxico.

El método de Po (Po-proporci ón de cultivos sin mutantes) calcula la tasa de

mutación con la siguiente fórmula m= - LnPo.

El estimador de la mediana de Jones calcula la tasa de mutación con la fórmula

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

2000).

Medio "Nutrient Broth" (NB).
Medio "NutrientBroth" 1O 9
NaCI 8 9
Tr iptofano 0.02 mg/ mi
El volumen se aforó a un litro con agua desionizada.
El medio se esterilizó a pres ión 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 antibiótico.
El medio se preparó igual que en el apartado 2. Los antibióticos agregados fueron: estreptomicina
200 Ilg/ml, ácido nalidíxico 20 Ilg/ml , tetraciclin a, 25 pg/ml , del mismo modo que el descrito en el
apartado 2.

3. MÉTODO DE BIOLOGíA MOLECULAR.

3.1 VERIFICACiÓN DEL GENOTI PO DE LAS CEPAS MUTANTES qyr! POR

MEDIO DE LA AMPLIFICACiÓN POR PCR (Reac ción en cadena de la

polimerasa).

La verif icación del reemplazamiento del gene silvestre gyr/ por el alelo mutado

gyr/::kan se llevó a cabo por PCA. El transposón Tn5 se encuen tra insertado a 91

pares de bases co rriente abajo del codón ATG de inicio de traducci ón. Los

oligonucleótidos que se utilizaron GYRI5 "forward"

GACCTTTCTTTTGCAGCAGACTGG-3 ') y GYRI3 "reverse"

(5 '­

(5 '-

ACACACCGCCCTGAGATGAATTAG- 3'), hibridan a part ir de la base 96 a la base

120 corriente arriba del ATG , y 467 a 491 corriente abajo del ATG ,

respectivamente. Este par de oligonucleótidos permite amplificar un fragmento de

614 pb dentro del gene silvestre gyr/ (Figura 7). Las condiciones en las que se

llevó a cabo la reacción de amplificación fueron un ciclo de desnaturalización a 94

OC 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 extensión final a72 "C por 10 min oLa reacción se realizó en un
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termociclador Perkin Elmer 9600 con la mezcla de peR indicada por el proveedor

Invitrogen para la DNA polimerasa Taq. El producto de la amplificación se

visualizó en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio .

GYRI5

-96 -120 +1 ..

Tn5

+91

473 pb

+467 +49 1

•

614 pb sin incluir el lransposón

6314 pb incluyendo el lr ansposón

Figura 7. Ubicación de los oligonucletidos GYRI3 y GYRI5. Los oliqonucle ótidos
GYRI5 "forward" y GYR I3 --reverse" hibridan a part ir de la bas e 96 a la base 120
corriente arriba del ATG, y 467 a 491 corri ente abajo del ATG, respectivamente, Este
par de oliqonucle ótidos permite amplificar un fragmento de 614 pb den tro del gene
silvestre gyrl.
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RESULTADOS

1. Verificación del fenotipo de las cepas gyrf.

1.1 Verificación fenotípica por observación al microscopio.

Las cepas gyrf fueron construidas a partir de tran sducción generalizada con el

bacteriófago P1 virA 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

mutación 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 obse rvado la filamentación de algunas células así como irregularidades en los

nucleoides y una dism inución en la viabilidad y proliferación ce lular , cuando se

induce la sobreexpresión de gyrlo de un RNA anti -sentid o de gyrl (Ohnuki et al.,

1998). Por lo anterior, en este trabajo se llevaron a cabo observaciones en

microscopio óptico para determinar si las células mutantes gyr/::kan derivadas de

la FC40 presentaban algún cambio en su morfología . Además, para el ensayo de

mutac ión de FS (mencionado en materiales y métodos) es necesario obtener la

viabilidad celular y de existir filamentación se debe ajustar la cuenta viable. Las

observaciones de FS se hic ieron en célu las crecidas de acuerdo al protocolo de

mutación de FS , es decir, en cult ivos independientes por 24 horas que se

diluyeron 10-5 veces y se volvieron a crecer por 30 horas. Después, se lavaron con

NaCI al 0.8% y se concentraron 10 veces . Se tomaron 5 pi para la observación al

microscopio. La observación se real izó también en cé lulas en fase exponencial de

crecim iento (FE) , en medio M9 con glicerol 0 .1 % hasta una 0.0600 de 0.4 , para

tener como referencia el intervalo de tamaños ce lula res existentes en esta fase.
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Se observó a estas células para después determinar las mutantes ya presentaban

una morfología distinta de la cepa silvestre en la FE y/o si en FS había cambios

morfológicos como filamentación . Las células se observaron a 60X en OIC

("differential interference contrasf') en un microscopio óptico Nikon E600. Las

imágenes se capturaron con una cámara Hamamatsu ORCA - 11 Y se visualizaron

en la comp utadora a través del programa Adob e Photoshop 7.0.

Se observaron diferentes campos con un total de 1930 célul as para la cepa

silvestre y 1644 para la mutante gyrl y se real izó el aná lisis estadístico

co rrespondiente. Los result ados muestran que la cepa silveste en FS (Figura 8C)

presenta un grado de filam entación muy bajo , estimado en 0.46 % Y la cepa

mutante (Figura 80) un 1.2 % , por lo que no se obse rva una diferencia signifi cativa

en el grado de filamentación de ambas cepas. Cabe mencionar que los filamentos

en FS de la cepa gyrf tienen una longitud mayor (aproximadamente 3.5 veces

más) que los de la cepa silvestre; las células gyrf , en su mayo ría presentan una

longitud menor que la cepa silvestre , incluso que la misma gyrf en FE (Figura 88).

El parámetro tomado como referencia para determinar el porcentaje de

filamentación, fue el intervalo de los tamaños presentes en la cepa silvestre

(Figura 8A) correspondientes al tamaño mínim o de una célula y al doble en masa

celular en fase exponencial (tamaños arbitrarios).

También se realizó la observación de la cepas VGR45 (FC40 zed-3069 ::Tn 10) y

VGR46 (gyrf zed-3069::Tn 10) y se comprobó que no existe una diferencia

significativa entre ambas cepas y la silvestre FC40 . Esto es, dec ir tenían un

fenotipo silvestre para este carácter.
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Figura 8. Morfolog ía de la cepa s en fase exponencial de crecimiento y fase es taci onaria.
Culti vos de las cepa s FC40 en fase exponencial (panel A) y fase estac ionaria (panel C); VGR41
mutante en gyrl en fase exponencial (panel B) y fase estac ionaria (pane l O). Los cultivos se
crec ieron de la misma forma en la que se realizan los experimentos de mutación de FS (protocolo
Cairns y Foster, 1991). Los cultivos se concentraron 10 veces y 5 pi del cultivo se obse rvaron al
microscopio. Las flechas muestran una célula individual en la cepa silvestre y una célula
filamentada en la mutante gyr1 .

1.2 Verificación de la sensibilidad a Microcina S17 (MccS 17)

La sobreexpresión del gene gyrl permite que las células adquieran mayor

resistencia a la toxina plasmídica MccS 17, mientras que su ausencia provoca

mayor sensibilidad a la misma (Moreno et al. , 1995). Esta toxina es un péptido

modificado postraduccionalmente que arresta la replicación y por lo tanto induce la

respuesta SOS. La Microcina S17 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 MccB 17 se utiliza

un ensayo en el que sobre un césped de la bacteria en prueba, se siembran 5 x

105 células de una cepa sobreproductora de la toxina MccB 17. Lo anterior inhibe el

crecimiento alrededor de la cepa sobreproductora. La diferencia de sensibilidad

entre una cepa gyrr y una gyrr es un halo de inhibición del crec imiento del doble

de tamaño del radio (San Millán et al. , 1985).

Figura 9. Sensibilidad de las células gyrf a MccB17 . Las cepas se crecieron en
medio M9 glucosa hasta una D.06üünm de 0.4 . La cepa sobreproducto ra ZK4 se
creció en medio LB hasta que llegó 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 solidificó, se agregó una gota de 5 11 1 de z 5X105 células de la cepa
sobreproductora de MccB17 y se incubó toda la noche. [Pane l A, césped de FC40
silvestre . Panel B, césped de VGR41 (gyrf) ). Los rad ios fueron promediados con un
duplicado. La figura es representativa de 4 observaciones.

El ensayo de sensibilidad a MccB17 se llevó a cabo para las mutantes gyrf (con

sus respectivos testigos) , de las que se puede observar en la Figura 9 a las cepas

FC40 y VGR41. La cepa FC40 presentó un halo de inhibición promedio de 3 mm

de diámetro, mientras que su mutante gyrr (cepa VGR41) presentó un halo de
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alrededor 4 Y 5 mm. Resultados similares se observaron en las otras cepas

mutantes gyrl. Esto confirmó la presencia de la mutación gyrr en las cepas

VGR41 , VGR42 y JR4792, pues el diámetro del halo de inhbición siempre fue

mayor al obtenido en la cepa silvest re.

2 . Verificación genotípica de la mutación gyrr por peA.

Se llevó a cabo la ampl ificac ión por PCR de un fragmento de 614 pares de bases

del gen gyrl silvest re con los oligonucléotidos GYRI3 y GYRI5. La figu ra 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.

1 2 3 4 5

5000 .... .

2000 -..

lODO-..

500 =:
25iJ

...--

Figura 10. Amplificación por peR del fragmento de 614
pb correspondiente al gen gyrl. La reacción se llevó a cabo
con los oligonucleó tidos GYRI3 y GYR I5. Las cond iciones en
las que se llevó a cabo la reacc ión de amp lificación se
espec ifican en materiales y métodos . Carril 1, marcador de
tamaños (pb); carril 2, FC4ü; carr il 3, VGR45; carri l 4,
VGR41 (gyrf) ; carril 5 cepa VGR46.

La reacción con estos oligonucleótidos permitiría que en las cepas gyrr se

amplificara el fragmento de gyrl incluido el transposón , sumando 4986 pb. Sin
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embargo, no fue posible la amplificación del fragmento esperado, posiblemente

por el tamaño. Sin embargo , la reproducibilidad en los ensayos de PCR de la

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

3. Verificación fenotípica del alelo recA".

La ausencia del gene reeA provoca una eficiencia baja tanto en la repa ración y

recombinación del DNA , ya que la proteína RecA tiene varias funciones

relacionadas con la reparac ión del DNA dañado que garantiza la viabilidad celular.

Figura 11. Verificación del alelo recé: por sensibilidad a luz UV. Las cepas se crecieron
en medio LB hasta una D .0550nm de 0.4. Se trazaron líneas vert icales en placas de M1 de
cada uno de los cultivos y después que secaro n, se irradiaron con una fuente de luz UV de
onda corta por O, 10, 20 Y 30 seg. Terminada la irradiación las cajas se cubrieron con papel
aluminio y se incubaron toda la noche a 37°C. Línea 1, FC40 ; línea 2, VGR41 (gyrt) ; línea 3,
VGR43 (recA) ; línea 4 VGR44 (gyrt recA ).
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Las células carentes de esta proteína presentan defectos en los sistemas de

reparación y recombinación y no son capaces de sobrevivir a la exposición a la luz

UV.

En el ensayo de sens ibilidad a UV (Figura 11) se observó que la cepa silvestre

(línea 1) Y la mutante gyrr (línea 2) son capaces de soportar la irradiación a UV de

40 segundos , mientras que las cepas recA (líneas 3 y 4), como se esperaba, no

sobreviven a la irradiación . Esto confirma la presencia de la mutación en recA en

la cepa VGR43. En todas las mutantes recA no se presenta crecimiento alguno

después de la incubación, de acuerdo a lo esperado. La presencia de la mutación

en gyrl no afecta el fenotipo causado por la mutación recA (línea 4).

4. La ausencia del gen gyrl incrementa las mutaciones de fase esta c ionar ia.

Los niveles de DNA girasa presentes en FS se mantienen constantes y la

expresión de los genes que la codifican tamb ién es mayor en esta fase. Además,

la transcripción de gyrl (regulado positivamente por ( 5
) , así como la cantidad de la

proteína Gyrl son mayores en FS (Baquero et al., 1995 , Nakanishi et al. , 1998).

Part iendo de estos datos se estudió si gyrl afecta la frecuencia de mutación 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 enz ima no termine su ciclo de reaccción quedando atrapada en el

complejo cova lente de corte; la síntes is de DNA en FS puede hacer evidentes los

cortes de doble cadena, que se procesarían como daño al DNA. Esta actividad de

girasa, en una cepa silvestre , estaría controlada por Gyrl , es decir habría menos
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cortes mediados por la girasa; en cambio , en una mutante gyrf se vería

aumentada. Para verificar si Gyrl provocaba un aumento en la frecuencia de

mutación de FS, se hicieron ensayos de mutación de fase estacionaria con el alelo

mutante gyr/::kan dentro del modelo de la cepa FC40. Se utilizó el ensayo de

mutación de fase estacionaria porque es una forma indi recta de estudiar el daño al

DNA.

Los resultados muestran que la mutación gyrf incrementa la frecuencia de

mutación de FS de 80 a 100 veces. Este comportamiento se observa a partir del

día 3 y hasta el día 5; la frecuencia acumulada se incrementa linealmente (Figura

12A) . El día 2 no se toma en cuenta . ya que en este día sólo se observan las

mutantes que se generaron durante el crecimiento del cultivo , es decir

previamente a la incubación con lactosa. Las revertantes l.ac" que se generan en

en las placas requieren de dos días para formar una colonia visib le.

Al observar este efecto en la frecu encia de mutac ión, se podría pensar que el

gene gyrl interviene en el mecanismo de generación de este tipo de mutaciones

en el sistema lac. Para confi rma r que se tratara de un efecto derivado de la

ausencia de gyr1 se introdujo un alelo silvest re en el cromos0rT!a (figura 128). La

figura 128 es una ampl iación de la parte inferior de la figura 12A, ya que en la

figu ra 12A la frecuencia de mutación tan alta de la cepa mutante no permite hacer

un ajuste en la escala que haga posib le apreciar el comportamiento de la cepa

silvestre así como de las cepas con un alelo cromosomal silvestre y su contro l.
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Figura 12. El alelo gyrf incrementa la frecuencia de mutación de fase
estacionaria. Panel A, frecuencia de mutación para la cepas mutantes y una cepa
con un alelo silvestre cromosoma!. Pane l B, amp liación de la parte inferior de la figura
12A. Los cultivos se crecieron siguiendo el protoco lo de Foster y Cairns ( 199 1 ~. Las
cepas se crecieron en M9 por 24 horas, poster iormente se hizo una dilución 10· Yse
crecieron en cultivos independientes (8-10) por 30 horas. Se sembraron "" 1 x 108

células/ caja, pero de la cepa gyrf se sembró "" 106 células/caja para poder
cuantificar las colonias con facilidad. +, VGR41(gyrf) ; - , FC40 ;O , VGR45 ; 6 ,
VGR46 (gyrf). Las barras represe ntan el SEM (Error estándar de la media) de 3
expe rimentos.
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Así, en esta ampliación se observa que el efecto producido por la mutación en gyrl

puede ser revertido totalmente con un alelo qyrt' cromosomal y que la introducción

del transposón Tn 10 no provoca un efecto adicional en la frecuencia de mutación.

A part ir de lo que muestra la figura 128, se puede afirm ar que el cambio en la

frecuencia de mutación es únicamente causado por la mutación en gyrl,

regresando la frecuencia de mutación al estado silvestre. Este dato sug iere que

gyrl prodría ser un antimutador, ya que en su ausencia la frecuencia de mutación

aumenta considerablemente en este sistema (Figura 128).

5. La mutación gyrl no incrementa la frecuenc ia de mutación de fase

estacionari a en Lac cuando el alelo laclZ33 se encuentra en el cromosoma.

Al observar una frecuencia de reversión tan alta cuando laclZ33 está en el

pl ásrnido , se decidió probar si el efecto se conservaba cuando laclZ33 se loca liza

en el cromosoma . La fusión laclZ33 en el modelo de la cepa FC40 se ubica en un

plásmido F', Además es conocido que cuando la fus ión se ubica en el cromosoma,

la frecuencia de reversión disminuye 100 veces y no depende de RecA (Foster y

Trimarchi , 1995a). Este no es el único caso estudiado de genes monitores en el

cromosoma, pero siempre se observa una clara dism inución de la frecuencia de

reversión, independientemente del tipo de monitor utilizado.

Para determinar si el efecto de la mutación en el gene gyrl dependía también de

esta condición, se llevó a cabo un ensayo de mutación de FS con la cepa VGR43

con el alelo laclZ33 en el cromosoma . Los resultados muestran que las cepas

mutante gyrf y la silvestre disminuyen la frecu encia de mutación alrededor del

80% con respecto a la cep a silvestre con el alelo LaclZ33 en el plásmido F' (Tabla
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2), lo que indica que la ausencia de gyrl no afecta la frecuencia de mutación si la

fusión laelZ33 está en el cromosoma. Este comportamiento confirma la

importancia de la presencia de laelZ33 en el plásm ido en el fondo genético gyrf.

TABLA 2

Frecuencia de colonias Lac" al día 5, cuando la fu sión laclZ33 se encuentra
en el cromosoma o en el plásmido F' en un fon do gyrf y gyrf.

Posición del alelo Genotipo Revertantes Lac"
laclZ33 gyrl en 108 células

En plásmido en F' * + 42 ± 6.6

En plásmido en F' ** - 437 1 ± 420

En el cromosoma" + 0.83± 0.16

En el cromosoma" - 0.975 ± 0.24

. cepa FC4ü

.. cepa VGR41
• a cepa GM4792

ti cepa JR4792.
¡ representa el SEM de 3 experimentos.

6. El incremento de la frecuencia de mutación de FS inducida por gyrf es

dependiente de RecA.

Sabiendo que el mecanismo por el que se generan las mutaciones en el plásmido

F ' es el que se origina a partir de cortes de doble cadena, cuyo posterior

procesamiento depende de RecA (Cairns y Foste r, 1991 ; Bull et al., 2000) , se

determinó con la cepa VGR43 (reeA) si el incremento en la frec uencia de

mutación observado dependía de las funciones de recombinación donde part icipa

RecA.

Los resultados muestran que la frecuencia de mutación a partir del día 3 al día 5

se ve disminuida alrededor de 3 veces en la cepas VGR44 (reeA -gyrt) y VGR43
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(recA) con respecto a la cepa silvest re (Figura 13). La cepa qyr! recA no presenta

un incremento como el obtenido en la mutante gyrr. Lo anterior sugiere que las

funciones desempeñadas por el gen recA que permiten la reparación y

recombinación del DNA dañado, son indispen sables para la reversión a l.ac"

también en una cepa gyrf , indicando que el mecan ismo por el cua l se generan

estas mutantes sigue el modelo propuesto por Bull et al. (2000a).

LD
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Figura 13. La f recuencia de mutación de FS inducida por gyrl depende de
RecA. Las cepas se crecieron siguiendo el protocolo de mutación de FS. Los datos
muestran la frecuencia de mutación de las cepas al día 5. wt, cepa FC4ü ; recA-,
cepa VGR43; gyrf cepa VGR4 1; gyrfrecA , cepa VGR44. Las barras representan el
SEM de 3 experimentos.

7. Las revertantes Lac" no se generan por amplificación de la región fac.

Debido a que existen dos forma s en las que se puede generar una colonia l.ac",

una por la correción de la mutación fuera de fase (mutación puntual) y la otra por

amplificación de la región lec, se llevó a cabo un ensayo del fenotipo de las
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microcolonias l.ac", con la finalidad de saber si las mutantes l.ac" obtenidas en un

fondo genético gyrr tenían su origen por amplificación de la región lac o por

mutación puntual.

Para lo anterior, se proced ió a aislar y resembrar 100 minicolonias l.ac" de la cepa

silvestre y 100 de su mutante en medio LB con rifampicina (para elimina r 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 mutación

puntual (azul), o a un evento de amplificación inestable (sectores blancos y

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

A B e

Figura 14. Fenotipo de las colonias Lac", Las cepas se crecieron en M9 con
glicero l (protocolo Foster y Cai rns, 1991) Y las microcolonias obte nidas al día 5 de
incubación en M9 con 0.2% de lactosa. Se resembraron en cajas de medio LB con
Rif 100 pg/ml y X-gal. Las cajas se incubaron por 48 horas y se observaron al
microscopio estereoscópico. Panel A, Colonia l.ac': panel B, colonia l.ac"
proveniente de mutación puntual; panel C colonia t.ac' proveniente de
amp lificación. Las observaciones se hicieron por triplicado.

El análisis de la propo rción de colon ias muestreadas para ambas cepas y su

comparación permitió determinar que la mayor parte de las colonias Lac' en

ambas cepas provienen de mutaciones puntuales en las que se corrig ió la

mutación fuera de fase +1. De la fracción que presentaba el fenot ipo con sectores

correspondientes a un evento de amplificación , no existe una diferencia
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significativa entre el número de éstas en la cepa gyrr 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 mayoría de las colonias l.ac" son

mutantes puntuales que corrigen el frameshift +1 y se puede sugerir que se

generan debido

a cortes de doble caden a que se reparan por recombinación homóloga.

8. El gen gyrl no interviene en la generación 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 mutación en Lac , pareciendo ser un antimutador, se decidió probar

si la mutac ión gyrf provocaba algún efecto en la tasa de mutación en células en

fase exponencial. Para verificar lo anterior, se llevaron a cabo ensayos de

fluc tuación y se contaron las mutantes espontáneas que crecie ron en los

ma rcadores seleccionados. Estos fueron ácido nalid íxico y estreptomicina, dos

monitore s de mutación punt ual (uno en la subnidad gyrA de la girasa y el otro en

genes que codifican a proteínas ribosomales) y una mutación de corrimiento del

marco de lectura en tetraciclina upp::Tn 10dtet+ 1. Como se observa en la Tabla 3,

no existe diferencia significat iva en las tasas de mutaci ón ent re las cepas mutante

y silvestre para el gen gyrl. Esto independientemente del tipo de mutación que se

evaluó con cada uno de los marcadores. Los resultados sugieren que el gene gyrl

no actúa como un antimutador generalizado, sino más bien como un protector de

mutaciones de fase estac ionaria.
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TABLA 3
Tasa de mutación durante la fase de crecimiento exponencial en un fondo genético gyrf.*

Resistencia a
Cepa
FC40

VG R41

genotipo gyrl
+

Ac. nalidíxico"
1.06 (± 0.4 ) x 10,10

1.11 (± 0.49) x 10,10

Estreptomicinab

9.68 (±.0.9) XlO'12

1.14(±.0.37) XlO' 11

Tetraclclina"
3.18 (± 0.3) x 10,10

2.2 (± 0.23 ) x10,10

Los cultivos se crecieron en medio "nutrient broth" a saturación, se mezclaron con LB
agar blando con el ant ibiótico correspondiente y se sembraron en cajas de LB con el
antibiótico respectivo. Entre paréntesis se indica el SEM de tres experimentos.
a Se incubaron por 24 horas
b se incubaron por 48 horas.
• Tasa de mutación/célu la/generación
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DISCUSiÓN

E. coli se enfrenta comúnmente en sus nichos ecológicos a condiciones de fase

estacionaria (FS) , en donde los nutrientes son limitantes y responde mediante la

expresión de un programa genético que induce diferentes cambios, morfológicos y

fisiológicos, para contender con estas condiciones.

Durante la FS no todas las células responden de la misma forma , así que se

forman distintas poblaciones que diferen en composición , morfología y genotipo

(Finkel y Kolter. 1999: Nystrom. 2004; Ramí rez et al., 2005 en prensa).

También se han repo rtado distintos tipos de mutación en FS. entre ellas la

mutación de fase esta cionaria o "adaptativa", la cua l se presenta cuando las

células están sometidas a un estrés no letal que limita el crecimiento y la divis ión

ce lular (Foster , 2000: Rosenberg, 2001). El evento que permite que este tipo de

mutaciones se genere es la presencia de cort es en el DNA , pr incipa lmente de

doble cadena, los cuales se reparan por recombinación homóloga.

Retomando la situación de las células en esta fase y específicamente en las de

mutación 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 centró en analizar y entender mejor la función del gen

gyrl partiendo de los datos de Nakanishi et al. (1998) , en los que se muestra que

en fase estacionaria , la proteína Gyrl se encuentra en mayor cantidad en la célula

y de los datos de Reyes-Domínguez et al. (2003) que mostraron que los niveles de
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girasa se mantienen constantes en FS. La exploración se hizo a través de un

ensayo de mutaciones de fase estacionaria en la cepa modelo FC40 para poder

eval uar indi rectamente el daño al DNA por cortes de dob le cadena, del cual se

sabe que Gyrl protege (Chatterji y Nagaraja , 2002) .

Los resultados de los ensayos de mutación de FS muestran que la mutación gyrl

en la cepa FC40 produce un dramático aumento en la frecuencia de mutación . El

aumento es de alrededor de 80 a 100 vec es del día 3 al 5 de incubación. Estos

niveles de aumento ya se habían observado en estudios de mutación de FS en

cepas mutantes en recG y en mutL (Foster et al., 1996; Harr is et al, 1997). RecG

es una prot eína involucrada en la migración del ent recruzami ento de l DNA en la

recombinación homóloga mientras que la proteína MutL forma parte del sistema

de reparación de apareamiento erróneo de bases MMR. Tamb ién una mutación en

recO (RecD es la endonuc leasa del sistema de recombinación homóloga

RecBCD), incrementa 5 veces la frecuencia de muta ción de FS (Foster y Rosche,

1999b). En el primer caso se propone que el aumento en la frecuencia de

mutación se debe a un aumento en los niveles de Poi IV (2-5 veces) (Layton y

Foster, 2003). Por lo tanto se presenta un aumento en el número de errores en la

síntesis del DNA, principalmente de tipo "frameshift". En el caso de la mutante

mutL aún no es claro el mecanismo por el que se altera la frecuencia de mutación,

ya que sólo se sabe que esta proteína coordina la unión de MutS (encargada de

reconocer el apareamiento erróneo) y MutH (endonucleasa) , aunque se sug iere

que participa en algún paso sensible a la regulación de este sistema (Harris et al,

1997). En el caso de la mutante en recO, se debe a un aumento en el número de

copias del plásm ido F' .
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El aumento en la frecuencia de mutación 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 generación de mutaciones de fase

estacionaria, funcionan do como un posible antimutador en la cepa silvest re. Con la

información que se tiene sob re la transcripción y traduc ción de gyrl, de la cant idad

de girasa en FS, así como de girasa-Gyrl , se sugiere que en la mutant e gyrl-, la

girasa pod ría causar más 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 "sec uestre" a la girasa antes de su unión al DNA. Esto

se lleva ría a cabo debido al mecanismo de acción de la girasa. La DNA girasa

requ iere de ATP para completar su ciclo de reacción des pués de cort ar el DNA y

para religarlo . En condi cion es de FS es muy probabl e que la cantidad de ATP

disponible en la célula no sea suficiente para que la enzi ma pueda completar su

ciclo de reacción y por lo tanto realice el corte, pero no sea capaz de religarlo. El

equ ilibrio dinámico de cortes en el DNA se ve afectado por estas condiciones y

debido a que la cantidad de girasa es mayor en relación al metabolismo celular en

FS, la probabilidad de que se generen cortes de el DNA aumenta. Sin embargo,

los cortes pueden hacerse evidentes sólo 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 síntesis se aborte. Esto se sensa en

la célula como daño al DNA y se induce la respuesta SOS y el corte de doble

cad ena debe ser reparado, o se provo ca la muerte cel ular. El que la inhibición de

la girasa por la proteína 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 están ampliamente distribuidos en el

cromosoma de E. col; y las secuencias que los componen (REP secuencias

extragénicas palidrómicas repetidas). tienen sitios de alta afinidad por girasa. En

presencia de ácido oxolínico 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 análisis realizado por Kofoid el el., (2003) mostró que

existe una gran cantidad de secuencias REP a largo de la regió n lac del plásmido

F' y tal vez esto permite un mayo r número de cortes en esta región por la DNA

girasa en FS.

Los resultados muestran que en la cepa JR4792, en la que el ale lo lac/Z33 se

localiza en el cromosoma, el número total de revertantes l.ac- al día 5 es similar al

de la cepa silvestre GM4792. Lo encontrado coincide con datos de Foster y

Trimarchi (1995a) que reportan una disminución en la frecuencia de reversión de

100 veces cuando el alelo laclZ33 se encuentra cod ificado en el cromosoma de

una cepa silvestre. También se ha reportado que la frecuencia de reversión de

mutaciones en genes codificados en el cromosoma (que afectan motilidad o que

interv ienen en el metabolismo de fuentes de carbono no preferenciales, e incluso

una mutación que inactiva al gen de resistencia a tetracilina por inserción de una

mutación 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 aún cuando se presenta una mutación en un gen como mutL, que

provoca un aumento de 100 veces en la frecuencia de mutación . Sin embargo, en

una cepa mutante recG, que es hiperrecombinogénica, si se observa un

incremento en la frecuencia de reversión en genes cromosómicos, aunque no tan

alto como cuando se trata de genes del plásmido. Se sugiere que cuando el gen

monitor de mutación se encuentra en el plásmido, los eventos primarios que

generan las mutaciones de FS (cortes de doble cadena) ocurren con mayor

frecue ncia. Esto se debe a que las proteín as Tral y TraY pueden generar un corte

en el origen de transfe renc ia ariT, y cuando la maquinaria de replica ción o

transcripción encuentran el corte, la horqui lla se colapsa, lo que genera una

estructura equivalente a un corte de doble cadena (Figura 3). Por otro lado, para

que la recomb inación tenga lugar se requiere de una sec uencia homóloga, que

como ya se menc ionó en la introducción, la presencia de ésta en el cromosoma es

menos frecuente. Además, la probabilidad de que el corte que se genere sea en

una región cercana a lac, es aún menor. Aunq ue el mecanismo por el que se

generan las mutaciones tanto en el plásmido como en el cromosoma es el mismo,

las frecuencias son dist intas, siendo los eventos cromosomales siempre menores;

es por esto que no se observa un efecto ni aún cuando la mutación en un gen

provoque un incremento de 100 veces en la frecuencia de mutación cuando el

mon itor está en el cromosoma, a menos que la cepa sea hiperrecombinogénica.

Esto sugeriría que la mutación en gyrr no hace a la cepa FC40

hiperrecombinogénica, aunque para poder afirmar lo anterior se deben hacer

ensayos en los que se evalúe la capacidad recombinogénica de la cepa.
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Por otra parte, se observó que el aumento en la frecuencia de mutación presente

en la mutante qyrt, no se registró en la doble mutante reeA gyrr. Este resultado

concuerda con los datos de Cairns y Foster (1991) Y de Bull et al. (2001), ya que

cuando se muta el gene reeA, cualquier tipo de mutación adicional en la cepa no

permite un aumento en la frecuencia de mutación , indicando que se trata de

eventos que dependen de esta proteína y de recombinación homóloga. Esto se ha

observado independientemente del tipo de mutación que se esté probando, ya

sean genes que intervienen en hacer cortes en el DNA, proteín as de

recombinación, proteínas de SOS, etc. Inclusive en el caso de la mutación en

reeG, una doble mutante reeA reeG no es capaz de aumentar la frecuencia de

mutación. Por lo tanto se puede afirmar que la vía por la que están ocurriendo las

mutaciones en la cepa gyrf depende de recombinación homólo ga.

En el presente trabajo se encontró que algunas células forman filamentos. Una

vez observado esto , se obtuvo un factor de corrección de 1.2 (1.2% de las células

observadas presentaron filamentación) para realizar un ajuste en las cuent as

viables. Sin embargo, al realizar los cálculos de ajuste se observó que el número

de veces que se incrementa la frecuencia de mutación en FS no se modifica

sign ificat ivamente, por lo que se ignoró dicho factor de cor rección . Esto concue rda

con lo reportado por Nakan ishi et al. (1998 ), cuando se expresa la cadena

antisentido de gyrl (simulando una mutante gyrf) 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 gyrr está más

inducida que en la cepa silvestre, debido a que SulA podría estar inhib iendo la

división celular. Se ha demostrado que en condiciones de FS cuando las células
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se incuban en medios en los que se aumenta la concentración de AMPc, se induce

la respuesta SOS y la filamentación celular (Janion et al., 2002). Sin embargo, el

grado de filamentación no necesariamente refleja una inducción de la respuesta

SOS (Mc Cool et al. , 2004). En una población bacteriana que filamenta como

consecuencia de la respuesta SOS, la intensidad de esta respuesta no es igual en

todas las células. Esto ocasiona que sólo las células con una respuesta fuerte

filamenten . Queda por explorar, por lo tanto, si existe una mayor expresión de

SOS y entonces de Poi IV.

Debido a que existe una controversia en cuanto al porcentaje de revertantes Lac"

que se generan en FS por una mutación puntual o por amplificación de la región

Lac, se procedió a observar el fenotipo de las colonias Lac ' . Algunos autores

consideran a la amplificación como una respuesta alternativa a la mutación de FS

y concluyen que la mayoría de las revertantes l.ac' provienen de mutaciones

puntuales que corrigen la mutación 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 amplificación.

En el modelo de hipermutación (Rosenberg , 2001) se considera a los eventos de

amplificación como una estrategia alternativa a la corrección de la mutación fuera

de fase que tienen las células de FS para sobrevivir a estas condiciones de estrés.

Esta respuesta tiene un mecanismo distinto, requiere de DNA Poli , pero no de

DNA Poi IV, ni de la respuesta SOS (Hastings et al. , 2004). La amplificación

permite a las células crecer gracias a que tienen más copias del alelo laclZ33 y

por lo tanto más actividad residual de ~-galactosidasa, pero la amplificación es

65Neevia docConverter 5.1



inestable y una vez que el DNA se replica la amplificación se puede perder, o

también al existir más copias de lae, aumentar la posibilidad de después de varias

generaciones ocurra la correción de la mutación fuera de fase. De acuerdo al

modelo de amplificación, este evento es esencial como un paso previo para la

generación de la mutación puntual. Así las colonias en un principio están formadas

por células l.ac" inestables con la posibilidad de generar una colonia de mayor

tamaño l.ac" estable cuando se genere la mutación puntual. Cuando la colonia

crece , las células que la componen son una mezcla de células l.ac" inestables con

laelZ33 amplificado y células l.ac ' inestables que corr igieron la mutación fuera de

fase, por esta razón se tienen colonias con sectores (Roth y Andersson , 2004) ,

pero tiempo después las células Lac" estables predominarán en la colonia. Es por

esto que se deben observar colonias pequeñ as al micro scopio para determinar el

origen de las revertantes Lac".

Al ana lizar a las células integrantes de una colonia volviéndolas a crec er en un

medio que permite distinguir entre las células l.ac ' (fenotipo azul) , capaces de

metabolizar lactosa de las Lac' (fenotipo blanco) , se observa una población

mezclada, ya que algunas células que perdieron la amplificación 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 análisis de los resultados muestra que la mayor parte de las colonias

muestreadas en la cepa silveste y en la mutante gyrl presentan un fenotipo azul,

es decir son mutantes puntuales; y una proporción baja presenta el fenotipo de

sectores. El porcentaje de colonias l.ac" por amplificación no difiere

significativamente entre las cepas silvestre y la mutante gyrr, sugiriendo que las
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colonias Lac" se deben a mutación puntual y no a eventos de amplificac ión. 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 amplificación en lac al día 5 de incubación.

Finalmente, una vez observado el comportamiento de la mutación en gyrr en la

condi ciones de fase estacionaria, se quiso probar si tam bién afectaba la

generación de mutaciones en fase de crecimiento exponencial. Los datos

muestran que independientemente del tipo de mutación analizada, no se observa

una diferencia significativa entre las tasas de mutac ión de la cepa silvestre y su

mutante gyrr. Esto sugiere que gyrl no interviene en la generación de mutac iones

de fase exponencial de crecimiento y por lo tanto no es un antimutador

generali zado. Esto es similar a lo encontrado para la polimerasa IV, la cua l

tampoco interviene en la generación de mutaciones en fase exponencial de

crecimiento (McKenzie et al., 2001) , lo cual hace a ambas proteínas específicas de

FS. Por esta razón resulta aún más intrigante el conocer el mecanismo de acción

de la proteína Gyrl y cómo es que ésta interv iene en el modelo de generación de

mutación de FS.

Gyrl es una proteína con un papel dual, tanto inhibitorio de la actividad de

superenrollamiento de girasa como protector de daño al DNA (Chatterj i y

Nagaraja, 2001). El gen gyrl está regulado por varios factores, actúa en

condiciones en las que la célula puede sufrir más alteraciones y cuando hay daño

al DNA. Esto puede tener implicaciones biológicas importantes, pues las

topoisomerasas de Tipo 1I también existen en eucariontes y tal vez exista alguna
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proteína con una función similar que en condiciones de estrés proteja a la célula

de una mutación que podría resultar deletérea. Aunque también, como proponen

P. Foster y S. Rosenberg, en ciertos sectores de la población puede resultar

favorable una mutación en este gene pues se aumentaría 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:

./ La mutación gyrl- aumenta la frecuencia de mutación de FS de 80 a 100 veces.

./ La ubicación del alelo laclZ33 en el plásmido F' es necesaria para observar el

aumento en la frecuencia de mutación de FS en la cepa gyrl-.

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

./ El mecanismo por el que se generan las mutantes Lac" en la cepa gyrl- es
principalmente por una mutación puntual y no por eventos de amplificación de lac.

../ El alelo ovn:no interviene en la generación de mutantes en la fase exponencia l de
crecimiento

Las conclusiones anteriores sugieren que la proteína Gyrl no actúa como un
antimutador genera lizado sino más bien como un protector de mutaci ón en
condiciones de FS
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PERSPECTIVAS

./ Se planea determinar a través de los ensayos de mutación de fase
estacionaria si el sistema de recombinación RecSCO participa en la

generación de las mutantes en la cepa gyrl-.

./ También se probará si con una mutación en lexA (que no permite la
inducción del sistema SOS) , se reduce la frecuencia de mutación en gyrl-.

./ Evaluar si existe una diferencia en la expresión de la respuesta SOS y si las
células que expresan más esta respuesta son aquellas en las que se
observa un aumento en la frecuencia de mutación de FS. Esto mediante
una mutante en sulA. Además de evaluar si Poi IV así como la
filamentación celular están relacionad as a este fenómeno .

../ Estudiar si la cepa qyrl: es hiperrecombinogénica; para descartar esta
posib ilidad como la que favorece el incremento en la frecuencia de
mutación de FS.

../ Evaluar si en condic iones de FE, gyrl es un antimutador tamb ién en genes
que se encuentran en el plásmido.

../ Además se estudiará si el efec to observado se debe a una inte racción
directa entre Gyrl y DNA girasa; esto se verificará por co­
inmunoprecipitación para determinar si Gyrl en estas condiciones se une
únicamente a la girasa o a otras proteínas. Una vez conocido esto,
determinar el mecanismo por el que Gyrl protege de mutaciones de FS.

./ Confirmar la presencia del transp osón en la mutante qyr': 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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