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RESUMEN

Los plasmidos F de las Enterobacterias contienen al sistema ccd, el cual codifica dos proteinas que
previenen la generacion de células sin plasmido. La proteina toxica CcdB inhibe a fa enzima girasa y
CcdA funciona como antidoto. En la fase exponencial de crecimiento, CcdA se degrada més rapido
que CcdB. En las células que pierden el plasmido F, CcdB inhibe a la girasa, lo que produce dano en el
DNA, la induccion del sistema de reparacion SOS y muerte celular. Las células que sobreviven a la
accion de CcdB pueden presentar mutaciones. El comportamiento del sistema ccd en la fase
estacionaria se desconoce. Una hipdtesis es que en esta fase y en otras condiciones de estrés
nutricional, un aumento en la relacion de CcdB sobre CodA puede causar dano en el DNA y aumentar

la mutagénesis.

Los objetivos del presente trabajo son estudiar la expresion del sistema ccd durante la fase

estacionaria y en la recuperacion del crecimiento celular por adicion de nutrientes.

Los estudios de expresion del sitema ccd se hicieron utilizando fusiones transcripcionales (cca-
lacZ) en el cromosoma de Eschericha coli. La transcripcion del sistema ccd aumenta durante
el crecimiento celular y la fase estacionaria temprana. Dicho aumento €s menor en
presencia de concentraciones altas de las proteinas represoras. El comportamiento de
la actividad transcripcional del sistema ccd durante la fase estacionaria no se afecta
por el pH del medio. La cantidad de las proteinas CcdA y CcdB correlaciona con el
aumento en la transcripcion del operon, las cuales estan presentes durante periodos
prolongados de fase estacionaria y en mayor cantidad con respecto a la fase de
crecimiento exponencial. La expresion del sistema ccd, en ausencia de las proteinas
represoras, es parcialmente dependiente de regulador global de fase estacionaria
sigma S. Los resultados indican que el cambio en la topologia del DNA no afecta la

transcripcion del sistema ccd.



INTRODUCCION

Muerte celular post-segregacional en bacterias.

La muerte celular post-segregacional se ha descrito como un mecanismo para
la estabilidad y/o conservacion de los plasmidos dentro de una poblacion bacteriana.
Sin embargo, la muerte celular puede ser mediada por otros elementos genéticos que
incluso se localizan en los cromosomas bacterianos. Esto implica el mantenimiento de
dichos elementos genéticos posiblemente como un principio de simbiosis o adicién
génica y, por lo tanto, de evolucion genética. En general, la muerte celular programada
estd determinada por sistemas genéticos compuestos de dos genes denominados
sistemas de adiccidn, sistemas antidoto/toxina, o sistemas “killer” (Gerdes y col.,
2005; Kobayashi, 2004). Estos comparten caracteristicas funcionales, ya que uno de
los genes codifica una molécula toxica y el otro una antidoto. El ataque de la toxina
sobre su blanco dentro de la célula es inhibido por el antidoto. Por 1o que, si se pierde
el par de genes u ocurre algo que afecte el balance entre los dos productos génicos, el
antidoto se vuelve inefectivo y la toxina puede actuar sobre su blanco (Kobayashi,
2004). Para los fines del presente trabajo, en esta introduccidon nos referiremos
principalmente a las caracteristicas de los sistemas de muerte celular post-

segregacional codificados en plasmidos y, particularmente, al sistema ccd del

plasmido F.

La estabilidad de los plasmidos de bajo nimero de copias dentro de las células
depende principalmente de un mecanismo activo de paricion; sin embargo, existen
dos procesos mas que juegan un papel importante: la resolucion de los multimeros de
DNA del plasmido que son generados por eventos de recombinacion © replicacion y un
mecanismo de muerte post-segregacional de aquellas células que pierden el plasmido
(Helinski, 2004). El proceso de muerte celular post-segregacional (figura 1) esta
regulado por sistemas que funcionan a través de moléculas tboxicas estables y
moléculas antidoto poco estables, que previenen el efecto toxico de las primeras
(Jenseny col., 1995).
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Figura 1. Modelo del mecanismo de la muerte celular post-segregacional codificado en plasmidos.
Modificado de Couturier y col., 1998.

Tipos de sistemas antidoto/toxina.

Los sistemas antidoto/toxina se pueden clasificar en tres formas dependiendo
del mecanismo de inhibicion del antidoto sobre la toxina: interactuando directamente
con la toxina, protegiendo al blanco celular de la toxina o inhibiendo la sintesis de la
toxina (Kobayashi, 2004).

El primero es el sistema proteina/proteina clasico, donde el antidoto es una
proteina que interactia directamente con la proteina toxica e inhibe su accion.
Cuando se detiene la sintesis del antidoto y la toxina debido a la pérdida de los genes,
los niveles del antidoto bajan mas rapidamente que los de la toxina debido a la accion

de una proteasa especifica y la toxina puede actuar. Dentro de este grupo, entre otros,



encontramos a los sistemas ccd de! pasmido F, pem/parD de los plasmidos R100 y
R1, parDE de los plasmidos RK2 y RP4, phd/doc del fago P1 (tabla 1), chpA o mazEF
y relBE del cromosoma de Escherichia coli (tabla 2) (Jensen y col., 1995; Kobayashi,
2004). La secuencia de los genes que codifican la proteina antidoto de estos sistemas
presentan un porcentaje elevado de identidad, lo cual sugiere la existencia de un gene
ancestral (Gerdes, 2000).

El segundo tipo es el sistema de modificacién-restriccion, donde la toxina es
una enzima de restriccibn que reconoce secuencias especificas en el cromosoma,
mientras que el antidoto es una enzima que metila al DNA de la secuencia especifica
reconocida por la toxina. La pérdida de los genes seguida de la division celular
eventualmente diluye los niveles del antidoto y los sitios de reconocimiento de la toxina
quedan expuestos. Aigunos genes representativos de este sistema son: paeR7! de
Pseudomonas aeruginosa codificado en un plasmido (tabla 1) y dem-vsr de E. coli

codificado en el cromosoma (tabla 2) (Kobayashi, 2004).

El tercer tipo es el sistema regulado por un RNA antisentido, donde el antidoto
es un RNA antisentido que bloquea la expresién del RNAm del gene de la toxina. Sin
embargo, si los genes se pierden, debido a la actividad de las RNAsas el RNA
antisentido decae mas rapidamente que el RNAmM de la toxina, permitiendo asi su
expresion (Kobayashi, 2004). Los genes hok/sok presentes en los plasmidos R1 {tabla
1) o en el cromosoma de E. coli (tabla 2) son representativos de este tercer tipo
(Gerdes y col., 1997; Kobayashi, 2004).

Se han encontrado sistemas de muerte celular homdlogos en organismos
filogenéticamente alejados, lo cual sugiere que se han adquirido por transferencia
horizontal. En el caso del sistema ccd los médulos pem/parD y mazEF presentan
secuencias de baja similitud (Ruiz-Echavarria y col., 1995; Kadama y col., 2003); sin
embargo, la estructura de las proteinas toxicas (Kid, MazF y CcdB) es semejante (Loris
y col., 1999; Hargreaves y col.,, 2002; Kadama y col.,, 2003). Ademas, se han
encontrado operones homologos a ccd en el cromosoma de E. coli 0157:H7 y en el

superintegron de Vibrio fischeri (Kobayashi, 2004).



Tabla 1. Sistemas de muerte en plasmidos 2

Mecanismo Locus Bacteria Toxina Blanco Antitoxina Proteasa o RNAsa del
; N antidoto
Sistemas de ced (lynoletyen F Escherichia coli CcdB (LetD) GyrA (DNA girasa) CcdA (LetA) Lon
interaccién protefna/ pem/parD en R100y E. coli PemK (Kid) DnaB {dependiente de Peml (Kis) Lon
proteina R1 la replicacién)
parDE en RK2 y RP4 Amplia distribucién en ParE DNA girasa ParD
bacterias gram
negativas
phd/doc en P1 E. coli Doc Sistema MazEF Phd CIpXpP
axe-txe en pRUM Enterococus faecium Tex (homdlogo a Doc) Axe (homologo a Phd)
relBE (homélogo) en E. coli RelE RNAm en el ribosoma RelB Lon
p307
pasABC en pTF-FC2 Thiobacillus PasB (homélogo de PasA (homologo de Lon
ferroxidans RelE) Re!B).
mvp (stb) en Shigella flexneri MvpT MvpA
pMYSHB000, plasmido
grande de virulencia
hig en Rts1 Amplia distribucién en HigB HigA
distintos hospederos
segB en pSM19035 Streptococcus Zeta (fosfotransferasa Epsilon (inhibidor de la
pyogenes, amplia con ATP/GTP) union de ATP/GTP)
distribucién en
bacterias gram
positivas
Sistemas de paeR7ien pMG7 Pseudomonas PaeR71 5" CTCGAG de! M.PaeR71
modificacién - aeruginosa cromosoma
restriccién ecoRl en RTF-1 E. coli EcoRl 5" GAATTC del M.EcoRlI
cromosoma
ecoRIl en RTF-2 y N-3 E. coli EcoRlIl 5" CCWGC del M.EcoRll
cromosoma
ecoRV en pLG13 E. coli EcoRV 5" GATATC del M.EcoRV
cromosoma
ssoll en P4 Shigella sonnei Ssoll 5" CCNGG del M.Ssoll
cromosoma
pvull en pPvul Proteus vulgaris Pvull 5" CAGCTG del M.Pvull
cromosoma
bsp61 en pXH13 Especie de Bacillus Bsp61 5' GCNGC de! M.Bsp61
{cepa RFL6) cromosoma
Sistemas regulados por srnBen F E. coli SrnB’ membrana SrnC-RNA
un RNA antisentido hok/sok E. coli HoK membrana Sok-RNA RNAsa Il
pnd en R483 E. coli PndA membrana PndB-RNA
par en pAD1 Enterococcus faecales Fst RNALl

membrana

a Solo se enlistaron aquellos sistemas que se ha demostrado tienen alguna actividad. Modificado de Kobayashi, 2004,




Tabla 2. Sisterhas de muerte en el cromosoima #

Mecanismos Locus (homéligos en Bacteria Toxina Blanco Antitoxina Proteasa o RNAsa Comentario
plésmidos) ) del antidoto
Sistemas de chpA o mazEF E. coli ChpAK (MazF) RNAmM ChpAl (MazE) ClpA En condiciones de
interaccién proteflna (pem/parD) ayuno
/proteina chpB (pem/parD) E. coli ChpBK RNAmM ChpBI En condiciones de
ayuno
relBE (relBE) E. coli RelE RNAmM en el RelB Lon En condiciones de
ribosoma ayuno
Entericidina E. coli Entericidina B Membrana Entericidina A En fase estacionaria
lipoproteina lipoproteina
yefM-yoeB {axe-txe, E. coli YoeB YelM
phd-doc)
spollS Bacillus subtilis SpolISA Cubierta celular SpollB Durante la
esporulacion
Sistemas de haell Haemophilus Haell 5" RGCGCY M.Haell
modificacién - aegyptius
restriccién dcm-vsr (ecoRII) E. coli No tiene 5" CCW(A/T)GG Dcm Dcm protege al
genoma contra
ataques por el
sistema de
modificacion-
restriccion de EcoRll
posteriores a algun
disturbio. Vsr
previene la
mutaciones en el
blanco
Sistemas regulados hokA-hokE (hok) E. coli Hok RNA antisentido
por un RNA Secuencias largas E. coli LdrD RNA antisentido
antisentido repetidas directas o

LDR

» Solo se enlistaron aquelios sistemas que se ha demostrado tienen alguna actividad. Modificado de Kobayashi, 2004.
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El sistema de muerte celular ccd.

El sistema ccd (coupled cell division, por sus siglas en inglés) forma parte del operdn
ccdABrepD (Miki y col. 1984a); donde se codifican la proteina antidoto CcdA (H o LetA),
la proteina toxica CcdB (G o LetD) (Mikiy col., 1984b)y la resolvasa especifica (ResD)
-(figura 2a) (de Feyter y col., 1989). Las proteinas CcdA y CcdB son de bajo peso
molecular (8.7 kDa y 11.7 kDa, 72 y 101 aminoacidos respectivamente) (Bex y col.,
1983). ResD es una tirosina recombinasa de 268 aminoacidos que forma parte del
sistema de resolucion ResD/rfs del plasmido F. Ei sitio de reconocimiento de resD se
localiza por arriba del operdn ccd, en un segmento de DNA que se traslapa con el
origen de replicacion (oriV1) del plasmido F (Hallet y col., 2004). Inicialmente se
involucrd a ResD para la resolucion de cointegrados de F (O "Connor y col., 1986); sin
embargo, se encontré que esta proteina puede separar concatenados de plasmidos
(Laney col., 1986).

a)
C |_’ ccdAccdB repD E SopA sopB
I — [ ) ( I ] i
40.3 498
-35
D)  ccasaraac]iaratacararriacacactaaririacea
42.951 42.890
o1
- -10 . . -
TATAAGAATATATACTGATATGTATACCCGAAGTATGTCA

43.013

AAAAGAGGTGTGCT ATG AAG CAG CGT ATT ACA
Mel Lys Gin Arg le Tiv

GTG ACA GTT JGAC AGC GAC
Val Thr Val Asp

Figura 2. a) Esquema de la region 40.3-49.8 del plasmido F. b) Secuencia de proteccion del complejo

represor CcdA:CcdB sobre la region promotora del sistema ccd. Modificado de Tam y Kline, 1989.
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El operon ccdABrepD se autorregula a través de un complejo represor formado
por las proteinas CcdA y CcdB, el cual se une a la region del operador de 120 pb que
sobrelapa el inicio del marco de lectura del gen ccdA (figura 2b) (de Feyter y col., 1989;
Tamy Kline, 1989a y b; Salmon y col., 1994; Dao-Thiy col., 2002). En solucion CcdAy
CcdB pueden presentar distintas formas estequiométricas, siendo la mas estable la
CcdA2CcdBa. La proteina CcdA se puede unir sola a la region promotora; sin embargo,
la presencia de CcdB aumenta su afinidad y especificidad por el DNA. La relacion
estequiométrica de CcdA y CcdB cuando se unen al DNA es de 1:1 y forman un
complejo de varios multimeros que se unen en espiral alrededor de la region

promotora (figura 2b) (Dao-Thiy col., 2002).

Efecto de ccd sobre la célula.

Los primeros estudios del grupo de Higara identificaron la presencia de dos
genes en el plasmido F, ccdA y ccdB, que aseguraban la presencia del plasmido en
Escherichia coli a través de un mecanismo no dependiente del origen de replicacion
(Ogura e Higara, 1983). Este grupo demostrd que el mecanismo para la estabilidad del
plasmido dentro de la poblacion bacteriana estaba dado por el producto de ccdB, el
cual provocaba la muerte de aquellas células que perdieran el plasmido (Jaffe y col.,
1985). Las proteinas GroES juegan un papel al acoplar la divisién del plasmido F y la

division de la célula huésped (Miki y col., 1988).

Las células que pierden el plasmido se filamentan y disminuyen
importantemente su viabilidad (Ogura e Higara, 1983; Jensen y col., 1995). Sin
embargo, existen células que sobreviven, principalmente si la pérdida del plasmido se
presenta durante la fase de crecimiento exponencial (Jaffé y col., 1985; Van Melderen
y col., 1994) o en la etapa de recuperacion celular después de una fase estacionaria
(Sommer y col., 1985). La sobrevida de estas células posiblemente se debe a que en
estas condiciones de crecimiento activo aumenta la masa celular y, con ello, la dilucién

de la toxina.

El grupo de Couturier propuso por primera vez que CcdB intoxica a 1a célula por

su interaccion con el tomplejo de la DNA girasa de E. coli {Bernard y Couturier, 1992).

12



Miki y colaboradores (1992) identificaron a la subunidad A de la girasa como la
molécula blanco de la proteina CcdB. El efecto inhibitorio de CcdB sobre GyrA puede
ser revertido por la fuerte interaccién de la toxina con CcdA (Makiy col., 1992; Bernard
y col,, 1993). Asimismo, se demostroé que mulaciones en el gene gyrA vuelven a las
células resistentes a CcdB (Bernard y col., 1993; Miki y col., 1992). La inhibicion de
girasa por CcdB provoca cortes de doble cadena en el DNA, la induccidén del sistema

SOS y finalmente la muerte celular (Karoui y col., 1983).

La DNA Girasa es una endonucleasa que introduce supervueltas negativas al
DNA, de manera dependiente de magnesio y ATP. Esta enzima es un heteroligdmero
constituido por dos subunidades A (GyrA) y dos subunidades B (GyrB); con un peso
molecular de 97 y 94 kDa, respectivamente (Champoux, 2001). La GyrA es una
endonucleasa que produce cortes de doble cadena en el DNA. La GyrB es una ATPasa
que aumenta su actividad en presencia de GyrA e induce la translocacion de las
cadenas de DNA previa a su union (Reece y Maxwell, 1991; Kampranis y col., 1999).
GyrA es sensible a las quinolonas, como el acido nalidixico (Hawkey, 2003), mientras

que GyrB se inhibe en presencia de las cumarinas, como la novobiocina (Maxwell,
1993).

El acido nalidixico provoca la unién covalente de la GyrA al DNA (Hawkey, 2003)
formando una barrera que colapsa las horquillas de replicacion y transcripcion
(Willmott y col., 1994). CcdB estabiliza el complejo abierto de! DNA y la girasa de
manera semejante a las quinolonas lo que induce cortes de doble cadena en el DNA
(Bernard y col., 1993; Dao-Thi y col., 2005). Sin embargo, existen diferencias en los
mecanismos de inhibicidon de ambos: en el caso de CcdB es necesaria la presencia de
ATP para unirse al complejo de DNA-girasa (figura 3) (Bernard y col. 1993). CcdB
interactua con la conformacién abierta de la subunidad GyrA (figura 3¢). CcdB-puede
interrumpir el ciclo de catélisis si se une a la girasa cuando la subunidad GyrA corta la
doble cadena de DNA y se encuentra unida covalentemente a él (figura 3e). En este
altimo caso, el segmento T de DNA no podra atravesar la apertura del segmento G
debido a que CcdB bloquea dicho canal; ademas, de que el segmento G no podré ser
ligado de nuevo por GyrA (Dao-Thi y col., 2005). ‘El complejo girasa:DNA:CcdB forma
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una barrera que bloquea las horquillas de replicacién y transcripcién (Bernard y col.
1993; Critchlow y col., 1997) y solo es reversible por la accion de CcdA. Cuando CcdB
se une a la girasa en ausencia de DNA, la enzima se inhibe debido a que los dos
residuos cataliticos de tirosina se encuentran muy apartados para poder realizar el
corte de un segmento G.
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Figura 3. Modelo del mecanismo de inhibicion de CcdB sobre la Girasa. La subunidad GyrA se muestra
en azul, GyrB en verde, el DNA en rojo y CcdB en naranja. a) La Girasa estd en estado de reposo en
ausencia de DNA y las dos subunidades de GyrB estan abiertas. b) El primer segmento de DNA
(segmento G) se puede unir de manera reversible al estado de reposo de la enzima. ¢) Se forma el
complejo de corte, donde el segmento G es digerido por GyrA y ambos extremos permanecen unidos
covalentemente a los residuos de tirosina (Tyr 22). El segundo segmento de DNA (segmento T) puede
pasar a través de GyrB. d) Posterior a la unién de ATP, las subunidades de GyrB se cierran. Este cambio
conformacional permite que el segmento T atraviese la apertura del segmento G, lo que provoca la
introduccién de dos vueltas supernegativas en el DNA. e) CcdB puede unirse a Girasa cuando ésta se
encuentra en la conformacién anterior a la translocacion del segmento T. f-g) Posterior o durante la
liberacion del segmento T, ocurre la hidrélisis de ATP y la enzima recupera su estado relajado. En éste
punto es possible que se inicie un nuevo ciclo o que el segmento G sea religado y que la enzima se
disocie por completo del DNA. Tomado de Dao-Thi y col., 2005
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La antitoxina CcdA evita la inhibicion de la girasa por CcdB, uniéndose a esta
ultima (Bernard y Couturier, 1992; Maki y col., 1996; Bernard y col., 1994; Maki y col.,
1994). La vida media de las proteinas CcdA y CcdB es diferente y dependiente de la
proteasa Lon; sin embargo, la degradacion de CcdA puede retardarse si se encuentra

acoplada con CcdB (Van Melderen y col., 1994).

Existen otros inhibidores proteicos de la girasa que comparien caracteristicas
con las de la toxina CcdB y las quinolonas. Uno de ellos, la microcina B17 (MccB17) en
presencia de ATP es capaz de estabilizar el complejo de corte de girasa y DNA,
interactuando con la subunidad GyrB. La MccB17 inhibe el crecimiento, la replicacion
del DNA e induce la respuesta SOS, por la produccion de cortes de doble cadena sobre
el DNA (Heddle y col.,, 2001). Asimismo, la toxina ParE del plasmido RK2 inhibe la
actividad de la girasa de E. coli ya que favorece la linearizacion de plasmidos
superenrollados en presencia de la girasa. Esto sugiere que estabiliza los complejos de

corte DNA-Girasa de manera semejante a CcdB (Jiang y col., 2002).

El sistema de reparacion SOS.

El sistema SOS se activa por el dano que producen ciertos agentes sobre el
DNA al interrumpir el proceso de replicacion. La induccion de SOS comienza con la
activacion de la proteina RecA (RecA*) (figura 4); la cual interactia con LexA (represor
comun de los genes involucrados en la respuesta SOS) (Walker y col., 2000). RecA*
forma una complejo con LexA para favorecer su autodegradacion, con o cual se
elimina su actividad represora (Linn, 1996). La activacion de RecA se da cuando se

une a cadenas sencillas de DNA presentes durante el dafio (Craig y Roberts, 1980).

Los primeros reportes sobre la induccién de la respuesta SOS se llevaron a
cabo en células portadoras del plasmido F y expuestas a luz UV, donde se promovia la
activacion de un profago (Bailone y col., 1984). Esta induccion indirecta de SOS era
iniciada por el locus ccd dentro del plasmido en aquellas células que lo perdian
durante la division (Sommer y col., 1985). En ausencia de CcdA, el complejo de CcdBy
GyrA unido al DNA impide la continuacion del proceso de replicacion, lo que genera la

formacion de cadenas sencillas de DNA y la inducciéon de SOS (Karoui y col., 1983;
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Sommer y col., 1985; Jaffé y col., 1985; Hishida y col., 2004). La induccién de SOS por
el efecto toxico de CcdB es mas intensa cuando las células se acercan a la fase
eslacionaria y prevalece a lo largo de varias generaciones (Sommer y col., 1985).
Ademas, la induccidon de SOS produce un incremento en el nimero de mutaciones, ya
que los mecanismos de reparacion de SOS son menos fieles que los que operan
normalmente (Linn, 1996). Por lo cual, se ha sugerido que el sistema ccd podria

participar en la generacion de variabilidad genética (Couturier y col., 1998).
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Figura 4. Modelo de induccion del sistema SOS. En un estado celular normal la proteina LexA (A)
reprime la expresrién de los genes de la respuesta SOS (uvrA, sulA, umuD, umuC, dinD) y la proteina
RecA (o) se encuentra inactiva. Cuando la células sufren dafo en el DNA, RecA se activa (e) ya que
reconoce la formacion de cadenas sencillas de DNA e induce la autoprotedlisis de LexA (aa).
Modificado de Linn, 1996.
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ANTECEDENTES

El conocimiento de la regulacion de la expresion y la funcion del sistema ccd se
debe al estudio de las células principalmente en la fase de crecimiento exponencial o
bien en células al inicio de la fase estacionaria (de Feyter y col., 1989; Tam y Kline,
1989a y 1989b; Salmon y col., 1994; Van Melderen y col., 1994). De estos estudios se
deduce que una de las funciones de las proteinas CcdA y CcdB es disminuir el numero
de células sin plasmido en una poblacion de bacterias (Jaffe y col., 1985). Dicha
funcion se debe a la diferencia en la vida media entre la proteina toxica y la antidoto.
Sin embargo, es posible que esta diferencia se manifieste en condiciones de estrés

celular; por ejemplo, el estrés nutrimental durante la fase estacionaria.

Recientemente se inici6 el estudio intensivo de la fisiologia de E. coli en la fase
estacionaria, asi como de los sistemas de regulacion que se activan a la entrada o la
salida de las células a esta fase. Se sabe que en la fase estacionaria disminuye la
transcripcion de un gran nimero de genes y que, contrariamente, se incrementa la de
un conjunto especifico de genes de estrés. Ademas, se presenta una importante
degradacion de proteinas y cambios en la vida media de éstas y de los mRNAs (Kolter y
col., 1993; Hengge-Aronis, 2000; Weichart y col., 2003). Asimismo, las células dejan
de dividirse; por lo que podria esperarse que no hubiera células sin plasmidos en esta
fase. Sin embargo, si los genes ccd no se transcribieran durante la fase estacionaria,
se generaria una condicion similar al de la pérdida del plasmido, donde CcdA se
degradaria mas rapidamente permitiendo el efecto toxico de CcdB sobre girasa y con
ello la induccion de dano al DNA. Durante la recuperacion del crecimiento celular por
adicion de nutrimentos, podria inducirse el sistema de reparacion SOS, dando como

resultado la generacion de células con mutaciones.
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HIPOTESIS

El sistema de muerte celular programada ccd presente el plasmido F contribuye
a generar diversidad genética en poblaciones bacaterinas bajo estrés nutrimental (fase

estacionaria).

OBJETIVO GENERAL
Estudiar la expresion y regulacion del sistema ccd bajo estrés por limitacion de

nutrimentos.

OBJETIVOS PARTICULARES
o Determinar la regulacion de la transcripcion del sisiema ccd por las proteinas CcdA
y CcdB en la fase exponencial, la fase estacionaria y durante la recuperacion del
crecimiento celular por la adiciéon de nutrimentos.
o Determinar la posible induccion de la respuesta SOS por la accion de CcdB sobre
girasa.
+ Determinar la concentracion relativa de las proteinas CcdA y CcdB durante la fase

estacionaria.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas bacterianas, plasmidos y fagos

Las cepas bacterianas de Escherichia coli, los plasmidos y los fagos utilizados en
el presente trabajo se encuentran enlistados en la tabla 3. Los experimentos que se
reportan en este trabajo se llevaron a cabo a partir de cultivos celulares crecidos €n

los medios LB o LB-MOPS en un bano con agua a 37 °C bajo agitacion constante (180

rpm).
Tabla 3. Material biologico utilizado en el presente trabajo.
Genotipo y caracteristicas relevantes Referencias
Cepas
MC4100 F - araD139 Afarg-F-lac) U169 rpslL150 relAl fibB5301 Bachmann,
deoC1 pstF25 rbskR - 1972
C600 thr-1 thi-1 leuB6 lacYl tonA21 supE44 Appleyard,
1954
MC4100 ®(ccd-lacZ) MC4100 con ia fusién transcripcional d{(ccd-lacZ) integrada Este trabajo
al cromosoma
MC4100 rpoS MC4100 rpoS359::Tn10 Este trabajo

MC4100 rpoS ®(ccd-lacZ) MC4100 rpoS359:Tn10 con la fusién transcripcional Este trabajo
®(ccd-lacZ) integrada al cromosoma

ZK920 rp0S359:Tn10 Bohannon vy
col,, 1991

Plasmidos

pOX38KmR Derivado del pOX38 (recircularizacién del fragmento Hindlll Chandler y

de F sin las secuencias de insercion conocidas, excepto un Galas, 1983
fragmento 1S3), KmR

pKT279 Derivado de pBR322, TcR, vector de clonacion Talmadge vy
Gilbert, 1980
pULB2707 Fragmento de la kilobase 42.91 a la 43.6 de la secuencia Van Melderen
del plasmido mini-F clonado en el pKT279 y col., 1994
pRS415 Derivado de pBR322, ApR, TcS, vector de clonacion Simons y <col,,
1987
pMS01 Derivado de pBR322, TcS, ApR Leon y col,
1988
Fagos
ARS45 imm21 ind+, la mitad del extremo 5' terminal de bla (blfa’)y Maurer y col.,
la tercera parte distal de lacZ (del-lacZsc) 1980
P1vir (rpoS) rpoS359::Tn10, TcR Donacién
Membrillo-
Herédndez
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Construccion de fusiones transcripcionales cromosomales.

Las fusiones transcripcionales se lievaron a cabo de acuerdo al protocolo de

Simons y colaboradores (1987).

Fusion transcripcional ®(cca-lacZ) (figura 5).

1. amplificacion por PCR de la region
reguladora del operon ccdAs del
Plasmido F (pOX38Km®)

C ccdAccdB  resD £ SOpA sopB
f i [ ! | i
498
S 2. Clonacion en el vector multicopia
\ s pRS415
bla 71, an lacZ M lacy [T dacA
T
1 /l
| EcoRl l S
5 Smal o
! BamH] s
1 ’
i Il . . -
5 3. Recombinacion in vivo con
i ARS45

\bla‘ \ dellacZy- [ lacY Hiaa4

INSERCION DE UN FAGO RECOMBINANTE

EN EL SITIO att DEL CROMOSOMA DE LA

CEPA MC4100 Y OBTENCION DE LA CEPA
MC4100 &( ccd- 1ac2)

Figura 5. Esquema de construccion de la fusion transcripcional ®(ccd-lacZ).

El fragmento amplificado de ccd se purificd, se digirid con las enzimas EcoRI y
Smal y se clon6 corriente arriba del operon lacZYA presente en el vector pRS415. Se
aislaron varias colonias transformantes MC4100/pRS45®(cca-lacZ). Estas colonias,
azules y resistentes a ampicilina, se cultivaron en medio LB hasta alcanzar un valor de
0.4 de DOsso. Posteriormente, se tomaron muestras para determinar la actividad de -
galactosidasa de cada cepa. Los plasmidos de las cepas con menor actividad se

purificaron por el método de lisis alcalina y se digirieron-con las enzimas £coRl y Smal.

20



Se eligié una cepa donde el producto de digestion de su plasmido correspondiera al
tamano del fragmento ccd. El plasmido con el fragmento ccd clonado se purificd por
columnas de QIAGEN y se mandd secuenciar en un secuenciador automatico ABI
PRISM modelo 310, utilizando los oligos ccdl y oligo Z (tabla 4). La secuencia resulto

idéntica a la del fragmento ccd.

Las clonas seleccionadas se infectaron con el fago ARS45 y se obtuvieron fagos
recombinantes que adquirieron el fragmento ccd. La cepa Lac MC4100 se infectd con
los fagos recombinantes para obtener colonias lisogénicas con una copia de la fusion

ARS45 ®(cca-lacZ) en el sitio attB del cromosoma bacteriano.

Fusion transcripcional ®(sfiA-lacZ) (figura 6).

1. Ampiificacién por PCR de la region
reguladora del gene 5£i4 del min 22
del cromosoma de E. coli K12.

ompA sfiA ORF
. I N L
608 pb
Smal FcoR1
\‘ II . . .
kS / 2. Clonacién en el vector multicopia
pRS415
acA lacY H lacZ - I Tl )'— bl
BamH]
Serred
FeoRl

3. Recombinacién /n vivocon ARS4S5,
semejante a la construccion de la
cepa MC41190 ¢(ccadasB-lact).

4, Insercién de un fago recombiante en el
sitio att del cromosoma de la cepa

MC4100 y obtencion de la
cepa MC4100 ¢(s7Aa-/ac).

Figura 6. £squema de construccion de la fusion transcripcional ®(sfiA-lacZ).
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El protocolo de construccion de la fusion d(sfiA-lacZ) es semejante al de d(ccd-
lacZ). En este caso, se amplificé un fragmento de 608 pb de la regidon reguladora del
gene cromosomal sfiA, el cual se clon6 en el vector pRS415. Se seleccionaron varias
colonias transformantes (colonias azules resistentes a ampicilina); éstas se cultivaron
en LB aerobicamente a 37 °C hasta alcanzar 0.4 unidades de DOsgo y Se incubaron por
30 min con &cido nalidixico (inductor de la respuesta SOS) 400 ug/ml, para determinar

el grado de induccidn de la fusion.

Se amplifico el fragmento sfiA del plasmido pRS415®d(sfiA-lacZ), se purifico por
columna y se mando6 secuenciar con los oligos sfiAl y oligoZ (tabla 4). La secuencia
resultd ser idéntica a la del gene sfiA. La clona con el plasmido pRS415®(sfiA-lacZ)
donde se verific la secuencia de la region promotora de sfiA, se infectdé con el fago
ARS45 para obtener fagos recombinantes. Estos fagos se utilizaron para infectar una
cepa Lac para obtener colonias lisogénicas con una copia de la fusion ARS45d{sfiA-

lacZ) en el sitio attB del cromosoma bacteriano.

Obtencidn, titulacion y transduccion de fagos recombinantes.
Titulacién del fago ARS45.

Se hicieron mezcias de 100 ul de un cultivo de una noche (ON) concentrado 10X de la
cepa MC4100 en varios tubo con 3 ml de TB agar suave y 10 ul de distintas diluciones
del fago (102, 104, 106, 108) y se vaciaron en cajas de . Estas se incubaron a 37°C

y, al dia siguiente se contd el nimero de las placas formadas por el fago con ias

distintas diluciones.

Obtencién de fagos recombinantes ARS45d(ccd-lacZ) 0 ARSASP(sTiA-lacs).

10 ml de LB con MgS04 10 mM se inocularon con la cepa MC4100 con el plasmido
pRS415®(ccd-lacZ) o pRS415d(sfiA-lacZ) y se incubd ON aerbbicamente a 37 °C. €l
cultivo anterior fue concentrado 4 veces en MgS04 10 mM. Por cada 50 ul del cuitivo
se agregaron O, 5y 10 ul de ARS45 y cada mezcla se dejé a temperatura ambiente por
5 min. Mas tarde, se adicionaron 2 ml de LB con MgS04 10 mMy se incubaron de 4 a

6 horas aerébicamente a 37 °C. A los tubos que presentaron lisis se les agregd 100 pul
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de cloroformo, se agitaron fuertemente y centrifugaron a 10,000 rpm por 2 min. El
sobrenadante se coloco en otro tubo y se repitié el paso anterior. La propagacion del

fago se repitid varias veces hasta obtener un titulo de 1010 ufp/ml.

Los fagos propagados se diluyeron 104. 10, y 108 y se agregaron 10 pl de cada
dilucion a distintos tubos con 3 ml de TB agar suave fundido con 100 ul de un cultivo
concentrado de la cepa receptora (MC4100). Los tubos se vaciaron en cajas de % con

XGal, las cuales se incubaron invertidas en un ambiente himedo a 37 °C ON. Los fagos

recombinantes generaron placas de color azul.

Propagacion de fagos recombinantes.

Con una pipeta Pasteur estéril se aisloé una placa azul de los fagos recombinantes y
se diluyo en 50 ul de células concentradas en MgS0s4 10 mM de la cepa MC4100. Los
fagos se dejaron adsorber por 5 min, se agregaron 2 ml de LB con MgS0Os y se
incubaron a 37 °C hasta observar lisis celular. El lisado se limpid dos veces con 100 pul
de cloroformo, centrifugando a 10,000 rpm y rescatando cada vez el sobrenadante. Se
mezclaron 10 ul de distintas diluciones del fago (103, 104, 103, 10%) con 50 ul de
células concentradas de las diferentes cepas en 3 mi de TB agar y se vaciaron en cajas

de 2. con XGal. Las cajas se incubaron a 37 °C ON. El procedimientos se repitio varias

veces hasta obtener un titulo de ~8 X 108ufp/ml.

Transduccion de fagos ARS45®d(ccd-lacZ) 0 ARS45D(sfiA-lac”).

Para la adsorcion de los fagos, a 100 ul de células concentradas de la cepa
MC4100 (descrito anteriormente) se agregaron distintos volumenes de los fagos
propagados (10, 20 y 30 ul) y se dejaron a temperatura ambiente por 12 min. Mas
tarde, se agregd 1 ml de L-broth y se concentraron las células a 10,000 rpm por 2 min.
Posteriormente, las células se resuspendieron en 1 ml de L-broth y se hicieron
diluciones de las células (103, 104, 105) de las cuales se crecieron 100 nl de cada
una en cajas de LB con XGal. Las cajas se incubaron a 37 °C ON. Posteriormente, se

propagaron varias veces las colonias azules en cajas de LB con XGal, hasta observar

colonias lisbgenicas estables.
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Para determinar que la cepas MC4100 contuviera una copia del profago
recombinante se realizaron ensayos de actividad de (-galactosidasa de las colonias
lisogénicas y se seleccionaron aquéllas con menor actividad. Se hicieron
amplificaciones a partir de colonias aisladas de las cepas con las fusiones y se
observd que los productos de amplificacion fueran del mismo tamano que los

fragmentos ccd y sfiA respectivamente.

Titulacion y transduccién con P2lvir.

Titulacién del fago Plvir.

Se centrifugaron 10 ml de un cultivo de Ia cepa MC4100 de fase exponencial (0.4
DOss0, ~ 10° células/ml) a 4,000 g y se resuspendié en 1 ml de triptona 1 %. Se
mezclaron 100 ul de células con una solucion de CaCl2 15 mM y MgS0O4 30 mM y se
incubd de 2 a 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se hicieron mezclas con
100 ul de distintas diluciones del fago (10-4, 10-5, 10-6 y 10-7); las cuales, se
incubaron sin agitacion a 37 °C por 20 min. Cada mezcla se agreg6 a tubos de agar LC
fundido (45°C) y se vacié en cajas de LC. Nuevamente, se cuantificaron las placas

formadas en cada dilucion.

Transduccidn del alelo (rp0S359::Tn10) a través del fago Plvir.

La transduccion con Plvir se llevd a cabo de acuerdo al protocolo de Silhavy y
colaboradores (1984). 500 ul de un cultivo concentrado (10° células/ml) de la cepa
MC4100 d(ccd-lacZ) en triptona 1 % se mezclaron con 500 ul de una solucion de
CaCl2 15 mM y MgS0s 30 mM e incubaron de 2 a 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se agregaron 500 ul del fago (5x107 ufp/ml, previamente propagado
en la cepa ZK920 (rpoS359::Tn10)) y se incubd sin agitacion a 37°C por 20 min. La
mezcla se centrifugd a 10,000 rpm por 2 min y la pastilla resultante se resuspendid en
1.5 ml de medio LB y se volvid a centrifugar. Finalmente, las células se concentraron

en 200 pl de MgS04 10 mM y se sembraron por espatulado en el medio selectivo

correspondiente.

24



Conjugacion del plasmido pOX38KmR.

Cultivos la cepa donadora (C600 /pOX38KmR) y de las receptoras (MC4100,
MC4100 d(ccd-lacZ), MC4100 rpoS "d(ccd-lacZ), o MC4100d(sfiA-lacZ)) se incubaron
en medio LB ON a 37°C. Al dia siguiente, con los ON de la cepas receptoras se
crecieron cultivos de 10 mi del medio LB hasta alcanzar 0.4 unidades de DOsso a
37°C. Mas tarde se agregaron a cada cultivo 0.01 vol del ON de la cepa donadora y las
mezclas se incubaron por 2 horas sin agitacion a 37 °C. 100 ul de cada mezcla fueron
sembrados por espatulado en cajas con el medio de seleccion correspondiente a la
cepa receptora y la resistencia del plasmido conjugado y se incubaron a 37 °C toda la

noche. Las concentraciones de antibiético empleadas se indican en el apéndice del

presente trabajo.

Transformaciones.

Transformacién quimica.

La transformacion de la cepa MC4100 con la fusion ®d(ccd-lacZ) o d(sfiA-lacZ) con
los plasmidos pKT279, pULB2707 se realizé de acuerdo al protocolo propuesto por
Chung y colaboradores (1989). 10 ml de medio LB se inocularon con 50 ul de un
cultivo ON de la cepa a transformar y se incubé aerdbicamente a 37 °C hasta alcanzar
0.4 unidades de DOsso. Se mezclaron volimenes iguales del cultivo y el medio TSS 2X
frio. Por cada 100 ul de mezcla se agregaron de 50 a 100 ng de los plasmidos
correspondientes y se incubd en hielo por 30 min. Posteriormente, se {es dio un
choque de calor a 43°C por 5 min y se regresaron al hielo 5 min mas. A cada tubo se
adicionaron 900 ul de medio LB e incubaron por 1.5 horas a 37 °C. Se sembraron por

espatulado 100 ul de cada mezcla en el medio de seleccion correspondiente.

Electroporacion.

A 40 ul de células competentes se les agregd 2 a 4 ul del producto de ligaciony la
mezcla se transfirid a una cubeta de electroporacion de 0.5 cm. Las celdas se
colocaron una camara TransPorator Plus BTX y se trataron con 1.35 V por 4
milisegundos. Posteriormente, se les agregd 1 ml de medio LB y se incubd a 37 °C por

1 hora. Finalmente, las células se concentraron en 10 veces y se sembraron por
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espatulado en el medio de seleccion correspondiente. Las células electrocompetentes
se prepararon de acuerdo al protocolo de Millar y Nickoloff (1995) con el fin de obtener
~2-4X1010 células/ml.

Purificacion de plasmidos.

Los plasmidos pRS415, pRS415®(ccad-lacZ), pRS415D(sfiA-lacZ), pKT279,
pULB2707 y pMSQO1 se purificaron por el método de lisis alcalina (Sambrook y col.,
1989). Para ello, 1.5 ml de un cultivo ON se centrifugd 1 min a 10,000 rpm, se
desecho el sobrenadante y se repitid la operacion. La pastilla se resuspendid en 100
pul de Solucidon | con RNAsa e incubé por 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se mezcl6 el contenido invirtiendo los tubos con 200 ul de 1a Solucion
il'y se colocé a 4°C por 5 min. Se adicionaron 150 ul de la Solucion Ill, se mezcio y
centrifugd a 4°C 10,000 rpm por 5 min. El sobrenadante se transfirié a otro tubo, se
mezcld con volumenes iguales de fenol/cloroformo, los cuales se centrifugaron a
10,000 rpm por 2 min. La fase superior se transfirié a otro tubo con 2 vol de etanol
absoluto y se dejo precipitando un minimo de 2 horas a -20°C. Los tubos con el DNA
precipitado se centrifugaron en frio a 10,000 rpom 5 min, la pastilla se lavo con €tanol

70 % y se volvid a centrifugar. La pastilla se secdé a temperatura ambiente y se

resuspendié en agua.

El plasmido pOX38Km?R se purificd de acuerdo al protocolo del “plasmid midi-prep”

de QIAGEN; con el cual se obtuvo un rendimiento de 100 pg/ml de DNA.

Obtencién del patrén de distribucion de los topoisémeros de un plasmido.

La purificacion del plasmido pMOS1 se hizo por el método de lisis aicalina
modificado (Sambrook y col., 1989). El cultivo de la cepa MC4100d{ccd-acZ)/pMOS1
se transfirié a tubos de 30 ml con 18 g de LB congelado y triturado. Las células se
centrifugaron a 11,000 rpm por 10 min a 4°C en una centrifuga Jouan modelo
MR18.12 (rotor angulado 8x35 ml). La pastilla se resuspendié en 200 ul de solucion |
con RNAsa y se transfirio a un tubo Eppendorf, se agitd suavemente y se incubd en

agua-hielo durante 10 min. Posteriormente, se adicionaron 400 ul de solucion Il, y se
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mezclo invirtiendo el tubo 4 veces y se incubé 10 min mas en agua-hielo. Se
adicionaron 300 ul de solucion 1ll y se agito el tubo invertido por 10 seg en el vortex e
incubd 10 min en agua-hielo. La mezcla se centrifugé a 10,000 rpm por 15 mina 4°C.
Se tomo el sobrenadante y se le agregaron 650 ul de isopropanol e incubd toda la
noche a -20°C. Posteriormente, se centrifugé a 12,000 rpm por 15 min a 4°Cy la

pastilla se secé a 42°C por 2 horas. La pastilla se resuspendio en agua y azul de

bromofenol 0.4 %.

Las muestras se corrieron en geles de agarosa al 0.1 % en amortiguador TBE 1X
con cloroquina 12 ug/mi; el amperaje utilizado fue de 25 volis durante 22 horas. El
tamano del gel fue de 9x15 c¢cm. Antes de colocar las muestras en el gel, €stas se
centrifugaron por 30 seg a 10,000 rpm y solamente se empled el sobrenadante.
Posterior a la electroforesis, el gel se lavd con agua destilada con agitacion suave
durante 4 horas cambiado el agua cada hora. El gel se tind con bromuro de etidio (2.5
ug/ml) y se fotografio con una camara KODAK TRI-X-PAN con filtro rojo utilizando un

transiluminador de luz UV de onda corta.

Separacion de moléculas de DNA por electroforesis.

La presencia de moléculas de DNA se determind en geles de agarosa al 1 % -en
TBE 1X, corridos a 75 V. Las muestras contenian azul de bromofenol al 0.04 %. Para
determinar el peso molecular se utilizé el marcador de un Kb de tnvitrogen y los geles

fueron tenidos con bromuro de etidio (2.5 pg/ml).

Reaccion de amplificacion de cadena de DNA {PCR).

Fragmento ccd.

La amplificacion de la region reguladora del operdn ccdABrepD de 1037 pb se
realizé utilizando el plasmido pOX38KmR y los oligos ccdl y ccd2 (tabla 4) que
contienen en sus extremos 5’ los sitios EcoRIl y Smal, respectivamente. La reaccion se
corrié en un termociclador Perkin Elmer modelo 9600 con el programa de 2 min a
94°C (temperatura de desnaturalizacién); 30 ciclos de 15 seg a 94°C, 30seg a 61°C

(temperatura de alineamiento), 1 min a 68°C (temperatura de extension); y un ciclo de
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10 min a 68°C (temperatura de extension final). El fragmento amplificado de ccd se

purificé por columna QiAquik de QIAGEN para productos de PCR.

Fragmento sfiA.

Se amplificd un fragmento de 608pb de la region reguladora del gene cromosomal
sfiA de acuerdo al protocolo propuesto por Life Technologies, utilizando los oligos sfiAl
y sfiA2 (tabla 4) con las secuencias de reconocimiento de las enzimas EcoRl y Smal en
su extremos 5', respectivamente. Para ello se mezclaron en agua el amortiguador de
amplificacion GIBCO para Pfx 1X, nucleédtidos (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 0.3 mM, oligo
sfiA1 10 pmol/pl, oligo sfiA2 10pmol/pul, MgS0s 1 mM, DNA cromosdmico de la cepa
MC4100 de 10 pg a 200 ng, DNA polimerasa Pfx 1-2.5U (las concentraciones de los
reactivos son finales). La reaccién de amplificacion se realizd en un termociclador
Perkin Elmer modelo 9600, en el cual se corrid un programa de 5 min a 95°C
(temperatura de desnaturalizacion); 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 59°C
(temperatura de alineamiento), 1 min a 72°C (temperatura de extensidn); y un ciclo de
10 min a 72°C (temperatura de extension final). El fragmento amplificado de sfiA se

purificé por columna QIAquik de QIAGEN para productos de PCR.

Tabla 4. Lista de oligos para la construccién de las fusiones transcripcionales.

Oligos Secuencia

Ccd1 5' AGTGAATTCCAGCAGCGTGTCC 3'=

Ced2 5' AGACCCCGGGCTTCATTCTGC 3'®

sfiAl 5' CCACCCGGGGGCAAGGGGAGAGCTGGCTAATCTGC 3'P
sfiA2 5' CTGGAATTCAATGATCGGTATTCAATTGTGCCC 3'2
oligoZ 5' CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG 3'

(@ Las letras en negrillas indican el sitio de corte de la enzima EcoRl.
® | as letras en negrillas indican el sitio de corte de la enzima Smal.

Restriccion y clonacion de moléculas de DNA.

Digestion con enzimas de restriccion.

EI DNA (productos de amplificacion por PCR y plasmidos) se digirié con las enzimas
EcoRl y Smal, en una relaciébn constante de una unidad de enzima por cada
microgramo de DNA. Las enzimas se emplearon de acuerdo al protocolo recomendado

por el proveedor {Life Technologies).
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Las reacciones de corte se hicieron por separado y después de cada reaccion, el
DNA se limpid con volimenes iguales de fenol/clroroformo y se centrifugd a 10,000
rom por 2 min. A la fase orgénica se le agregaron 2 vol de etanol absoluto y NaCl 33
mM y se dejo precipitando a -20°C por 2 horas. Finalmente, se centrifugdé a 10,000
rpm por 5 min, se desechd el sobrenadante y se lavé la pastilla con 2 vol de etanol al

70 % y se volvid a centrifugar. La pastilla se sec6é a temperatura ambiente y se

resuspendid en agua.

Reaccidn de ligacidon.

La reaccion de ligacion se llevo a cabo con los fragmentos amplificados, ccd o sfiA,
y el vector pRS415, previamente digeridos con las enzimas EcoRly Smal, y la enzima

Ligasa de T4 (1 U/ug de DNA). Se empled el protocolo recomendado por el proveedor

(Life Technologies).

Cuantificacion de la actividad de p-galactosidasa.

La actividad de la enzima se determiné de acuerdo al protocolo descrito por Miller
(1992). Una alicuota (1 ml) de cultivo se incub6 por 5 min con cloranfenicol 25 pg/mly
se centrifugd a 10,000 rpm por 2 min. Las células se resuspendieron en 1 ml de NaCl
0.8 %, se centrifugaron nuevamente, se resuspendieron en 1 ml de amortiguador Z y
se cuantifico la densidad Optica de cada tubo a DOeoo €n un espectrofotometro
BECKMAN modelo DU-65. Se hicieron diluciones de la suspension anterior (25, 50 y
100 ul) en 1 ml final de amortiguador Z y se le agregd a cada dilucion 10 ul de
cloroformo y 5 pul de SDS 0.1 %. Los tubos se agitaron por 5 min en el vortex y se
incubaron a temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente, se les agregd 200 pl
de ONPG (o-nitrofenil-B-D-galtopiranosido, 4 mg/ml), se agitaron y se comenzé a tomar
el tiempo hasta que la solucion se torné amarillenta. La reaccion se detuvo con 500 pl
de Na.CO3z 1 M. Se determiné la densidad éptica del contenido de los tubos a DOa20 ¥
DOsso. Para calcular la actividad de p-galactosidasa, cantidad de ONPG hidrolizado por

minuto por densidad celular, se utilizo la ecuacién de Miller:
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Unidades Miller = ]000—[DO‘3" = (DO X1 '75)]

1xvx DOy,
t = tiempo de la reaccion (min).

v = volumen de la dilucién celular (ml).

Los cultivos bacterianos que se incubaron por periodos prolongados se hidrataron

cada 24 horas con 0.01 vol de agua estéril.

Visualizacién de las proteinas CcdA y CcdB por ensayo de “Western-blot”.
Precipitacion de proteinas.

Una muestra de cultivo de diferentes cepas (~ 2x108 células/ml) se mezcldé con el
inhibidor de proteasas PMSF 50 uM y acido tricloroacético 5 % final y se incubd en
hielo por 20 min. La mezcla se centrifugd por 5 min a 10,000 rpm. Se desechd el
sobrenadante y la pastilla se lavo con Tris 25 mM pH 8.0 - etanol (1:1) y se volvid a
centrifugar. La muestra se sec6 y resuspendio en 40 ul de amortiguador Laemmli de

corrida con 5 % de B-mercaptoetanol.

Ensayo de Western blot.
Los extractos de proteinas se corrieron en geles desnaturalizantes de glicina-
poliacrilamida (“glycine-SDS-PAGE"). Las muestrasse hirvieron durante 3 min antes-de

cargarlas en el gel.

Los geles se prepararon de acuerdo a la técnica de Laemmli {1970). El gel
separador se prepard con acrilamida 16.5 %, Tris-HCl 1.5 M pH 8.8, SDS 0.1 % y se
polimerizé con persulfato de amonio 10 mM y TEMED 0.025 %. £l -gel concentrador
contenia acrilamida 3 %, Tris-HCI 0.5M pH 6.8, SDS 0.1 % y se polimerizd de manera
semejante al gel separador. Los geles se -corrieron en una camara para electroforesis
verticales PROTEAN Il Cell (BioRad) con amortiguador Laemmli a 70 V para el -gel
concentrador y 140 V para el separador o en una camara MINI PROTEAN 1lI Cell
(BioRad). Se hicieron geles de referencias para determinar que {a cantidad de proteina

cargada en las distintas condiciones fuera la misma.



La parte inferior de los geles se electro-transfirid a una membrana de nitrocelulosa
(Schleicher-Schuell) en una cdmara de transferencia MINI TRANSBLOT Cell (BioRad)
con amortiguador de transferencia a 100 V (250-350 mAmp) durante 1 hora 6 30V
(69 mAmps) toda la noche.

Las proteinas CcdA y CcdB se detectaron con ayuda de anticuerpos policlonales de
conejo (donacidn geherosa de Martine Couturier). Las membranas se incubaron en
una solucion de leche descremada (Svelty) con PBS-Tween 20 0.1 % una hora a
temperatura ambiente en agitacion. Se lavo 3 veces por 5 min con PBS-Tween 20 0.1
%. Posteriormente, las membranas se incubaron en presencia del anticuerpo primario
anti-CcdA (1/1000, durante 1.5 horas a temperatura ambiente) o anti-CcdB (1/200,
toda la noche a 4°C) diluidos en PBS-Tween 20 0.1 %. Se lavaron 6 veces cada 5 min
con PBS-Tween 0.1 % y se incubaron durante 20 6 45 min respectivamente en
presencia del anticuerpo secundario anti-lgG de conejo limpio* (1/1500, ZYMED)
diluido en PBS-Tween 20 0.1 %. Las membranas se lavaron 2 veces 5 min con PBS-
Tween 20 0.1 % y 3 veces 5 min con PBS. Las membranas se trataron con un Kit
ECL™ (RPN 2209) de Amersham quimioluminicente y se expusieron a diferentes
tiempos a peliculas de rayos X (X-Omat 8x10", Kodak); las cuales se revelaron segun

las recomendaciones del proveedor.

* El anticuerpo diluido se incub6 dos veces en presencia de una membrana con proteinas
de la cepa MC4100 durante 45 min a temperatura ambiente.
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RESULTADOS

Regulacion de la transcripcién del sistema ccd en bacterias en fase de crecimiento
exponencial y estacionario.

El sistema de muerte celular ccd se ha estudiado principalmente durante la fase
de crecimiento exponencial (FE) (de Feyter y col.. 1989; Tam y Kline, 1989a y 1989b;
Salmony col., 1994); sin embargo, se desconoce su actividad en células que no estan
dividiéndose activamente. Se sabe que durante la fase estacionaria de crecimiento
(FS) de E. coli la transcripcién y traduccibn de muchos genes disminuyen
importantemente y se incrementan las de genes especificos de dicho estrés
nutrimental {(Hengge-Aronis, 2002). Por lo cual, es necesario conocer si este operon se
transcribe y, sobre todo, si las proteinas CcdA y CcdB se encuentran presentes en las
células bajo éstas condiciones. En una primera etapa se determind el nivel de
expresion de ccd a través de la actividad de B-galactosidasa a lo largo de la curva de
crecimiento de la cepa MC4100 con la fusién transcripcional ®(ccd-lacZ) en medio LB
0 en LB-MOPS. El pH en cultivos de FS en medio LB-MOPS permanece neutro (7.0-7.3);
mientras que en los cultivos en LB aumenta hasta 8.6 durante la FS tardia. En €l
primer caso las células estan unicamente bajo estrés nutrimental; mientras que en €l
segundo estan bajo estrés nutrimental y de pH alcalino. Es probable que la
alcalinizacién de los cultivos en LB se deba a la secrecién de compuestos aminados al

medio de crecimiento (Lazar y col., 1998).

Las figuras 5a y 5b muestran que la actividad de la enzima reportera $-
galactosidasa, en ausencia de las proteinas reguladoras CcdA y CcdB, aumentd
progresivamente conforme las ¢élulas se acercan a la FS. A las © horas de crecimiento,
aproximadamente 3 horas de fS, la actividad de la enzima reporiera fue 8.5 {(LB-
MOPS) 6 9 veces (LB) mas alta que la observada a la mitad de {a FE (mid-log) (450 a
550 unidades Miller). Después de este incremento, la actividad de la enzima en
bacterias en FS de 1-3 dias disminuyd, pero se mantuvo aproximadamente 4.5 (LB-
MOPS) 6 6 (LB) veces mas alta que en las bacterias en mid-log. Al dia 5 de S se
observd un incremento reproducible en la actividad de la enzima en bacterias de
cultivos en LB-MOPS o LB.
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Figura 5. Actividad transcripcional del sistema ccd a lo largo de la curva de crecimiento. Las cepas
crecieron en a) LB o b) LB-MOPS. Los simbolos abiertos representan el crecimiento celular en D.0. 600
nm de A. Los simbolos cerrados representan la actividad de P-galactosidasa en unidades Miller
relativas, donde una unidad relativa corresponde a 450-550 unidades Milier de células en mid-log. (M)
MC4100 ®(ccd-lacZ) (O copias del operon ccdAB); (@) MC4100 d(ccd-lacZ)/pOX38Km (una copia del
operon ccdAB); (A) MC4100 ®(ccd-lacZ)/pKT279 (vector con O copias del operdn ccdAB); (®) MC4100
®(ccd-lacZ)/pUL2707(15-20 copias del operon ccdAB). Los resultados son el promedio de al menos 3

experimentos donde la desviacion estandar no fue mayor a 20 %.
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La actividad de la B-galactosidasa a lo largo de la curva de crecimiento de la cepa
MC4100 d(ccd-lacZ) con el plasmido pOX38-Km (1 copia del operon ccd) fue menor
que la actividad mostrada en esta cepa sin el plasmido (figura Sa y 5b). A las 3 horas
de FS (9 h de crecimiento), la actividad de la enzima, al igual que en la cepa sin
plasmido, alcanzé su nivel maximo. En este caso la actividad de la enzima fue
aproximadamente 6 veces mayor que la mostrada en mid-log. Después la actividad
bajé, pero se mantuvo a niveles superiores que en las bacterias en FE y volvid a
aumentar al dia 5. Los resultados fueron similares en las bacterias de cultivos en LB-
MOPS o LB. Es importante sefalar que los resultados obtenidos durante la fase
estacionaria tardia deben tomarse con reserva, ya que se desconoce la estabilidad de
la enzima B-galactosidasa en estas condiciones y, por lo tanto, podrian no reflejar los

niveles reales de transcripcion.

Adicionalmente, se determiné la actividad de [3-galactosidasa en presencia de un
plasmido multicopia con y sin el operon ccd. Esta actividad fue aproximadamente 10
veces menor en la cepa MC4100 ®d(cca-lacZ)/pULB2707 que en la cepa con el
plasmido vector MC4100 ®(ccd-lacZ)/pKT279 o en la cepa sin plasmido (450 a 550
unidades Miller). Lo anterior implica que la presencia de una concentracién alta de las
proteinas CcdA y CcdB reprime de manera importante la transcripcion del operon ccd.
Sin embargo, la actividad de la enzima fue también mayor en las bacterias en FS que
en mid-log. Nuevamente, en este caso no se observaron diferencias significativas entre
las bacterias de cultivos en LB-MOPS o LB.

Estos resultados sugieren que la actividad transcripcional del operon ccd en
ausencia de las proteinas CcdA y CcdB aumenta a lo largo de la curva de crecimierto y
alcanza un maximo en la FS temprana. Posteriormente, se observa una disminucién en
el nivel de transcripcion del operon ccd y un incremento reproducible a los 5 dias de
FS. Sin embargo, durante la FS este nivel se mantiene significativamente mas elevado
que en las bacterias en mid-log. La presencia de CcdA y CcdB cuando estan
codificadas por una copia del operéon ccd (plasmido pOX38-Km) inducen una
disminucién en la transcripcion del operon; sin embargo, el patron de transcripcion a lo

largo de la curva de crecimiento es similar al que presentan las bacterias sin las
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proteinas Ccd. Esto sugiere que si bien la cantidad de proteina que se sintetiza a pantir
de una copia del operon ccd induce una disminucion en la transcripcion del operén,
esta cantidad no es suficiente para reprimir la transcripcion del operdn ccd a niveles
mas bajos o iguales a los que se observan en bacterias en mid-log. Sin embargo, la
cantidad de estas proteinas en bacterias con un numero alto de copias del operdn si
reprime de forma importante la transcripcién. Los eventos de induccidn y regulacion de

la transcripcion no son afectados por el cambio de pH en el medio de cultivo.

Regulacion de la transcripcion del sistema ccd durante la recuperacion del
crecimiento por adiciéon de nutrimentos.

La FS es una respuesta a la limitacion de nutrimentos y la consecuente
disminucion del metabolismo bacteriano (Hengge-Aronis, 2000). Aunque en los Ultimos
anos se ha avanzado en el conocimiento de ia FS, todavia se desconocen muchos
aspectos de la fisiologia de las células en esta fase y en particular del sistema ccdAB.
Por ejemplo, no se sabe si en las células en FS la vida media de CcdA es menor que la
de CcdB, como esta reportado para la FE. Por otra parte, se sabe que CcdB requiere
que girasa esté unida al DNA en presencia de ATP para poder inhibir su actividad
(Bernard y col., 1993) y en las bacterias en FS la concentracién de ATP es baja. El
blanco de CcdB, la enzima girasa, se encuentra presente en las células de FS y
recupera su actividad rapidamente en respuesta al aumento en la poza de ATP al
anadirse nutrimentos (Reyes-Dominguez y col., 2003). Por lo tanto, es posible que el
efecto toxico de CcdB sobre girasa pudiera darse durante la recuperacion del
crecimiento por adicién de nutrimentos; por lo cual, se decidié evaluar la expresion del

operdn ccd bajo estas condiciones.

Cuando se anadieron nutrimentos a los cultivos de 120 h en FS, la actividad de B-
galactosidasa disminuy6 aproximadamente 5 veces con respecto a la observada a 10s
5 dias de FS (5000 unidades Miller) y se mantuvo constante por mas de 150 minutos
de incubacion. El resultado fue similar para los cultivos en LB-MOPS o LB (figura 6a y
6b). Sin embargo, en los cultivos de 24 h de incubacién, si se observé un ligero
aumento en la actividad de la enzima después de 90 minutos de recuperacion (figura

6c¢). La actividad transcripcional de la cepa MC4100®d(ccd-lacZ) con el plasmido
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pOX38-Km en las distintas condiciones, resulté ser menor en comparacion de la cepa

sin el plasmido (figura 6a, b, ¢, y d).
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Figura 6. Actividad transcripcional del sistema ccd durante la recuperacion del crecimiento por
adicién de nutrimentos. Los simbolos representan unidades Miller relativas, donde una unidad relativa
corresponde a 1000-1200 unidades Miller de céiulas a tiempo 0. Las cepas (B) MC41.00 ®{ccd-lacl) y
(@)MC4100 d(ccd-lacZ)/pOX38Km se diluyeron 1:10 en medio LB-MOPS (a) y LB (b) después de 120 h
0 en LB-MOPS después de 24 h (c) de incubacion. Las células que crecieron en LB-MOPS por 120 h se
lavaron previamente a la dilucién (d) {ver material y métodos). Los resultados son el promedio de al

menos 3 experimentos donde la desviacién estandar no fue mayor al 10 %.
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Para determinar si el(os) producto(s) metabdlico(s) de la FS pudiera(n) reprimir la
transcripcion de la fusion ®(ccd-lacZ), se elimind el sobrenadante de !as células de
120 horas de incubacion y se les agrego medio nuevo. El resultado muestra que la
actividad de la enzima bajo estas condiciones es similar al observado en el cultivo

normal (figura 6d).

Los datos anteriores sugieren que la actividad transcripcional del operon ccdAB se
mantiene baja aun después de 150 minutos de la adicion de nutrimentos a los cultivos
de FS tardia (120 h). En el caso de cullivos de 24 h de crecimiento en LB-MOPS, se
observd un moderado incremento en esta actividad 90 min después de anadirse
nutrimentos al cultivo. Asimismo, la expresion de la fusion ®(ccd-lacZ) es
independiente de los cambios de pH y de moléculas disueltas en el medio de cultivo de
120 horas de incubacion. El efecto represor de las proteinas CcdA-CcdB sobre la
transcripcion de las fusion ®(ccd-lacZ) estuvo presente en las condiciones

experimentales de recuperacidon del crecimiento analizadas en este trabajo.

Determinacién de la cantidad relativa de CcdA y CcdB durante las fases de crecimiento
exponencial y estacionario.

El sistema proteico de muerte celular ccd ha sido estudiado exiensivamente en
células que pierden el plasmido F durante el crecimiento {Bernard y Couturier, 1993;
Bex y col., 1993; Van Melderen y col., 1994; Maki y col., 1996). Se sabe que al inicio
de la FS las células sufren un alto recambio de proteinas (Hengge-Aronis, 2002). Es
posible que en esta fase, donde hay poca divisién celular y una pérdida baja del
plasmido F (datos no mostrados), el efecto toxico de CcdB pueda darse debido a un
decremento en la expresion de las proteinas Ccd. Por lo tanto, para los fines del
presente trabajo resulté importante demostrar la presencia y la relacion que guardan

las proteinas CcdA 'y CcdB durante un estrés por limitacion de nutrimentos.

A través de un ensayo de “Western blot” se determindé la presencia de las
proteinas Ccd en la mid-log de la curva de crecimiento y durante la FS. En un medio
amortiguado (LB-MOPS) no fue posible determinar con claridad la expresion de la

proteina CcdA de acuerdo al protocolo descrito en 1os Materiales y Métodos debido a
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que el anticuerpo reconocia, ademas de CcdA, otra proteina de un peso molecular
semejante. Sin embargo, en una reciente publicacion a través de ensayos de
inmunoprecipitacion se lograron determinar dichas variaciones (Aguirre-Ramirez y col.,
2005). La identificacién de CcdA a partir de los extractos de medio LB fue un poco

mas clara.

LB-MOPS LB
25 9 24 72 120 25 9 24 72 120 (horas)

Codd M & S W 8| B o o

CcdB

Denstdad relativa

25 9 24 72 120 25 9 24 72 120

Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 7. Expresion de las proteinas CcdA y CcdB durante un estrés nutrimental prolongado. Los
extractos protéicos de la cepa MC4100/pOX38Km se separaron en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para el ensayo de Western-blot. Para
CcdB se obtuvieron resultados semejantes en al menos tres experimenios independientes. Se usaron
como controles los extractos de cepa MC4100/pUL2707 sobreproductora de CcdA y CcdB. Se muestra

un experimento representativo.
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En medio LB los niveles de la proteina CcdA aumentan conforme las células
alcanzan la FS (figura 7), y dicho aumento se mantiene constante hasta las 24 h de
crecimiento. Sin embargo, después de 72 h de crecimiento la cantidad de CcdA
disminuyé a niveles muy semejantes a los observados durante la mid-log. Un
comportamiento semejante fue observado en medio LB-MOPS (Aguirre-Ramirez y col.,
2005). Asimismo, la proteina CcdB aumento al inicio de la FS en células cultivadas en
ambos medios. En este caso la cantidad de CcdB se mantuvo constante y por encima
de lo observado en la mid log; aun después de cinco dias de crecimiento tanto en
medio LB-MOPS como en LB.

Los datos obtenidos sugieren un aumento en la cantidad de las proteinas Ccd en
células bajo un estrés nutrimental. Se ha propuesto que un aumento en el nivel
transcripcional del operdon ccd es esperado cuando hay una mayor cantidad de CcdB
con respecto a CcdA (Afif y col., 2001). Por lo tanto, la clara disminucion de la proteina
CcdA a los tres dias de crecimiento, podria estar relacionada con el aumento en la

actividad transcripcional del operdn ccd observada a los cinco dias de FS (figura 5).

Efecto del gene rpoS en la regulacion de la transcripcion del sistema ccd durante la

fase estacionaria.

La expresion de aproximadamente 100 genes necesaria para la supervivencia de
la célula durante el estrés nutrimental es dependiente del factor o (Hengge-Aronis,
2002; Weber y col., 2005). El andlisis de la region -10 del promotor ccd sugiere una
posible regulacién por dicho factor. Se sabe que durante la FE de crecimiento el
principal regulador de la expresion de ccd es ¢’ sin embargo, la secuencia propuesta
para la region -10 del promotor (ATATACT) podria ser también reconocida por el factor
os. A pesar de que en la secuencia -10 consenso (CTACACT) del factor ¢ la C inicial es
altamente conservada, se sabe de al menos tres promotores de genes fuertemente
dependientes de oS que presentan una A en dicha posicion (Lee y Gralla, 2001). Por lo

tanto, en el presente trabajo decidimos evaluar el papel de o en la expresidon del

operdn cced.



Los experimentos se realizaron (nicamente en medio LB-MOPS, donde la
viabilidad de la mutante rpoS es similar a la cepa silvestre (Lazar y col., 1998). En LB
la cepa mutante presenta una menor viabilidad que la silvestre a tiempos prolongados
de fase estacionaria (datos no mostrados). En la figura 8 se observa que la actividad
transcripcional de la ®(ccd-lacZ) en ausencia del plasmido pOX38Km en {a cepa
rpoS::Tn10 es menor que en la cepa silvestre. Sin embargo, la expresion de la fusion
varia de manera semejante a la cepa silvestre; es decir, la transcripcion aumenta al
inicio de la FS y posteriormente disminuye a niveles por encima de los observados
durante la mid-log. La presencia del plasmido pOX38Km no modifico la expresion de la
fusion ®(ccdAB-lacZ) en la mutante rpoS, contrario a la disminuciéon observada en la

cepa silvestre.

Actividad relativa de
B-galactosidasa
wu 009 'O'a

0 ¥ 1 ! Tlll

0 4 8 12 40 80
Tiempo (horas)

Figura 8. Efecto de una mutante rpoS sobre la transcripcion del sistema ccd a lo {argo de la curva
de crecimiento. Las cepas MC4100 ®(ccd-lacZ) y la cepa MC4100 d{ccd-lacZ) rpoS::Tn10 se cuitivaron
en medio LB-MOPS. Los simbolos abiertos representan el crecimiento celular en D.0. 600 nm de A. Los
simbolos cerrados muestran las unidades Miller relativas donde una unidad corresponde a 450-550
unidades Miller de células en mid-log. (B) cepa silvestre; (@) cepa silvestre /pOX38 (una copia del
operén ccdAB); (A) cepa rpoS; (@) cepa rpoS /pOX38 (una copia del operdn ccdAB). Los resultados son

el promedio de al menos 3 experimentos donde la desviacion estandar no fue mayor a 20 %.
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Los resultados indican que en ausencia de las proteinas reguladoras CcdA-CcdB,
oS puede contribuir de manera parcial en el nivel de expresion del operdn ccd y en
ausencia de dicho complejo represor la transcripcion del operon depende

principalmente de ¢”".

Efecto del superenrollamiento en la regulacion de la transcripcion del sistema ccd.

En la naturaleza se conocen genes cuya expresion es regulada por el grado de
superenroliamiento del DNA. Asimismo, durante la fase estacionaria el nucleoide se
encuentra mas relajado (Travers y Muskhelishvili, 2005). Para evaluar si €l aumento en
la expresion de los genes ccdAB se debe a cambios del superenrollamiento del DNA, la
cepa MC4100 con la fusion ®(ccd-lacZ) se transformd con el plasmido pMSO1 y se
determinaron la actividad de P-galactosidasa y la distribucion de topoisomeros en
presencia de novobiocina, inhibidor de la subunidad B de la girasa. Sin embargo, no se
observé una modificacion de la expresion del sistema ccd (figura 9a) a pesar de los

cambios en el superenrollamiento inducidos por la novobiocina (figura 9b).
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Figura 9. Efecto del superenrollamiento sobre la transcripcion del sistema ccd. La cepa MC4100
®(ccd-lacZ) con el plasmido multicopia reportero pMSQ1 crecidé aerébicamente a 37°C en medio LB
hasta 0.4 DOsso, se agregb al cultivo novobiocina 600 nug/ml y se continué la incubacién por 10 min. La
actividad de B-galactosidasa {(a) y la distribucion de topoisémeros (b) se realizaron de acuerdo a los

protocolos descritos en materiales y métodos. R= plasmidos relajados. S= plasmidos superenroliados.
Experimento representativo.
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Los resultados sugieren que bajo las condiciones estudiadas el

superenrollamiento no afecta la regulacion de la expresion del operdn ccd.

Induccion del sistema SOS durante la fase estacionaria.

Se sabe que la inhibicion por CcdB de la actividad de endonucleasa de la
subunidad A de la girasa, genera cortes de doble cadena que inducen la respuesta
SOS (Sommer y col., 1985). Por lo cual, en el presente trabajo se construy6é una fusion
transcripcional del promotor del gene sfiA; el cual pertenece a uno de los primeros
genes que se expresan durante la respuesta jerarquica del sistema SOS y se evalu6 su

expresion en presencia de los plasmidos que contiene al sistema ccd.
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Figura 10. Efecto del sistema ccd en la induccion de SOS. La actividad de P-galactosidasa se
cuantifico a lo largo de ta curvad de crecimiento (a) y durante la recuperacion del crecimiento por
adicion de nutrimentos (b). Las cepas se cultivaron en medio LB-MOPS. Los simbolos abiertos
representan el crecimiento celular en D.0. 600 nm de . Los simbolos cerrados representan la actividad
de B-galactosidasa en unidades Miller relativas, donde una unidad relativa corresponde a 450-550
unidades Miller de células en mid-log. (M) MC4100 ®(sfiA-lacZ) (O copias del operdn ccdAB); (@)
MC4100 ®(sfiA-lacZ)/pOX38Km (una copia del operén ccdAB);, (&) MC4100 d(sfiA-lacZ)/pKT279
(vector con O copias del operén ccdAB); (€) MC4100 d(sfiA-lacZ)/pUL2707(15-20 copias del operdn

CCdAB). Los resultados son el promedio de al menos 3 experimentos donde la desviacion estandar no

fue mayor al 10 %.
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Los ensayos de [-galactosidasa efectuados con la cepa MC4100 d(sfiA-lacZ),
transformada con los plasmidos pOX30-Km y pULB2707 no mostraron ningun cambio
significativo sobre la expresion del gene sfiA con respecto a la cepa sin plasmido
(figura 10a). Estos datos se obtuvieron al cullivar las cepas tanto en medio LB-MOPS
como en LB. Asimismo, durante la recuperacion del crecimiento en ambos medios de
cultivo no se observd ningun cambio en presencia de los plasmidos que contienen al
operon ccdAB (figura 10b). Sin embargo, la actividad de [B-galactosidasa de la cepa
MC4100 ®(sfiA-lacZ) aumentd después de 30 min de incubacion en presencia de

distintas concentraciones de acido nalidixico (figura 11).
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Figura 11. Activacién de la expresion del gene sfiA en presencia de acido nalidixico. La cepa
MC4100 ®(sfiA-lacZ) se crecid en medio LB-MOPS y la actividad de B-galactosidasa se cuantificé 30 min

después de agregar al cultivo distintas concentraciones del antibidtico.

Estos ultimos datos indican que el sistema ccd no induce la respuesta SOS en
células en crecimiento activo, durante la fase estacionaria o durante la recuperacion

del crecimiento por adicidn de nutrimentos.
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DISCUSION

Se ha propuesto que los sistemas de antidoto-toxina pudieran tener funciones
adicionales a la de la estabilidad de los plasmidos dentro de la célula (Gerdes, 2000;
Pandey y Gerdes, 2005). La conservacion de dichos sistemas, tanto en plasmidos
como en cromosomas bacterianos, sugiere una funcion biologica para la muerte
celular que puede inducir y por 10 tanto, se le ha relacionado con mecanismos de
adicion génica y evolucion (Kobayashi, 2004). Sin embargo, el hecho de que no todas
las células en las gque se activa la toxina mueren, y que al menos el sistema
cromosomal MazEF (Gerdes y col., 2005) y el plasmidico ccd (este trabajo) aumentan
su expresion en condiciones de estrés nutrimental, muestra que estos sistemas
pueden tener otras funciones. Por ejemplo, se ha propuesto que estos sistemas
favorecen un estado bacteriostatico de supervivencia celular durante el estrés
nutrimental al contribuir a la disminuciéon de la sintesis de macromoléculas en las

células en ayuno (Gerdes, 2000).

Los resultados del presente trabajo sugieren que el sistema ccd pudiera tener
la funcion bacteriostatica, debido a que la actividad transcripcional del promotor
aumenta a lo largo de la curva de crecimiento y durante la entrada a la fase
estacionaria, al igual que las cantidades de proteinas CcdA y CcdB se mantienen altas
en condiciones prolongadas de estrés nutrimental, en comparacion a la fase
exponencial de crecimiento. La presencia de las proteinas Ccd en esta fase abre la
posibildad de que en condiciones fisiologicas de las células en ayuno, la toxina CcdB
pueda actura. Se sabe que la relacion estquiométrica entre CcdA y CcdB modula la
unién del complejo represor al promotor; es decir el tetramero CcdA,-CcdB: es capaz
de pegarse al operador, mientras que el hexamero CcdA2-CcdBs no se une. Ademas, un

exceso de CcdB desestabiliza la unién del tetramero al operador. (Afif y col, 2001).

Lo anterior explica el aumento en la transcripcién del sistema ced al inicio y en
periodos prolongados de la fase estacionaria; donde ambas proteinas se encuentran
presentes y CcdB parece ser mas abundante. Sin embargo, se requieren experimentos

mas cuantitativos para determinar la relacion de CcdA/CcdB en las células bajo estrés.
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Asimismo, la proteasa Lon aumenta su actividad en condiciones de estrés nutrimental
(Gottesman, 1996) por lo que es posible, que en células con plasmido, se dieran
cambios en la relacion de las proteinas CcdA y CcdB. Por lo tanto, el sistema ccd
podria activarse por dos vias, al aumentar su transcripcion en estados estacionarios de
crecimiento y por la actividad de la proteasa Lon sobre la antitoxina {CcdA) durante

esta fase {(Gerdes y col., 2005).

Adicionalmente, demostramos que la transcripcidon de ccd, al menos bajo
condiciones en las cuales el complejo represor CcdA-CcdB no estéd presente, es
parcialmente dependiente de oS; el principal factor transcripcional que regula la
mayoria de la expresion de los genes de fase estacionaria (Hengge-Aronis, 2002). Es
posible que CcdB, al interactuar con GyrA, pudiera contribuir a disminuir la tasa de
replicacion en bacterias bajo estrés; ya que se ha demostrado que la cantidad de

girasa no disminuye durante la fase estacionaria (Reyes-Dominguez y col., 2003).

Asimismo, se ha propuesto que el sistema ccd podria jugar un papel en la
generacion de variabilidad genética en la fraccion de células que no heredan el
plasmido F (Couturier y col., 1998). Esta variabilidad se observaria en aquellas células
que en crecimiento activo pierden el plasmido durante la division celular y no mueren
por el dano en el DNA generado por la inhibicion de CcdB sobre girasa. La reparacion
de este dano se da durante la respuesta SOS, la cual es frecuentemente mutagénica.
Las células en las que la reparaciéon no es rapida y eficiente, mueren, mientras que la
fraccion de células que sobrevive muestra diversidad genética. Las células que no se
dividen activamente y que conservan el plasmido, pueden también generar diversidad

genética.

En el presente trabajo caracterizamos la expresion y regulacion del sistema ccd
en condiciones de limitacion de nutrimentos. Sin embargo, no logramos determinar su
posible papel en la generacion de diversidad genética propuesto en la hipdtesis. £n un
trabajo posterior (anexo) realizado en el laboratorio de la Dra. Carmen Gdémez, se
llevaron a cabo experimentos de “mutacién adaptativa” (Cairns y Foster, 1991). Este

tipo de mutaciones se presentan en células que no se dividen activamente -bajo
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condiciones no letales de seleccion y estan dadas principalmente por mecanismos de
reparacion por recombinacion de corles de doble cadena de DNA (Foster, 2004). Los
resultados mostraron que el efecto mutagénico es aparente unicamente cuando se
sobreexpresa el sistema ccd y bajo condiciones de ayuno prolongado (Aguirre-Ramirez
y col., 2005).

CONCLUSIONES

e La transcripcion del sistema ccd aumenta durante el crecimiento celular y la fase
estacionaria temprana. Dicho aumento es menor €n presencia de concentraciones
altas de las proteinas represoras.

s ElI comportamiento de la actividad transcripcional del sistema ccd durante la fase
estacionaria no se afecta por el pH del medio.

e A tiempos largos de la fase estacionaria se observa una ligera disminucién de la
transcripcion del sistema ccd. Sin embargo, después de 5 dias de fase estacionaria,
los niveles de transcripcion del operdn se mantienen altos con respecto a la fase
exponencial.

e Durante la recuperacion del crecimiento no se presentan cambios significativos en
los niveles de transcripcion del sistema ccd durante la recuperacion de crecimiento
por adicién de nutrimentos.

e Las proteinas CcdA y CcdB se encuentran presentes durante periodos prolongados
de fase estacionaria y en mayor cantidad con respecto a la fase de crecimiento
exponencial.

e La expresion del sistema ccd, en ausencia de las proteinas represoras, €S
parcialmente dependiente de regulador global de fase estacionaria oS.

e La expresion del sistema ccd no se ve afectada por los cambios de

superenrollamiento del DNA.

e Elsistema ccd no induce la respuesta SOS bajo las condiciones estudiadas.
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APENDICE
Medios de cultivo

Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 110°C y 15 libras de presion y
durante 25 min. Una vez esterilizados los medios se agregaron los antibidticos o el XGal

en las concentraciones correspondientes.

LB o Luria-Bertani (triptona 10 g, extracto de levadura 5 g, NaCl 10 g, 1ml de NaOH 2.5 N
por litro, timina 20 ug/ml, pH 7).

LB-MOPS (medio LB con acido 3-[N-morfolino]propanosulfonico 40 mM).

Cajas de LB (medio Luria-Bertani suplementado con agar 20 g por litro).

L-broth o Luria-broth (triptona 10 g, extracto de levadura 5 g, NaCl 0.5 g por litro).
TB-broth (triptona 8 g, NaCl 5 g por litro, pH 7).

TB agar (TB-broth, agar 7 g por litro).

Amortiguador de dilucién de A (Tris 10 mM, MgS04 10 mM, CaCl> 5 mM, NaCl 50 mM, pH
1.5).

Cajas de A (triptona 8 g, extracto de levadura 5 g, NaCl 5 g, glucosa 2 g, agar 20 g por
litro, MgS04 10 mM, CaCl> 5 mM, FeClz 0.04 mM).

TSS 2X (NaCl 1%, triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, PEG 8000 20%, DMSO 10%,
MgCl2 50 mM).

Tubos de agar LC (LB 30 ml, NaCl 8 g, agar 7 g por litro, CaCl2 2.5 mM, dextrosa 0.02%)
Cajas de LC (cajas de LB, CaClz 2.5 mM, dextrosa 0.02%)

Soluciones
Todas las soluciones se filtraron por Millipore HA 0.45 um.

TBE 1X (Tris 90 mM, acido bérico 90 mM, EDTA 10 mM pH 8.3).

Solucion de RNAsa (RNAsa 100 mg, acetato de sodio 0.1 M, 10 ml EDTA 33 uM pH 5.5,
hervir la solucién a 80°C por 5 min).

Solucién | (glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8, lisozima 4 mg/ml).
Solucién Il (NaOH 0.2 N y SDS 1%).

Solucion lll (acetato de potasio 3 M, acido acético glacial 11.5% pH 5.6).
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Amortiguador Z (Na;HPOs 60 mM, NaH.POs; 40 mM, KCI 10 mM, MgS0s 1 mM, B-

mercaptoetanol 50 mM).

Amortiguador Laemmli de corrida (Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, SDS 2%, glicerol 25%, azul
de bromofenol 0.01%).

Amortiguador Laemmli (Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%).
Amortiguador de transferencia (glicina 192 mM, Tris base 25 mM, metanol 20%, pH 8.3).
PBS (Na2HPO4 anhidro 7.25 mM, NaH,PO-H,0 2.8 mM, NaCl 126 mM, pH 7.2).

Elai 40 pg/ml en dimetil formamida.

Antibidticos

Ampicilina 200 pg/mi
Kanamicina 25 ug/ml
Tetraciclina 25 pg/ml
Estreptomicina 200 ug/ml
Carbenicilina 300 pg/mi
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Abstract: The ccd svstem of F plasmid encodes for CcdB. a protein toxic 10 DNA-gvrase.

and for CcdA, 11s antitoan. The function attributed to 1his sysiem is (o contribute 10

plasmid stability by killing bacteria that lose the plasmid during cell division. However. the

funciion of ¢ed in resting bactena js not clear. Results presented show thal ¢cd transenption

mncreased as bacteria entered stanonary phase and that the amount of the Ced proteins was

higher in bacteria under nutritional stress than in growing bactena. Moreover, an increase
in the frequency of Lac™ “adaptive™ mutations was observed in stationary-phase bacteria

that over-expressed the Ced proteins.

Keywords: ccd system, nutritional swress, “‘adaptive™ mutation

Résumé: Le systeme ccd du plasmide F codifie pour CcdB, une protéine toxique pour le
ADN-gyrase, et pour CcdA sop antitoxine. La fonction attribuée a ce systéme est de
contribuer a Ja stabilité du plasmide en tuant la bactérie qui perd le plasmide pendant )a
division cellulaire. Cependant, la fonction de ccd dans des bactéries au repos p’est pas
claire. Les résultats que nous présentons montrent que la trancription de ccd augmente
lorsque les bactéries entrent en phase stationnaire et que la quantité de protéines Ced est

plus importante dans les bactéries sous stress nutritionnel que dans les bactéries en

croissance. De plus, un accroissement dans la fréquence de mutations de Lac™ "adaptive” a

été observé dans des bacténies en phase stationnajre qui surexpriment Jes protéines Cced.

Mots clés: systéme ccd, stress nutritionnel, mutation “adaptive”.
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Introduction

In Escherichia coli. postsegregational killing mediated by single-copy plasmids is
generally due 10 genetic systems which consist of 1wo genes organized in an auto-regulated
operon. A fraction of the bacieria that did not inherit a plasmid during cell dnision is killed
because the antitoxin molecule is degraded laster than the toxin (Hayes 2003). The F
plasmid encodes the ccd system in which the antitoxic protein CcdA binds to protein CcdB
inhibiting its toxic activity (Couturier et al. 1998). This system js located within the
ccdABresD operon (Tam and Kline 1989). Upon plasmid loss, CcdA 1s degraded by the
Lon ATP-dependent protease (Van Melderen et al. 1994) and CcdB binds 1o GyrA, either
as a free subunit or as part of the enzyme DNA-gyrase (Bahassi et al. 1999; Bernard and
Coutuner 1992; Maki e‘l al. 1992). Gyrase, an essential enzyme composed of two GyrA and
two GyrB subunits. introduces negative supercoils into DNA molecules at the expense of
ATP. The GyrA subunit cleaves, binds covalently to the 5” ends of DN A, and religates the
DNA breaks, while the GyrB subunit has the ATPase activity (Reece and Maxwell 1991).
The binding of CcdB to free GyrA subunits decreases the amount of active DNA-gyrase,
causing a decrease in DNA supercoiling (Maki et al. 1992). The binding of CcdB to active
DNA-gyrase traps this enzyme on the DNA and stabilizes the so-called “cleaved complex™
in which the double-strand DNA is broken and covalently linked 10 the GyrA subunits
(Bahassi et al. 1999), These DNA lesions lead to DNA and RNA polymerase blocking
(Critchlow et al. 1997; Wentzell and Maxwell 2000), SOS induction, and, eventually, to
cell death (Couturier et al. 1998).

The transcriptional leve! of genes ccdAB is auto-regulated by binding of a CcdA-CcdB

complex to the operator-promoter region of the operon. CcdA binds 10 DNA, whereas the
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presence of CcdB enhances CedA affinity and specificity. This complex has multiple DNA-
binding sites and spirals around the 120-pb promoter-operator region (Tam and Khne 1989:
Afif et al. 2001: Dao-Thi et al. 2002). ]t has been proposed that the CedA/CedB ratio
regulates the repression state of these genes. When the level of CedA is higher or equal 10
that of CcdB, repression results: in contrast. de-repression occurs when CedB is in excess
of CcdA (Afif et al. 2001). The CcdB 1oxic effect could 1ake place in F-containing cells, not
only as a consequence of plasmid loss. but also upon a significant decrease in the
expression of Ccd proteins. For example, a decrease in transcription or translation results in
cell death due to the toxic effect of protein MazF, the 1oxic component of the chromosomal
toxin-antitoxin system mazEF (Sat et al. 2001).

The purpose of this work was to study the expression of the ccd system under two
stress conditions that decrease global transcription and translation: 1) stationary phase in
rich liquid medium, 2) exposure of Lac” stationary-phase cells grown in liquid minimal
medium containing glycerol to agar plates containing lactose as sole carbon source. The Jast
condition is similar to that of a well-characterized assay used to study stationary-phase or
“adaptive” mutanons (Caims and Foster 1991). These mutations are generated in non-
actively dividing bacterial populations subjected 1o non-lethal selective pressure. The
mutagenic processes that occur in these cells are different from those observed in growing
cells. In E. coli, these mutations require the RecA-RecBCD pathway for DNA double-
strand break repair via homologous recombination, the error-prone DNA polymerase pol IV
encoded by dinB, and expression of some conjugational functions (Foster 2004; Rosenberg
and Hastings 2004). The other SOS-induced error-prone polymerase pol V. encoded by
umuDC, is not involved in the generation of these mutations (McKenzie et al. 1988). As

menptioned above, CcdB-gyrase-DNA complexes produce DNA lesions-that can induce the
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SOS response. This bacteral response is a global response to DNA damage in which there
15 an increase in the expression of the recA. recBCD and dinB genes. among other genes.
and as a consequence an increase in DNA repair and mutagenesis (Walker 1996). In this

context. the effect of the ccd system on the gencration of “adaptive”™ mutations was also

evaluated.

Materials and methods

Bacterial strains and plasmids

The bacicerial strains used in this study were MC4100 A(argF-lac)205 oraD139
rpsL150 thidl relA] f1b5301 deoCl1 prsF25 rbsR (Casadaban 1976), MC4100 »poS::Tn/ 0.
FC40 ara A(lac proB)xm thi Rif¥ that bears an F° plasmid with the Q(/ac/33-lacZ) fusion
that generated a +1 frameshift mutation. and strain FC29. same as FC40 but Rif® and
bearing the F* plasmid AQ(/ac]33-lacZ) (Caims and Foster 1991). The pOX38-Km plasmid
is a single-copy F-derivative plasmid containing the ccd system (Guyer et al. 1981). Other
plasmids used were pKT279, a tetracycline-resistant high-copy pBR322-derivative vector,

and pULB2707, a pKT279-derivative plasmid containing the ccdAB genes (Bahassi et al.

1995).

Media and growth conditions
The rich medium used was Luria-Bertani (LB) (Miller 1992) with or without 40 mM
MOPS (morpholinopropanesulfonic acid; pH 7.4). The minimal medium used was M9

(Miller 1992) containing 20 ug ml™', thiamine, 0.001% gelatin, 0.] or 0.01% glycerol or
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0.2% lactose. The medivm was supplemented with 25 o m]"! tetracycline or kanamycin
when required. Cultures were incubated at 37'C with shaking (180 rpm). Optica) density
(OD) at 600 nm was used to monitor cell growth and identify the onset of the siationary

phase. The stanionary phase was defined as the point where the OD 600 nm units leve) off.

*“Adaptive” mutation assays

The “adaptive™ mutation assays were performed as described (Caims and Foster 1991). In
brief, cells were grown 10 saruration at 37°C in 3 ml M9 minimal medium containing 0.1%
glycerol. The culture was diluted to 10™ in M9 minima) medium containing 0.01%
glycerol. One m] aliquots of this dilution were distributed in tubes and incubated at 37°C
with shaking to satration. Cultures to saturation in glycerol 0.1% have approximately 10°
cells/m], while in glycerol 0.01% have approximately 10® cells/ml. Tube cultures in 0.01%
glycero] were washed, re-suspended in 100 p) of M9 medium, mixed with approximately
10° FC29 scavenger cells and 2.5 m) of M9 soft agar with 0.2% laciose and poured on M9
plates containing 0.2% Jactose. The scavenger FC29 cells, which cannot revert to Lac™,
were added 10 ensure fast exhaustion of traces of other nutrients present in the plates. The
number of FC40 cells per plate was approximately 1-3 x 10%. Plates were incubated af
37°C, 1he number of Lac™ revertant colonies were counted each day and 1he Rif® phenorype

corresponding to the FC40 strain was determined 1n these reveriants,

Construction of a strain carrying the chromosomal single-copy transcriptional fusion

AD(ccd-lacZ)
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The chromosomal single-copy transcriptional-fusion #Q(ccd-lacZ) was construcied as
described elsewhere (Simons el al. 1987). The regulatory region of the ccdABresD operon
was PCR-amplified using pnmers $"-AGTGAATTCAGCAGCGTGTCC (fonwvard) and 5°-
AGACCCCGGGCTTCATTCTGC (reverse). the template DNA was the pOX38-Km
plasnid. Sites for EcoR1 and Smal (underlined bases) were intiroduced in1o the forward and
reverse primers, respectively. The 1037 bp amplified fragment compnsed the complete
promoter-operator region of the operon including 109 bp of the ccd4 coding region. The
fragment was digested with EcoR] and Smal, and cloned into the pRS415 vector digested
with the same enzymes. The transcriptional fusion ®(ccd-lacZ) was then transferred from
the plasmid to the ARS45 phage vector by in vivo recombination. Recombinant phages were
used 10 infect the MC4100 strain and single lysogens carrying the gene fusion were
isolated. The resulting strain MC4)1 10 Ad(ccd-lacZ) was verified by PCR amplification and

DNA sequencing.

Construction of plasmid ' Q(laci33-lacZ) A(ccdABresD)1333::Cm

The ccdABresD deletion was first constructed in the pOX38-Km plasmid and then
trapsferred by Pl transduction into the F* Q(lac/33-lacZ) plasmid in the FC40 strain. The
pOX38-Km A(ccd4BresD)1333::Cm plasmid, in which the ccdd BresD operon was
replaced by the chlorampbenicol-resistant (C m") cassette car, was constructed as described
(Datsenko and Wanner 2000; Lee et ai. 2001; Yu et al. 2000). The pOX38-Km plasmid was
transferred by conjugation to an MC4]00-derivative strain carrying a defective A prophage
harboring the recombination genes exo, bet, and gam under the contro} of a temperature-

sensitive A Cl-repressor (Yu et al. 2000). The primers used 1o construct the delenon were 5’
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CTGATATGTATACCCGAAGTATGTCAAAAAGAGGTGTGCTGTGTAGGCTGGAGCTG

CTTC (forward) and S CCACTCAGTTCCACATTITCCATATAAAGGCCAAGGCATT

TATTCCATATGAATATCCTCCTTAG (reversc). Nucleondes in ialics are homologous to

the targeted sequences in the pOX38-Km plasmid. while those underlined are homologous
10 the car cassetie present in the pKID3 plasmid (Datsenko and Wanner 2000). Standard
PCR condinons were used to amplify DNA fragments using pKD3 as template. Competent
MC4110/pOX38-Km cells were directly electroporated with these fragments, and Cm"
recombinants were selected. To verify the structure of the mutant, four PCR reactions were
performed using oligonucleotides bomologous 10 car and 10 genes repC and repE, which

flank the ccdABresD operon.

B-galactosidase assays

B-galactosidase aciivity was assayed in SDS-permeabiljzed cells using o-nitrophenyl--
D-galactopyranoside (ONPG) as substrate. Enzyme units were calculated from readings at

ODaap, ODssp, and ODgoo and expressed as Miller units as described elsewhere (Miller

1992),

CcdA and CcdB determination by Western blot analvses

Protein samples used to identify these proteins were prepared from cells grown in LB
or LB-MOPS or from stationary-phase bacteria grown io M9 medium with glycerol and
then plated on M9 medium with lactose. Protein extracts of these bacteria were prepared
from bacteria scraped out of the plates. Strain MC4100/pOX38-Km was used in

experiments with bacteria grown in liquid LB or LB-MOPS medsum, while strains FC29 or

63



10

1]

12

13

14

15

16

17

18

19

20

2]

22

23

FC29 conmtaining the multi-copy plasmid pULB2707 were used in experiments with
bactenia plated on M9 medium with Jactose. These sirains are not able to generate Lac
revenanis that caninterfere with the determination of the amouni of the Ced proicins.
Proteins were separated by SDS-PAGE (Laemmli 1970) and transferred 10 a nitrocellujose
filler. The amount of protein loaded on the gels was verified by cuiing and staining the
upper part of the gel with Coomassie blue. The lower section of the ge) was electrobloued.
The Ced proteins were identified using polyclonal anti-Ccd antibodies. Horseradish
peroxidase-conjugated anti-rabbit IgGAM was used as secondary antibody (Zymmed
Laboratories, loc. San Francisco, CA). Detection of the Ccd proteins was performed with
the ECL Western blotting system (Amersham Biosciences, UK). In some of the

expenments, Ccd proteins were immunoprecipilated prior to the Western blot.

Results

Transcriptional level of the ccd system along the growth curve

The ccd transcriptional level was studied in exponennially-growing and early
stationary-phase bacteria using the MC4100 strain bearing the chromosomal transcriptional
fusion Ad(ccd-lacZ). Experiments were performed with bacteria grown in LB or in LB-
MOPS medium. The pH of cultures in LB-MOPS remained near neutrality (7.0-7.3). In
contrast, the pH of cultures in LB increased to approximately 8.4-8.6 after 12 h of cell
growth. Stationary-phase cultures in LB became alkaline probably due to cell release of

excess amine-containing compounds (Lazar et al. 1998). Stationary-phase bacteria in LB-
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MOPS are under nutrinional stress, whereas those in LB are under both. nutritional and
alkaline stress (Lazar c1al. 1998). Viability of MC4100 cells in LB or LB-MOPS was
similar under the experimental conditions used.

The transcriptional activity of the ccd promoter in strain MC4100 2.d(ccd-lacZ) in the
absence of the Ccd protfeins and therefore of autorepression. increased along the growth
curve and when bacteria entered stationary phase. and presented a moderate decrease in
early swuationary-phasc bacteria. The maximum increase reached approximately eight times
the level observed in mid-log phase cells (Fig. 1). The presence of plasmid pOX38-Km and
thus of the Ced proteins in this strain, induced a decrease in the ccd transcniptional level
mainly when bacteria enter stationary phase. In mid-log bacteria, with or without the
plasmid, this level was similar. The B-galactosidase activity in MC4110 2®(ccd-
lacZ)/pOX38-Km A (ccdABresD)1333::Cm (ced) cells growing in LB or LB-MOPS was
bigber than that of MC4110 A®(ccd-lacZ)/ipOX38-Km (ced”) cells. Afier 9 h of growth,
this activity was two-fold higher in the ccd than in the ced” cells (data not shown).

The changes observed in the ccd transcriptional level, in the absence or presence of
Ccd proteins, showed that this level is higher in nutritionally siressed than in actively
growing bacteria. The growth phase-dependent transcriptional pattern was sirilar in
bacteria under nutritional (LB-MOPS) or nutnitional plus alkaline stress (LB) (Fig. 1).
Although no other genes besides ccdAB have being descnbed to participate in ccd
transcription (Tam and Kline 1989; Afif et al. 2001; Dao-Thi et al. 2002), resuits obtained
with strain MC4110 A®(ccd-lacZ)/pOX38-Km ccd suggest the presence of a putative
positive regulator of ¢cd transcription encoded by plasmid pOX38-Km. This regulator

seems to be revealed in the absence of the CcdA-CcdB repressor complex.
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Transcriptional level of the ccd system in an rpoS mutant sirain along the growth
curve

Results presented above and the analyses of the ~J 0 region of ¢cd suggest a possible
role of 6 in ccd transcripnion. This transcription factor. encoded by rpoS. increases as
bacteria enter the stationary phase and regulates the expression of more than 100 genes
needed to survive the nutritional stress (Hengge-Aronis 2000; Weber et al. 2005). The
proposed —10 region of the ccd c'° promoter. ATATACT, could also be recognized by the
o° factor. The consensus sequence of the —10 regjon of * is CTACACT. Although the first
C is highly conserved, there are at Jeast three bona fide c°-dependent promoters with an A
in that position (Lee and Gralla 2001).

To explore this possibility, B-galactosidase activity was determined in exponentially-
growing and early stationary-phase MC4100 and MC4100 rpoS ::Tn/0 bacteria carrying
the A®(ccd-lacZ) transcriptional fusion. Bacteria were grown in LB-MOPS to minimize the
number of dead cells present ju the rpoS stationary-phase cultures (Lazar et al. 1998). The
pumber of cells/ml present in wr or rpoS early stationary-phase cultures, was similar. The
transcriptional level of the ccd system in the absence of the Ced proteins was lower in the
rpoS::TnJ 0 than in the wild-type strain (Fig. 2). The presence of plasmid pOX38-Km 1n the
wild-type strain induced a decrease in the Jevel of transcription, while the presence of this
plasmid 1o the rpoS mutant did not significantly affect this level (Fig. 2). These results
suggest some role of ¢° in the regulation of the ccd system transcription in the absence of
the Ccd proteins. This transcriptional factor could also access the ccd promoter under

conditions of low cellular concentration of these proteins.
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Amount of proteins CcdA and CcdB in bacteria during a prolonged stationary phase,
and in stationary-phase bacteria exposed 10 a non-metabolized carbon source

The amount of CcdA and CcdB proteins was delermined by Westem blot anajyses. As
shown in Figure 3A. CcdA production by the MC4100/pOX38-Km strain grown in LB or
LB-MOPS increased when bacieria entered the stationary phase, decreased afier 3 days of
culture, and then rose again at day 5. On the other hand, CcdB protein in LB-grown
bacteria showed a moderate increase when they enter the stationary phase, and then
remained almost constant throughout the experiment. The amount of this protein in LB-
MOPS grown bactena increased as bacteria entered the stationary phase and continued
increasing after 3 and 5 days in this phase. The amount of Ccd proteins along the growth
curve in the MC4100 rpoS ::Tn/0/pOX38-Km mutant, was similar to that of the wild-type
strain (data not shown).

The amount of Ccd proteins was also determined in bacteria under the nutritional
stress condition used in the assay to study “adaptive” mutations (Materials and methods).
These determinations were performed in the FC29 strain with or without the mulli-copy
plasmid pULB2707. Protein extracts of strain FC29/pULB2707 (ccdAB in 10-15
copies/cell) were diluted 1:10 before being separated by SDS-PAGE. As shown in Figure
3B, CcdA and CcdB in strain FC29 were more abundant in bacteria 3 to S days after being
plated than in mid-log bacteria or bacteria analyzed immediately after being plated. The
amount of the CcdA protein in the 1:10 diluted extracts of strain FC29/pULB2707 was
similar in growing and nutritionally stressed bacteria, while CcdB displayed a moderate
reproducible decrease at day 5. Regarding the extract dilutions, the amount of Ced proteins

1n this latter strain was more than }0 times that in strain FC29, which carries the ecdAB
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genes in a single-copy plasmid. In summary. the amouni of Ced proteins in nutritionally
stressed bacteria, although displayed variations. tended 1o be higher in these bactena than in
actively growing bacteria. We have no explanation for the reproducible decrease in the
amount of protein CcdA in cells at day 3 of stanonary phase in Jiquid medium or for the
increase a1 day 5 (Fig. 3A). Js there some degradation of protein CcdA a1 day 3 and
1herefore a decrease in the repressor CcdA-CcdB complex of the ccd sysiem and de-
repression of transcription of the system at day 5?. ]t is worth mentioning that the varjations
were observed in cells after a prolonged stress period. There is no information about the
turn-over of the Cced proteins, fine-tune equilibrium among the CcdA-CedB, CcdA-CcdB-

DNA, CcdB-GyrA, and CcdB-gyrase-DNA complexes or autoregulation of the ccdAB

operon in stressed cells.

Frequency of “adaptive™ mutation in strains FC40, FC40 ccd "and FC40 ccd”
carrying the ccdAB genes ip a multi-copy plasmid pULB2707

To explore if the relatively bigh concentration of Ccd proteins present in the
nutritionally stressed bacteria could lead, under this particular condition, to the formation of
some CcdB-gyrase-DNA complexes and thus to DNA double-strand breaks, the “adaptive”
mutation assay (Cairns and Foster 1991) was used. As already mentioned, this class of
mutanons observed in nop-actively growing bacteria under non-lethal selection, is mainly
generated by recombination repair of DNA double-sirand breaks (Foster 2004; Rosenberg
and Hastings 2004).

Results obtained showed that the number of Lac™ revertants in non-actively dividing
Lac bacteria, either ccd” or ccd ', was similar, However, when pULB2707, a Te® multi-

copy plasmid carrying the ccd4B genes, was introduced into strain FC40 F* Q(laci33-lacZ)
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AMccdABresD)1333::Cm. a reproducible increase in the accumulation of Lac revertants
was observed (Fig. 4). Afier 5 days of incubation. the 1otal number of Lac™ revertanis of the
strain overproducing the Ced proteins was approximately 1.7 higher than that of the ccd”
strain. All Lac™ revertants were Rif*. while revertants derived from the FC40 strain bearing
plasmid pULB2707 were also Tc". These resulis show that there is a moderate mutagenic

effect of the ccd system when over-expressed in bacteria under nutntional stress.

Discussion

Based on a database analysis of prokaryotic toxin-antiloxin sysiems as well as
expenmental evidences, it has been proposed that these systems have functions unrelated to
plasmid maintenance (Coururier et al. 1998; Gerdes 2000; Pandey and Gerdes 2005). One
could be to favor a bacteriostatic state, by contributing to decrease the synthesis of
macromolecules during nutritional stress (Gerdes 2000). Results presented here suggest that
ced could have this function, since the activity of 1he ccd promoter increases along the
growth curve and when bacteria enter siationary phase and the amount of Ced proteins is
higher in bacteria under prolonged nutritional stress than in growing bacteria. The CcdB
interaction with GyrA, for example, could contribute to reduce the replication rate in
stressed bacteria. It should be mentioned that the amount of DNA-gyrase, an enzyme
essential for DNA replication and a target of CcdB, does not decrease in stationary-phase
bacteria (Reyes-Dominguez et al. 2003). Another function proposed for ced is to increase
the genetic variability of the fraction of cells that does not inherit the F plasmid and
survives (Couturier et al. 1998). Data presented bere suggest that ced could also be

involved in generating genetic vanability in non-actively dividing bacteria that still contam

69



11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

the F plasrmd. We propose that a small fraction of the “adaptive”™ mutanons observed in the
FC40 strain that overproduce Ccd proteins. could correspond to mutants induced by the
repair of DNA breaks generaied by the CcdB-poisoned DNA-gyrase. Although the
mutagenic effect of ccd in nutritionally stressed bacieria was only revealed under
condions of overexpression, the effect could be evident in populations of F~ bactera
repeatedly subjected to prolonged starvation periods. Further experiments are required 10
clanfy the role of the ccd system in bacteria under different nutritional stress conditions and
the participation of CcdB-gyrase-DNA complexes in the generation of genetic vaniability in

non-actively dividing bactenia.
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Figure legends

Fig. 1. Transcriptional level of the ced system along the growth curve. Strains were grown
in (A) LB or (B) LB-MOPS. Strain MC4100 Ad(ccd-lacZ)/pOX38-Km was grown in the
presence of 25 ug m)"' kanamycin. Open symbols, cell growth (OD 600 nm); solid
symbols, Miller relative units in which 1 unit represents the Miller units of mid-Jog cells
(450-550 Miller upits). Squares: MC4100 AD(ccd-lacZ); circles: MC4100 2 d(ced-
lacZ)/pOX38-Km (single-copy of ccd). Error bars represent standard deviation from the

averages of at least three indcpendent experiments.

Figure 2. Transcriptional level of the ced system along the growth curve in a rpoS mutant.
Strains MC4100 Ad(ccd-lacZ) and MC4100 A®(ced-lacZ) rpoS::Tnl 0 were grown in LB-
MOPS. Strains bearing plasmid pOX38-Km were grown in the presence of 25 ug ml”'
kanamycin. Open symbols, cell growth (OD 550 nm); solid symbols, Miller relative units in
which | unit represents the Miller units of mid-log cells (450-550 Miller units). Squares:

wild-type strain; circles: wild-type strain/pOX38-Km (single-copy of ved); tnangles: rpoS
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strain: diamonds: 1poS strain/pOX38-Km (single-copy of ccd). Ervor bars represent

standard deviation from the averages of at Jeast three independent experiments.

Fig. 3. Amount of the CedA and CedB proteins in bactena under prolonged nutritional
stress. Protein samples were separated by SDS-PAGE and trans{erred 1o membranes for
Western blot analyses (Material and methods). (A) Strain MC4100/pOX38-Km grown in
LB or LB-MOPS in the presence of 25 ug mI” kanamyein. 0.1 and 0.4 days correspond 10
mid-Jog and early stationary-phase bacteria, respectively. (B) Strains FC29 and
FC29/pULB2707 grown to saturation in M9 medium containing glvcerol and then plated on
M9 plates containing lactose. Strain FC29/pULB2707 was grown in the presence of 25 ug
ml"' tetracycline. Cellular extracts corresponding 1o strain FC29/pULB2707 were diluted
1:10 before PAGE. E, mid-log bacteria; 0 days, stationary-phase bacteria before been
plated on lactose plates. Similar results were obtained in three independent experiments. A

Tepresentative experiment is shown.

Fig. 4. “Adaptive” mutation in bacteria carrying none, one or multiple copies of the ccd
system. () FC40 ccd” (single-copy of ccd); (V) FC40 ced ; (V) FCA0 ccd /pKT279 and
(0) FC40 ccd /pULB2707 (multiple copies of ccd). Bacteria were grown to saturation in
M9 medium with glycerol, mixed with approximately 10° scavenger cells and plated on M9
medium lactose (Materials and methods). Lac™ colonies were counted each day. Results
taken from four separated experiments, each with 6 10 8 independent cultures. Error bars,

represent the S.E.M.
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