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RESUMEN

El plasmido R1 de bacterias Gram’ codifica para el sistema genético hok/sok/mok, capaz
de estabilizar al plasmido en la poblacion. hok (host killing) es un gen que codifica para la
proteina transmembranal Hok de 52 aminoacidos, cuya sobreproduccion es muy téxica
para la célula. mok (modulator of killing) es un ORF apenas rio arriba de hok. sok
(suppressor of killing) se sobrelapa con mok y codifica para un RNA antisentido, que al
unirse a mok, impide la traduccién de hok, sirviendo como antitoxina. El RNAm de hok se
transcribe constitutivamente mediante un promotor muy débil y tiene una vida media
promedio de 30 minutos. El RNA antisentido de sok tiene una vida promedio de 30
segundos, sin embargo, su transcripcion la impulsa un promotor mucho mas fuerte que el
de hok. En células sin plasmido, se abate rapidamente el RNA antisentido de sok, el
RNAm de hok puede traducirse y la célula muere adquiriendo un fenotipo llamado “ghost
cell”. Se ha propuesto que el blanco de Hok es algin componente de la cadena
respiratoria; sin embargo, resultados previos de este laboratorio lo descartan. Se ha
reportado que la presencia de este sistema en un plasmido de alto nimero de copias
protege en forma especifica contra el fago T4. El cromosoma de E. coli K-12 tiene cinco
genes hok homélogos al gen hok del plasmido R1 (hokA, hokB, hokC (gef), hokD y hokE).
Todos ellos codifican para proteinas téxicas para la célula, sin embargo, algunos ya no
conservan los elementos regulatorios sok, mok o ambos. Se sabe que ninguno de estos
genes cromosomales es capaz de estabilizar plasmidos. Hasta la fecha se desconoce en
qué condiciones pudieran ser ventajosos estos genes hok cromosomales. Resultados
preliminares de este laboratorio con fusiones transcripcionales hokC-lacZ y sokC-lacZz
(sof) muestran un incremento de la transcripcion de hokC y la disminucion de la
transcripcion de sokC en fase estacionaria temprana (FET), lo que sugiere una funcién
“altruista” en esta fase. La hipétesis de una funcion altruista se probd en este trabajo.
Para ello se estudi6 la transcripcion de gef y sof durante distintas condiciones de estrés
(nutrimental (72 horas), caldrico (52°C) y por fago) mediante fusiones transcripcionaes
gef-lacZ y sof-lacZ. Por otra parte se construyd una cepa sin los cinco genes hok
cromosomales (A5), en la cual se determind la muerte celular en FET. Los resultados
sobre transcripcion de los genes reporteros (gef-lacZ y sof-lacZ) descarta la hipotesis
altruista frente al estrés nutrimental y por fago. En estrés cal6rico se observé una ligera
disminucion de la expresién de sokC, sin incremento de hokC. Por otra parte, los ensayos
de viabilidad de la cepa wt y A5 no muestran diferencias. La funcion de los genes hok

cromosomales aln se desconoce.
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Abstract

The R1 plasmid from Gram™ bacteria encodes the genetic system hok/sok/mok which
stabilizes the plasmid in the population. hok encodes the transmembranal protein Hok of
52 a.a. The overproduction of Hok is very toxic for the cell. mok is an ORF just upstream
of hok. sok overlaps with mok and encodes an antisense RNA that align with mok. Since
translation of mok is necessary for hok translation, sok indirectly prevents the hok
translation, functioning like an antitoxin. The hok RNAm is constitutively synthesized from
a weak promoter but is very stable (30 min). By contrast, sok RNA is driven by a strong
promoter but is very unstable (30 sec). In plasmid free cells the pool of sok RNA decay
quickly, this leads to the cell killing with a characteristic morphological change called ghost
cell. It has been proposed that the target of Hok is a component of the respiratory chain.
Also has been reported exclusion of T4 phage in cells containing hok/sok on a high copy
number plasmid. Moreover, the chromosome of E. coli K-12 codes for five hok
homologues loci (hokA, hokB, hokC (gef), hokD and hokE), all of which specifies Hok-like
toxins, although some of these no longer preserve regulatory elements like sok, mok or
both. None of these chromosomal genes can stabilize plasmids. To date is unknown the
conditions in which the chromosomal hok genes may represent an advantage. Preliminary
results with gef-lacZ and sof-lacZ transcriptional fusions shown an increase and a
decrease in the expression of hokC and sokC, respectively, at the early stationary phase
(ESP), suggesting a potential altruistic role.

Using new transcriptional fusions hokC-lacZ and sokC-lacZ we determinate the
transcriptional pattern of these genes during three distinct stress conditions (i.e.
nutrimental (starved for 72 hours), heat (50° C) and against phage). In addition we have
generated a strain without any of the five hok chromosomal genes (A5) in hope of massive
cell death in ESP.

Our results discard the respiratory chain as the target of Hok. Also, the reporter strains
(gef-lacZ and sof-lacZ) reject the altruistic hypothesis in starvation and against phage.
Moreover, in heat shock we observe a slightly diminish of sokC expression without an
increase in the expression of hokC, although ghost cells are not found. Finally, wild type

and derivative AS showed the same behavior in viability assays along the growth curve.
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INTRODUCCION

Las bacterias cominmente albergan plasmidos y fagos, y aunque podria
esperarse una coexistencia estable entre estos elementos con sus hospederos,
debido a su dependencia por la maquinaria celular, los fagos son buenos
ejemplos de depredadores moleculares debido al dafio letal que ocasionan a la
célula como parte de su ciclo de “vida”. Por otra parte, en el caso de los
plasmidos, es cada vez mayor el nimero de estas moléculas en las cuales se

encuentran genes capaces de inducir la muerte celular.

Muerte postsegregacional en células libres de plasmidos

Generalmente, tras la division de una célula madre que contiene algun tipo de
plasmido, las células hijas heredan, cada una, un nimero equitativo de copias de
éste. No obstante, la unién fisica del pldasmido a una de las dos células o la falta
de replicacion del mismo, podrian dar origen a su distribucién no equitativa,
originando células sin plasmido. Existen distintos mecanismos que aseguran el
mantenimiento o la estabilizacion de los plasmidos en la poblacién bacteriana.
Algunos de ellos incrementan la probabilidad de que ambas células hijas reciban
una copia del plasmido (Hiraga, 1992), otros llevan a cabo la resolucion eficiente
de multimeros (Wu y Errington, 2004), mientras que otros mecanismos, llamados
de muerte postsegregacional (post segregational killing o PSK) son capaces de
matar en forma selectiva a aquellas células que después de la division celular no
recibieron plasmido (figura 1). El fendmeno PSK ha sido observado con los
plasmidos R1y F (Loh, Cram y Skurray, 1988).

Los sistemas PSK constan de dos componentes, uno de ellos es una toxina
estable, el otro un factor inestable que funciona como antidoto para la primera (o

gue evita su transcripcion), motivo por el cual estos sistemas también se han
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llamado sistemas toxina-antitoxina (TA) o médulos de adiccion (puesto que la
célula que contiene el plasmido depende de su permanencia dentro de ella para
seguir viviendo). Por otra parte, mientras que el factor de muerte (o toxina)

siempre es una proteina, la antitoxina puede ser una proteina o un RNA.

() =7 =73
N N N
FI1(D DY =X

(a) (b) (©

Fig. 1. Representacién de tres distintos mecanismos de estabilizacién de plasmidos: (a)
Algunos plasmidos son selectivamente posicionados dentro de la célula bacteriana, lo
cual asegura que cada célula hija reciba una copia del plasmido. (b) Mecanismo de
resolucion de multimeros a mondmeros, que incrementa la probabilidad de que cada
célula hija reciba, al menos, una copia del pladsmido. (c) Sistema de muerte
postsegregacional que mata selectivamente a las células hijas que no reciben una copia
del pladsmido, asegurando asi el enriquecimiento de una subpoblacién con pladsmido
(Tomado de Holcik e lyer, 1997).

Sistemas TA en los cuales el factor de muerte es una proteina y el antidoto un
RNA antisentido

Entre los sistemas TA en los cuales la antitoxina es un RNA, el mejor
caracterizado es el del locus parB del plasmido R1 (Gerdes, Rasmusen y Molin,
1986a). Este locus codifica para 3 genes: hok (host killing), sok (suppressor of

killing) y mok (modulation of killing) (figura 2).
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Figura 2. Organizacién estructural del sistema hok-sok-mok del plasmido R1. hok
(host Killing), sok (suppressor of killing), mok (mediator of killing), sokT (sok
antisense RNA target), fbi (foldback inhibition element), tac (translational
activation element), FL (full length) y TR (truncated) (Tomado de Pedersen y
Gerdes, 1999).

hok da origen a un producto con un perfil polipeptidico hidrofébico de 52
aminoacidos, el cual se asocia a la membrana plasmatica y cuya sobreexpresion
induce una rapida disminucién del consumo de oxigeno en la célula, disminucion
del potencial electroquimico de la membrana (figura 3) y finalmente la muerte
celular (figura 4) (Gerdes, 1986b). Asi mismo, existe un cambio morfolégico en
las células en las cuales se sobreexpresa Hok. Este cambio, llamado en
conjunto ghost cell, se caracteriza por la formacion de células no viables,
transparentes y con condensaciéon celular en los polos (figura 5). Estas
observaciones son el fundamento de dos posibles modelos que explican la
toxicidad de Hok. En uno de ellos el blanco potencial de Hok es un componente
de la cadena respiratoria (Gerdes et al., 1986). En el otro modelo se propone
gue Hok forma poros en la membrana celular (Ronchel et al., 1998), los cuales
permitirian su permeabilizacion, la salida de material celular y la entrada de
liquido, lo cual pudiera explicar la aparicion de las ghost cells (Gerdes et al.,
1986). Cabe destacar que resultados preliminares de nuestro laboratorio, alin no

publicados, sugieren fuertemente que el blanco de Gef no es la cadena
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respiratoria, dado que el consumo de oxigeno puede reactivarse si se afiade al
medio donde se sobreexpresé Gef (células muertas) un sustrato de la cadena
respiratoria, como es el NADH.
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Figura 3. Potencial de membrana (*[H]TPP*) y consumo de oxigeno
de la cepa CM12, portadora del plasmido pKG341 (hok* con un
promotor termoactivable (41°C)). Potencial de membrana (A),
consumo de oxigeno (A). Tomado de Gerdes et al., 1986b.
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Figura 4. Viabilidad y densidad celular de un
cultivo en el cual se indujo la sobreexpresion del
gen hok mediante un promotor termoactivable
(41° C). Simbolos abiertos: ODyso. Simbolos
cerrados: cuentas viables. o o (sok” hok"), o m
(relF"), o e (hok"). Tomado de Gerdes et al.,
1986b.

Figura 5. Fotografia de microscopia Optica de
una muestra de un cultivo celular en el cual se
indujo la sobreexpresién del gen hok mediante
un promotor termoactivable (41° C). Las flechas
muestran a las ghost cells, fenotipo caracteristico
de la sobreexpresion de hok. Tomado de Gerdes
et al., 1986b.

Regulacion del RNA de hok por un RNA antisentido

La expresion de hok estd regulada a nivel postranscripcional por un RNA
antisentido de 67 nucledtidos llamado mok, el cual se transcribe en direccién
opuesta (figura 2). mok se sobrelapa con hok y se requiere para su traduccion.
Por su parte, el RNA de sok bloquea la traduccion de mok, y debido a que la
traduccion de hok depende de la traduccion de mok, sok indirectamente inhibe la
traduccion de hok (Thiested, Nielsen y Gerdes, 1994a). Esto ocurre porque el
blanco del RNA de sok (SokT) esta en el RNAm leader de hok (Thiested, Nielsen
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y Gerdes, 1994a). Esta regién se traslapa con la region de inicio de la traduccion
(TIR) de mok, evitando de este modo la entrada de los ribosomas a esta zona
(figura 2) (Thiested, Sorensen y Gerdes, 1995).

Para que los sistemas TA funcionen adecuadamente en la muerte
postsegregacional, las estabilidades de la toxina y la antitoxina deben ser
distintas. Esto se ha encontrado en los genes del locus parB. Por una parte, sok
se transcribe a partir de un promotor muy fuerte, sin embargo, la vida media de
su RNA es muy corta (~30 segundos); caso contrario es el RNAm de hok, el cual
se transcribe a partir de un promotor muy débil, pero que es muy estable (~30
minutos) (Franch, Gultyaev y Gerdes, 1997). Durante el crecimiento celular
activo, el RNA de sok esta en un exceso molar considerable con respecto al
RNAm de hok, lo cual impide su traduccién, sin embargo, en células que han
perdido el plasmido R1, hok puede traducirse llevando a la muerte

postsegregacional (Thiested, Sorensen y Gerdes, 1995).

Profundizando un poco en el mecanismo de inhibicién de sok sobre hok, cabe
comentar que el RNA de sok y el RNAmM de hok forman un RNA ddplex completo
gue es cortado por la RNAsa Ill (Gerdes et al., 1992). En un principio, el RNAm
naciente de hok es estable e inactivo. A medida que este RNAm continda su
transcripcion, adopta una conformacién que es inaccesible para la entrada de los
ribosomas y para el RNA de sok (Nagel et al., 1999). Al final de la transcripcion
de hok se obtiene un RNA completo (Full lenght = FL) (figura 6 A).
Posteriormente, el RNAmM de hok es procesado en su extremo 3’, convirtiéndose
en un RNAm maduro, el cual es traducible y capaz de unirse al RNA de sok
(figura 6 A) (Gerdes, Thiested y Martinussen, 1990b). En las células que
conservan el pldsmido R1, el RNA de sok puede unirse a la forma madura del
RNAm de hok y evitar su traduccion (figura 6 B); sin embargo, en aquellas
células que han perdido el pldsmido ya no existe RNA de sok, acumulandose de
esta forma RNAmM maduro (traducible) de hok, el cual al traducirse, mata a las
células (figura 6 C). El RNAm completo de hok (RNA FL) se distingue del RNAm

maduro (procesado en 3") por 39 nucleétidos. Sin embargo, sus diferencias en
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estabilidad se derivan del hecho de que el RNAmM FL de hok esta altamente
estructurado y que sus extremos 5" y 3" forman un apareamiento romo (fbi-tac).

El paso mas importante de activacion (procesamiento 3°) de este RNA FL esta
dictado por un cambio conformacional del extremo 5 que crea una estructura
tallo-asa a la cual el RNA de sok puede unirse (Franch, Gultyaev y Gerdes,
1997). Esta estructura contiene una estructura vuelta U (U-turn) que incrementa
la tasa de union del RNA de sok aproximadamente 10 veces (Franch, Gultyaev y
Gerdes, 1997) (figura 6).
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Figura 6. Modelo molecular que explica la activacion de la traduccion de hok en
células sin plasmido. (Pedersen y Gerdes, 1999). A) Ruta de plegamiento del
RNAmM de hok. Durante la transcripcion, una asa metaestable en el extremo 5
del RNAm evita la formacion del fragmento tac (translational activation). La
formacion del fragmento tac en el transcrito naciente puede llevar a la
activacion prematura de la traduccion o a la union del RNA antisentido. En el
transcrito completo (FL), el elemento fbi (fold-back inhibition) se aparea con
tac cerrando el RNAm en una conformacion inerte. En este estado la region



sokT (sok Target) esta protegida por una estructura fold back. Durante el
crecimiento celular activo, el RNA FL se acumula en las células que tienen
plasmido. Este RNAm FL es activado por un procesamiento en su extremo 3°, el
cual remueve el elemento fhi. La remocion del elemento fbi desencadena un
replegamiento del extremo 5 del RNAm con la formaciéon de las asas tac y
blanco para el RNA antisentido (blanco de sok). B) En las células que tienen el
plasmido, el RNAm truncado es secuestrado rapidamente por el RNA de sok, el
cual evita su traduccion. Subsecuentemente, el RNA hibrido es cortado por la
RNAsa I11. ¢) En células sin plasmido, en las cuales el RNA antisentido ya se ha
degradado, la traduccion del RNA truncado de hok puede llevarse a cabo,
matando a la célula.

Cabe comentar que aunque esta bien establecida la funcion estabilizadora de
plasmidos del locus parB (hok/sok) de R1, Pecota y Wood (1996) demostraron
gue después de la infeccion con fago T4, la densidad 6ptica (DOggo) de una cepa
gue contiene el sistema hok/sok en un plasmido de alto nimero de copias
continda creciendo, mientras que la DOgy de una cepa sin este locus, disminuye
rapidamente.

Genes hok cromosomales

En el cromosoma de Escherichia coli K-12 se tienen 5 homélogos del gen hok
del plasmido R1, llamados hokA, hokB, hokC (sinénimo de gef), hokD (sin6nimo
de relF) y hokE, los cuales se localizan, respectivamente, en los minutos 80.1,
32.2, 0.4, 35.4 y 13.1 del mapa cromosdémico de E. coli K-12 (Blattner et al.,
1997). Un alineamiento de la secuencia de los péptidos que codifican estos
genes permite observar que conservan entre todos ellos (y entre ellos con el gen
hok del plasmido R1) un nimero considerable de aminoacidos (figura 7) y

elementos regulatorios (figura 8) (Pedersen y Gerdes, 1999).

Hok,R1
HokA, C
HokB, K12
HokC, Ecor24
HokD, K12
HOKE,K12




Figura 7. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los cinco genes hok cromosomales
y el gen hok del plasmido R1. (Pedersen y Gerdes, 1999). Un mismo color corresponde a un
mismo tipo de amino&cido.

Estos cinco genes cromosomales han sido clonados y sobreexpresados a

partir de un promotor inducible con IPTG (hokA, hokB y hokC) o termoinducible
(hokD y hokF), observandose un efecto téxico con consecuencias muy similares
a las obtenidas con la sobreexpresion de la proteina Hok del plasmido R1
(Pedersen y Gerdes, 1999; Gerdes et al., 1986). No obstante, su funcién en

cantidades fisioldgicas se desconoce.

En el gen hokA un elemento IS150 esté insertado 32 pares de bases rio arriba
de su cododn de inicio (figura 8 A). Si la secuencia de este IS es removida de la
secuencia del gen hokA se observa un sistema homélogo al gen hok del
plasmido R1, con un promotor potencial para RNAm de hokA, asi como los
elementos regulatorios fbi y tac caracteristicos de hok (R1), lo cual sugiere que
el elemento 1S150 pudo haber inactivado al gen (Pedersen y Gerdes, 1999)
(figura 8 A). De forma similar, en el gen hokC (gef) se encuentra un elemento
IS186, 22 pares de bases rio abajo del marco de lectura que codifica para la
proteina Gef (figura 8 C). Al igual que en el caso de hokA, la secuencia de DNA
para el locus hokC (eliminando al 1S186) muestra un sistema hok similar al de
R1, con elementos fbi, tac, sok y mok (Pedersen y Gerdes, 1999). Una situacién
muy similar se encuentra para el gen hokE, el cual también tiene un elemento
IS186, aunque a 21 pares de bases rio abajo del marco de lectura para la

proteina toxica (Pedersen y Gerdes, 1999) (figura 8 E).

En el caso de hokB se encuentra un locus con todos los elementos
regulatorios tipo hok de R1, sin observarse elementos IS en su secuencia que lo
pudieran inactivar (Pedersen y Gerdes, 1999) (figura 8 B). El cuarto homdlogo a
hok de R1, hokD (también conocido como relF) es el tercer gen del operon relB,
cuyos dos primeros genes forman un sistema TA probablemente independiente
(Gotfredsen y Gerdes, 1998). En el caso de hokD se encuentra un elemento
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potencial fbi, sin embargo, los elementos regulatorios rio arriba no se
encuentran, lo cual sugiere que este gen es un relicto de un sistema genético
funcional tipo hok de R1 (Pedersen y Gerdes, 1999) (figura 8 D). Resulta muy
interesante que estos cinco genes cromosomales (con y sin elementos de
insercion que pudieran inactivarlos) no llevan a cabo el proceso de muerte
postsegregacional ni la consecuente estabilizacion del plasmido en la poblacion,
como si observa con el gen hok de R1 (Pedersen y Gerdes, 1999). Esto resulta
aun mas sorprendente si se considera que los loci hokA y hokC, sin elementos
IS, producen RNA’s antisentido inestables asi como RNA’s mensajeros
estables, productos del gen de la antitoxina y del de la toxina (respectivamente),
los cuales son procesados en forma muy similar a los encontrados en el locus
parB de R1 (Pedersen y Gerdes, 1999).
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Figura 8. Estructura y organizacion de los cinco genes cromosomales hok. fbi
(foldback inhibition element), tac (translational activation element), FL (full
length) y TR (truncated). (Pedersen y Gerdes, 1999).

Posibles funciones de los sistemas TA cromosomales

Hasta la fecha no se ha encontrado una funcion fisiologica para los genes hok

del cromosoma ni para la gran mayoria de los demas sistemas TA
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cromosomales, sin embargo, las hipétesis que han surgido son muchas y muy
variadas. Una hipétesis que fue aceptada ampliamente durante mucho tiempo,
es que estos sistemas estaban involucrados en una respuesta general al estrés
(Buts et al., 2005). No obstante, recientemente se comparé el comportamiento
de una cepa de E. coli MG1655 wt contra una cepa derivada, desprovista de
cinco sistemas TA cromosomales distintos a los genes hok (mazEF, relBE, yefM-
yoeB, chpB y dinJ-yafQ) en diferentes condiciones de estrés (estrés nutrimental
y caldrico), sin encontrar diferencias en la viabilidad, incluso en condiciones en
las cuales se habia reportado que dichos genes eran ventajosos (Tsilibaris et al.,
2007). Ello ha motivado el surgimiento de algunas “funciones” hipotéticas
(Magnusson, 2007), entre ellas: a) DNA basura adquirido mediante plasmidos y
otras fuentes, b) alelos “egoistas” (un_término recurrente en la literatura al

respecto), c) reguladores genéticos, d) altruismo nutrimental y e) exclusién frente
a la infeccién por fagos. Cabe comentar que la hipotesis de DNA basura (o sin
funcion) presenta evidencia contradictoria, pues mientras que la distribucién de
muchos de estos sistemas varia de un aislado a otro (Van Melderen y Saavedra
De Bast, 2009), se han encontrado homodlogos de hok en especies poco
cercanas como Agrobacterium y Rhizobium (Poulsen et al., 1989) lo cual sugiere
una funcién importante. Asi mismo, la alineaciébn de las secuencias de
aminoacidos de los genes hok cromosomales y del plasmido R1 (figura 7),
muestra la conservacion de dos residuos de cisteina en las posiciones 15 y 30,
sugiriendo fuertemente una importancia funcional. Estos dos residuos se
cambiaron por serinas en la proteina Gef, observandose que sélo el de la
posicién 30 esta involucrado en la formacién de dimeros, sin embargo, ninguno
de estos residuos se requiere para que la proteina mantenga sus propiedades
téxicas cuando se sobreexpresa (Poulsen et al., 1991). Por otra parte, Saavedra,
Mine y Van Melderen (2008), estudiando un sistema TA distinto, han demostrado
gue el gen cromosomal ccd de Erwinia chrysanthemi protege a Escherichia coli
de la muerte postsegregacional mediada por su homdlogo plasmidico ccdg,
cuando E. coli tiene integrado a ccd en su cromosoma. Este grupo de trabajo

propone que la integracién de los sistemas TA plasmidicos al cromosoma pudo
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resultar ventajosa, dado que la antitoxina se podia ahora producir en forma
independiente a la presencia del plasmido, evitando asi la muerte
postsegregacional.

El gen hokC o gef

En el presente trabajo se ha tomado al gen hokC como modelo representativo
de los demas genes hok cromosomales. En el locus hokC/sokC (cuyos
sinénimos son gef y sof, respectivamente) gef codifica para la proteina toxica
Gef de 50 aminoacidos, la cual, si se sobreexpresa, tiene el mismo efecto en la
viabilidad y morfologia que la proteina Hok del plasmido R1 (fenotipo ghost cell,
disminucion del consumo de oxigeno y disminucion de la viabilidad) (Gerdes et
al., 1986a). Al igual de Hok de R1, Gef es una proteina integral de membrana
cuya parte carboxilo terminal (segmento téxico) se localiza en el periplasma
(Poulsen et al., 1991). En este caso, la traduccién de Gef estd acoplada a la
traduccion de un marco de lectura abierto (ORF69), el cual es homélogo al
modulador de muerte (mok) del locus parB del plasmido R1. También, en forma
analoga a lo que sucede en parB de R1, se sabe que el RNA antisentido de sof
secuestra el sitio de union ribosomal del ORF69, inhibiendo de este modo la
traduccion de gef (Poulsen et al., 1991). Por otra parte, se ha determinado que la
expresion de gef es constitutiva (Poulsen et al., 1989) y que est4 impulsada por
un promotor muy débil respecto al promotor de sof, que es mucho mas fuerte,
aproximadamente 200 veces (Poulsen et al., 1991). De hecho, en el trabajo de
Poulsen et al., (1991) no se detecto actividad de B-galactosidasa en una fusion
transcripcional gef-lacZ en fase exponencial de crecimiento, sin embargo, se
desconoce en qué condiciones pudiera incrementarse la expresion de gef y/o
disminuir la expresién de sof. No obstante, se ha observado una ligera
disminucion de la expresion de gef, inducida por la accion de la feromona de
sefializaciéon Al-2 (autoinducer 2) (DeLisa et al. 2001). Por otra parte, se sabe

gue una cepa de E. coli mutante en gef es viable y en fase exponencial se
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comporta de igual forma que la cepa silvestre a diferentes pH y concentraciones
de NaCl y glucosa (Poulsen et al., 1989). Cabe comentar que una cepa doble
mutante hokC (gef) y hokD (relF) tiene una cinética de sobrevivencia idéntica
gue una cepa wt en fase estacionaria prolongada (Poulsen et al., 1991). Es asi
gue aunque este gen no es esencial bajo estas condiciones, posiblemente sea
importante (o incremente su expresion) en otras circunstancias adn no

exploradas.

Resultados previos de este laboratorio acerca del monitoreo de la actividad
transcripcional de gef y sof en diferentes etapas del crecimiento (con fusiones
transcripcionales lacZ construidas por un método distinto al que se describira
posteriormente), mostraban una disminucién de la expresion de sof poco
después de la fase exponencial de crecimiento (figuras 9 y 10). Este resultado
sugirié la posibilidad de que en algin momento de la fase estacionaria, la
disminucién de la expresion de sof permitiera la traduccién de gef y la lisis de
una parte de la poblacién celular, logrando que otras células incorporen los
restos celulares liberados en forma de nutrientes. No obstante, la actividad
transcripcional de gef obtenida con estas fusiones no coincidié con la actividad
reportada previamente para este gen (Poulsen et al., 1991). Esto motivo la
construccion de nuevas fusiones transcripcionales gef-lacZ y sof-lacZ y su

monitoreo en una fase estacionaria prolongada, entre otros objetivos.

Finalmente, cabe destacar que la publicacién de trabajos cientificos respecto a
la posible funcion de los genes gef y sof no presenta actualizacién alguna desde
el trabajo de Poulsen et al., (1992), en el cual (tratando de identificar al blanco
especifico sobre el cual actia Gef) caracterizan a una cepa mutante resistente a
su accibn letal. No obstante, los genes gef y sof se mencionan en revisiones y
otros trabajos que abordan a los sistemas TA en general (Gerdes y Wagner,
2007; Yarmolinsky, 1995, Holcik y ler, 1997; Van Melderen y Saavedra De Bast,
2009). También se han presentado algunas publicaciones en donde la proteina
Gef se utiliza como terapia contra la proliferacion de células cancerigenas

humanas (en las cuales se observa una clara afectacion a las mitocondrias)
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(Prados et al., 2008) y como agente en el tratamiento de infecciones bacterianas

de mamiferos (Westwater et al., 2003).
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Figura 9. Actividad transcripcional de gef y sof durante diferentes
etapas de crecimiento. M (sof-lacz), O (gef-lacZ). Comunicacion
personal con Aurora Labastida, ex estudiante de este laboratorio.

16



11 geflacZ
- sof-lacZ

ODgqo

0.1
0 1 2 3 4 5

TIEMPO
(HORAS)

Figura 10. Crecimiento (DOgg) de las cepas reporteras de los genes
gef-lacZ y sof-lacZ durante diferentes etapas de crecimiento. W
(sof-lacz), O (gef-lacZ). Comunicacion personal con Aurora
Labastida, ex estudiante de este laboratorio.
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OBJETIVOS

General

Identificar las condiciones (fisiolégicas o de estrés) que incrementan la

expresion del gen gef y/o reprimen la expresion del gen sof.

Particulares

I. Determinar los niveles de expresion del gen gef y del gen sof en distintas

condiciones de estrés (nutrimental, caldrico y por infeccion con fago).

Il.Determinar la viabilidad de una cepa de E. coli que carece de todos los
genes homaélogos de hok (hokA, hokB, hokC, hokD y hokE). Si la funcién
de estos genes es lograr la sobrevivencia a largo plazo de una parte de la
poblacion bacteriana, una cepa sin ninguno de estos homélogos

cromosomales caeria subitamente frente al estrés nutrimental.
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HIPOTESIS

Existen condiciones de crecimiento (fisiolégicas o de estrés) para
la bacteria Escherichia coli, que incrementan la débil expresion del
gen gef, o bien, inhiben la expresion del gen sof (RNA antisentido)

produciendo el suicidio celular.

Por otra parte, es posible que la activacién de estos genes se de
en algunas condiciones de estrés permitiendo la sobrevivencia a
largo plazo de una parte de la poblacion bacteriana, que utiliza los
nutrientes liberados por la lisis de algunas células. De este modo, la
viabilidad de wuna cepa, sin ninguno de estos homodlogos
cromosomales, caeria subitamente al no contar con nutrientes. Es
decir, que la posible funcién de los genes hok cromosomales es el

control poblacional frente al estrés.
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JUSTIFICACION

La funcién estabilizadora del loci hok/sok del plasmido R1 fue
establecida poco después de su descubrimiento (Gerdes,
Rasmussen y Molin, 1986), sin embargo, la funcion de los
homélogos cromosomales de este gen, cuyo descubrimiento se
remonta al trabajo de Gerdes et al. (1986) aun no se ha
establecido. Se sabe que estos genes cromosomales son letales
para la célula cuando se sobreexpresan, como sucede con su
homdlogo de plasmido, no obstante, aln falta realizar estudios sin
recurrir a la sobreexpresion de estos genes y/o caracterizar el
comportamiento de una cepa que carezca de todos los genes

cromosomales homdlogos.
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MATERIALES Y METODOS

Construccidn de fusiones gef-lacZ y sof-lacZ para el monitoreo de la actividad
transcripcional

Los Plasmidos CRIM

La construccion de estas fusiones se llevé cabo de acuerdo al protocolo
descrito por Zhou et al., (2003) empleando los plasmidos CRIM (Conditional-
Replication, Integration and Modular), los cuales cuentan con la ventaja de
integrar al cromosoma fusiones transcripcionales lacZ en una sola copia,
pudiéndose distinguir facilmente de integraciones multiples debido a los distintos
tamafios de los fragmentos de PCR generados en cada caso (Haldimann y
Wanner, 2001) (tabla 1 y figura 11). Estos plasmidos son integrados al
cromosoma bacteriano en un sitio de insercion (attB) mediante la accién de una
integrasa termoactivable de fago (Int), codificada en un plasmido helper Int
independiente (figura 11). El plasmido CRIM que porta la fusion transcripcional
es replicable en mediano (15 por célula) o en alto nimero de copias (250 por
célula), en una cepa pir* o pir *°, respectivamente (Haldimann y Wanner, 2001).
Existen diferentes plasmidos CRIM, cada uno con distintos sitios attP y attB
(para los fagos A, HK022, ®80, P21 y P22) y distintos genes de resistencia a
antibidticos, en conjunto con una region multiple de clonacion rio arriba del gen
reportero lacZ, que permite el monitoreo de los genes clonados (figura 12).
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Integracién sencilla (una sola copia)
torS BOPoriR  kan Psy“ 1-psts* POB' torT
o Y

“-4 —

Pl [—) P2 P3 ) 4 P4

¥

Integracién multiple

torS BOPoriR  kan Psy,”-_psfS* POPoriR  kan Pen psts* POB' torT
- - Of ¢ - 0

PIL—(1 P2 P2 (—{ P2 P3 1 £ P4

Figura 11. Ejemplo del proceso de integracion de un plasmido CRIM (pAH70) con sitios de
union a fago attHK022. POB” y BOP’ son sitios de recombinacién sitio-especifica para fago.
P1, P2, P3y P4 son los sitios de unién de los oligonucletétidos usados en las pruebas de PCR
(Tomado y modificado de Haldiman y Wanner, 2001).

Construccidn de los plasmidos de integracion pMX901 (pAH125+gef-lacZ)
y pMX902 (pAH125+sof-lacZ)

Los plasmidos de integracion pMX901 (pAH125+gef-lacZ) y pMX902
(pPAH125+sof-lacZ) se construyeron tomando como base al plasmido CRIM
pAH125 (figura 12). Para la construccion del plasmido pMX901 se amplificd
mediante PCR una region de 562 pares de bares rio arriba del sitio de inicio de
la transcripcion de gef, con DNA cromosomal de una cepa MC4100 wt como
templado, empleando los primers Gef Fw (5 cccgaattcTGGCTAGCGATCCTTGC
3") y Gef Rv (3" CGAGGCCTCCTATatgcggatccggg 57) (figuras 13 y 14). Este
fragmento, de 820 pares de bases (figura 19), se cloné en el plasmido pGEM®-T
Easy de PROMEGA, generando pGEM-T Easy-gef (figura 14). La orientacion del

fragmento clonado respecto al gen lacZ se verific6 mediante dobles digestiones
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Hincll/BamHI y Pvull/BamHI (figura 20). Por otra parte, el pldsmido CRIM
pAH125 fue digerido con la enzima Pstl, tratado posteriormente con el fragmento
“klenow” de la DNA Polimerasa | y finalmente digerido con la endonucleasa
BamHI. El fragmento del promotor de gef y el plasmido pAH125, asi tratados, se
ligaron con la ligasa del fago T4 (figura 14).

Smal Smal
HincII Aval AvaI
SalIl BamHI SacI Xmal
HindIII SphI PstI Xbal XmaIl KpnI EcoRI BamHI
aagcttgcatgc ctgcaggtcgactctagaggatccccgggtaccgagctcgaattcccggggatceccga
25720 25730 210 ~20 230 ~40 250
o9
rrnB_T2 term \\\C) 32 \’b’fx,"’ o
KR EHQ
rrnB_T1 term PR L

Narl 5163

Notl 4446
ECORV 1277
pAH125

5739bp lacZ reporter

Dral 4139

\auP other

Ndel 3121

Figura 12. Pldsmido CRIM pAH125 utilizado en la construccion de las fusiones gef-lacZ y sof-
lacZ de este trabajo (Haldimann y Wanner, 2001).
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TGGCTAGC
Gef Fw cccgaatte —»
GATCCTTGCAT CAGTTCACGTTTAACTTCCAGACCGACTAACAGGAAAAATACCGCCATCAGCGCGTCATTTATCCA

TARCAGCATGTTTTTGTTGATTTCGAGTGAACCAACCCGGAGCTGAACCGGCGTCTCCAGARAGTCGTGATACCATC
CACTGGITGCGCCGCTGTTGGCCATAATCATCGCCAGGATAGCGGCAATGATAAGAATAATGCCTCCCGAGGCATCA
CTGCTARAGRATCGATGCAGATGTTTCACTTTTTATTTCTCTTTCAGGTGAATAGATCGTTTTTACTATTTTACCCC
GCACGAATCATCGTTAAAATCAGATTATAGTGTAGGAATAATTCGTTTTTTACGAGCTATTGRAAGRAATTTGCGCCAT
CAGCGGTGAGATGCGTTTTTGACGGCTGTAAGCGCTCACGAGTGACCCTAAGCCTAGATAATCATAGCTTAAGGTGA

GGATTCCTGAGGGATTAATTAGGAAAAGTAATAATTAATTTGTTGTCAGTCGGCGATGCITETTAGGCCAATATTTC
mgef -35
ARABATAATCCAGCTTGTCGTCAATAATTGCGATGAAGAGATARATTAAAGT TAAATAATTAAATCATTAARARATT

-10
ACGCCACARRRATGCGAGGCGTCTTCAGGATTAGAATCGATAARAACAAAATGGGTTAAAGAGAGCGATATAATAGCG

GCGGGTGCTTGAGGCTGTCTGTCTCAGGCATTAGCTGARACGGCAGATAGAGAAAAGCCCCGAGTGATATTTTACCAT
miok * sof Gef

CARCCCGAGGCCTCCTAT
RBS | +— atgcgoatccgagy Gef Ry RBS Il

Figura 13. Ubicacion de las regiones de apareamiento de los oligonucleétidos empleados para
la amplificacion por PCR de la region promotora de gef. Gef Fw (secuencia completa):
cccgaattcTGGCTAGCGATCCTTGC. Gef Rv (secuencia completa mostrando las “colitas”
en minusculas): CGAGGCCTCCTATatgcggatccggg. Sitios EcoRl: cttaag. Sitios BamHI:
ggatcc.
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(2905) gef Amp’

I (820 pb) Pvull
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pGEME-T Easy T + A
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(3015 pb) » gef
EcoRI BamH|
| \ Pyl ~ :\Bamﬂl
Pyull Hincll (341 pb) Hincil
(341 pb) 92 I [E2]

Pvuill / BamHI

P gef
Blunt ki Resto del plasmido
end T + (2564 pb)

Pvull EcoRl BamHI
(2905)

(1000 pb}

Psﬂﬂl EcoRl BamH| oot ‘acy
BamH|
ﬁQ—\ —— (" EcoRl

-+

mmp Pt mmp Kienow WP BamHl S——————l

CRIM

PAH125
5739bp

pMX901

(6739 pb)

Figura 14. Estrategia de clonacion de la region promotora de gef para la construccion del
plasmido de integracién pMX901 (CRIM pAH125+gef-lacZ).

Para la construccion del plasmido de integracién pMX902 (pAH125+sof-lacZ)
se amplificé mediante PCR una regién de 921 pares de bases, la cual consiste
en 900 pares de bases rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion de sof y 21
pares de bases rio abajo del mismo sitio, con DNA cromosomal de una cepa
MC4100 wt, empleando los oligonucledtidos Sof Fw 5
GCGCATTCTTCTGCAGgaattcggg 3) y Sof Rv
(3'gaacccgggCGAGGCCTCCTATATGC 57) (figura 15). Este fragmento, de 921
pares de bases (figura 19), asi como el plasmido pAH125, fueron digeridos con
las enzimas Pstl y Smal. Posteriormente se ligaron ambas partes, plasmido y

fragmento ya tratados, con la enzima ligasa del fago T4 (figura 16).
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r_.mwf

mok Sof Rv—»gaacc
EGAGGCCTCCTATATGCTGAACACATGTAGAGTGCCTCTTACTGACCGTAAGGTCAAGGAGAAGAGAGCRAT
CCUUd RBS| sof < -10 -36  RBSI Gef

GAAGCAGCATAAGGCGATGATTGTCGCCCTGATCGTCATCTGTATCACCGCCGTAGTGGCGGCGCTGGTAACGAGAA
AAGACCTCTGTGAGGTTCACATCCGAACTGGCCAGACGGAGGTTGCTGTTTTCACGGCTTACGAATCCGAGTAAGAG
CAACGGCGGGGAGTGATCCCATAAGCGCTAACTTAAGGGTTGAACCATCTGAAGAATGCGACGCCTCGGTGCCTCGT
TAAGACGATGCCTCGCGTTCTTCAATTGCGTTTTGTAGGCTGTCAGGGATACTGTCCCACGAATGGCCACCTGTAAG
CTCCAGATGACCATTTTTGTTATTCTCCACAACGAGTTAGTTCTTCTTTTCGGATCCGGCACTTCTGGGGGGGAAAT
CCAGCGATGGCTATTATGTCGTCAATTAAAAATGCGGCGAGTAGATTAGCARAATATCCACGCTTTCGCGAGTTCAGG
TTCCTTTGCACGCAAAGCATCCAGGTGCAGCARACTTTTGAGCCGCTTAAAAGCCAGTTCAATTTGCCATCGCAGAC
GGTAACAATCAGCCACTTGCTCTGCTGAATATTCATCTTCCGGTAATGATGTTAGCAATAGCACATGGCCCGCTGCT
TCCAGCGTTTCCGCCTGAACTACTCGTCCTTTTCGACGATTCTCGCTGAGCAGTCGGGTTTTACTGATTAATGCTTT
TTCGGGAGGAAGTGATACGGCAATGAGACGTGCCGGAAAGGGAGCTCCGGCTTTTTTATTACCTGAATTGCCTATCA

TTACAGTGGTTTCACCGTTCTTACCGCAATCCAGCCCGCGCAGAARACCCATCATGTCAAAGEGCATTCTTCIECAS

Jaattcggg «— Sof Fw

Figura 15. Ubicacion de las regiones de apareamiento de los oligonucleétidos empleados para
la amplificacion por PCR de la regiéon promotora de sof. Sof Fw (secuencia completa):
GCGCATTCTTCTGCAGgaattcggg. Sof Rw (secuencia completa mostrando las “colitas” en
minusculas): gaacccgggCGAGGCCTCCTATATGC. Sitios Pstl: CTGCAG, Sitios Smal:

ccegygg.
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- Pstl - Smal
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Pstl Smal

Psl BamHl EcoRl Smal BamHI I (6675 ph)
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PAH12S ) Pstl mmp Smal

5739bp

Figura 16. Estrategia de clonacion de la regiéon promotora de sof para la construccion del
plasmido de integracién pMX902 (CRIM pAH125+sof-lacZ).

Construccidn de la cepa receptora MC4100/pINT-ts

La cepa hospedera, en cuyo cromosoma se integraron los plasmidos pMX901
(gef-lacz) o pMX902 (sof-lacZz) fue la MC4100. Esta cepa se transformé
mediante electroporacion con el plasmido helper pINT-ts (Amp") el cual permite
la insercion de los plasmidos CRIM en el sitio attB para el fago A (Haldimann y
Wanner, 2001). Las células electrocompetentes empleadas en la electroporacién
se hicieron a partir de 500 ul de un cultivo fresco en fase exponencial, con tres
lavados consecutivos con agua destilada, estéril y fria. A estas células se afiadi6é
el pldsmido helper pINT-ts y se incubaron en hielo por media hora.
Posteriormente se electroporaron en un electroporador Bio-rad Micropulser. La
recuperacion de estas células ya transformadas se hizo a 30° C en medio Luria-
Bertani Broth (LB) + ampicilina (100 pg/ml).
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Para incrementar la probabilidad de éxito de integracion se hizo, en paralelo a
la construccién anterior, la construccion de otra cepa hospedera para la
integracion de dichos plasmidos, aunque con un plasmido helper distinto al pINT-
ts. En este caso el plasmido helper alternativo fue el HK022, el cual se escogi6
por brindar una gran diferencia en los tamafios de fragmentos de PCR (535 pb
de diferencia entre fragmentos en la integracion sencilla), de acuerdo al evento

de integracion que haya ocurrido (Tabla 1).

Integracion de los plasmidos de fusion al cromosoma
de la cepa hospedera MC4100

Para la integracion de los plasmidos de fusién pMX901 o pMX902, se crecid
un cultivo overnight de la cepa receptora MC4100/pINT-ts en medio SOB (por
litro: 20 g de triptona, 5 g de levadura y 0.5 g de NaCl) con ampicilina (100 pg/ml)
a 30° C y en agitacion constante. A partir de este cultivo se inocularon 5 ml de
medio SOB fresco para obtener una DO de ~0.01. Este nuevo cultivo se crecié a
la misma temperatura, agitacién y concentracion de antibiético que en el caso
anterior, hasta una DO ~ 0.5-0.6. Posteriormente se cambié el cultivo a 42° C
durante 20 minutos y luego se puso en hielo durante 5 minutos. A continuacion
estas células se hicieron electrocompetentes tomando alicuotas de 1 ml en tubos
Eppendorf estériles y lavandolas 3 veces con agua destilada y fria. A estas
células, libres de sales, se afiadié alguno de los dos plasmidos de integracion
(PMX901 o pMX902) y después de media hora en hielo se electroporaron con un
electroporador Bio-rad Micropulser. Las células se recuperaron en 1 ml de medio
SOC (SOB + glucosa 20 mM) a 42° C durante 30 minutos y después a 37° C
durante 1 hora. Después de la recuperacion, las células se sembraron en medio
TYE solido (por litro: 0.2 g CaCl,, 10 g de triptona, 1 g de extracto de levadura, 8
g de NaCl, 1 g de glucosa y 15 g de agar) con kanamicina (10 pg/ml) y X-gal (5-
Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido) (40 pg/ml). De las colonias
obtenidas, se aislaron las colonias azules (figura 17) y se verificd que no
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crecieran en medio LB + ampicilina (100 pg/ml). A partir de las colonias que
cumplieron con estos dos criterios se extrajo DNA cromosomal para llevar a
cabo una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para diferenciar las
colonias sin integracion, con integracion sencilla o con integracion multiple de
alguno de los plasmidos de integracion, de acuerdo a los tamafios esperados en
cada caso (tabla 1). Este procedimiento también se llevd a cabo (en paralelo)

con la otra cepa hospedera, portadora del plasmido helper alternativo pAH69.

Figura 17. Iméagenes de algunas colonias obtenidas deoljioj los procesos de integracion de
los plasmidos pMX901 (izquierda) y pMX902 (derecha).

Pruebas de PCR para identificar a las colonias con integracién

sencilla al cromosoma de los plasmidos pMX901 o pMX902

La extraccion de DNA de las colonias aisladas (candidatas de haber integrado
los plasmidos pMX901 o pMX902) se hizo tomando estas colonias con un palillo,
suspendiéndolas en 50 pl de agua destilada estéril, incubandolas 10 minutos a
95° C y centrifugando un minuto a 14,000 RPM. El sobrenadante se usé como
fuente de DNA templado. La DNA polimerasa empleada en las reacciones de

PCR fue la enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase. La mezcla de
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reaccion y las caracteristicas del ciclo se llevaron a cabo de acuerdo al protocolo
descrito por el fabricante. Para 20 pl de reaccion: 4 pl HF buffer 5X, 0.4 pl de
dNTPs 10 mM, 1 ul de cada oligonuclettido [oligos 1 a 4 para el caso de las
pruebas para las colonias conseguidas con el plasmido helper pINT-ts (attB A)
(tabla 1)], 1 pl del DNA templado, 0.2 ul de Phusion® DNA Polymerase y 10.4 pl
de agua). El ciclo de PCR consistié en una desnaturalizacion inicial a 98° C por
30 segundos y 30 ciclos que consistieron en 98° C por 10 segundos de
desnaturalizacion, 63° C de alineamiento por 30 segundos y 72° C por 15

segundos de extension.

Tabla 1. Pruebas de PCR para la integracion de los plasmidos CRIM (Modificada de
Haldimann y Wanner, 2001).

*Tamafio esperado de los fragmentos
de PCR para attB con:

SIN INTEGRACION  INTEGRACION
INTEGRACION SENCILLA MULTIPLE
Fragmentos
Fragmentos
attP . . Fragmento esperados
Secuencia Secuencia Temp. esperados
(Plasmido . . esperado entre
del oligo P1 del oligo P4 (°C) entre P1y P2,
helper) entre P1y P4 PlyP2,P3y
P3yP4
P2,y P3yP4
A
GGCATCACGGCAATATAC  TCTGGTCTGGTAGCAATG 63 741 577, 666 577,502 y 666
pPINT-ts
HK022
AHE9 GGAATCAATGOCTGAGTG  GGCATCAACAGCACATTC 59 740 289, 824 289, 373, 824
p

Los oligonucleétidos P2 (ACTTAACGGCTGACATGG) y P3 (ACGAGTATCGAGATGGCA) son los mismos para
todos los sitios attP. Temp. es la temperatura de alineamiento.
Aqui sdlo se muestran dos de los siete distintos plasmidos helper que existen, cada uno con distintos sitios attP.

* Pares de bases.
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Ensayos de -galactosidasa

La cuantificacion de la actividad enzimatica de los genes reporteros utilizados
en este trabajo se llevd a cabo mediante el ensayo de actividad de -
galactosidasa (Miller, 1972). Para ello se tomd 1ml del medio de cultivo
inoculado para determinar el crecimiento (DOggo). Una vez tomada esta lectura,
se tomaron 100 pl de esta misma muestra, los cuales se afiadieron a tubos de
ensayo con 900 pl de solucion de reaccion (por litro: 985 ml de buffer Z [por litro:
42.3 ml de NaH,PO,4 1 M, 57.7 ml de Na,HPO, 1M, 0.75g de KCI, 0.25g de
MgS0,4.7H,0], 11.05 ml de SDS 0.1 % y 2.7 ml de B-Mercaptoetanol). A esta
mezcla se afiadié 17 pl de cloroformo y se agitd vigorosamente para conseguir la
lisis celular. La reaccién enzimatica se inicié con 200 pl de ONPG (O-nitrofenil-f3-
D-galactopiranésido, 4 mg/ml) y se incubé por 20 minutos a temperatura
ambiente. Al término de este tiempo la reaccion se detuvo mediante la adicion de
500 ul de NaCO3; 1M. Después de 5 minutos de reposo, las muestras se leyeron
en un espectrofotémetro Spectronic Genesis 5 a 420 y 550 nm. La determinacion
de la actividad de la p-galactosidasa se realiz6 de acuerdo a la férmula descrita
por Miller (1972):

Abs 420 nm — (1.75* Abs 550 nm)
(T) (V) (DOgoo NM)

Donde la absorbancia a 420 nm es la medicién del producto de la actividad 8-
galactosidasa. El producto 1.75*Abs 550 nm es un factor de correccion para la
absorbancia de detritus celular a esta densidad Optica. T, se refiere al tiempo de
reaccion (20 minutos); V al volumen en ml del cultivo de bacterias adicionado
para cada reaccion y DOgy nm es la medicién de la densidad éptica del cultivo,

en el momento de la toma de la muestra.
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Transduccion con el fago P1

Lisado: el cultivo de la cepa donadora se crecié al menos 12 horas (overnight)
a 37° C en medio LB con agitacion constante. A partir de este cultivo se
subcultivaron 50 pl en 5 ml de medio LB fresco adicionado con 50 pl de glucosa
al 20% y 25 ul de CacCl, 1 M. Este cultivo se incubd por 30 minutos a 37° C y al
término de este tiempo se afiadié 1 pl del fago P1. Se espero el tiempo
necesario para que el cultivo se hubiera aclarado (lisado) completamente por el
fago (generalmente 2 ¥ a 3 horas), contrastando en todo momento con un
cultivo sin el fago (a manera de control negativo). En este momento el cultivo se
puso en hielo y se afiadié 100 pl de cloroformo, se agité vigorosamente por 10
segundos y se precipitd a 14,000 RPM por 10 minutos en frio. Finalmente, el

sobrenadante se transfirié a un tubo Eppendorf® estéril y se almacené a 4° C.

Transduccion: se adicionaron 300 pl de un cultivo overnight en tubos
Eppendorf estériles. Se centrifugd la muestra a 12,000 RPM por 1 minuto. La
pastilla resultante de células se resuspendid6 en 300 pl de Soluciéon de
Transduccién (10 mM de MgSO, y 5 mM de CaCl,). Se adicionaron diferentes
cantidades del fago P1 (1, 10, 50 y 100 pl) y se incubd sin agitacién a 37° C por
30 minutos. Al término de este tiempo se afiadié 100 de citrato de sodio 1 M, se
reposé 5 minutos y se centrifugé a 12,000 RPM por 1 minuto. Después de
descartar el sobrenadante se resuspendié la pastilla en 1 ml de Solucién de
Recuperacién (por litro: 900 ml de medio LB y 100 ml de citrato de sodio 1 M).
Se incubd6 por una hora a 37° C sin agitacion. Se centrifugdé a 12,000 RPM
durante 1 minuto. Finalmente se descarté el sobrenadante (~850 pl), se
resuspendio cuidadosamente y se plagued en medio LB sélido adicionado con el

antibiético de seleccion.

Construccién de la cepa MC4100 carente de los genes
hok cromosomales (45)
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La cepa MC4100 wt fue transducida con el fago P1 teniendo como cepa
donadora a la cepa BW25113 hokA::Km' perteneciente a la coleccion de
mutantes “knockout” Keio (Baba et al.,, 2006). El fenotipo de resistencia a
kanamicina de las colonias seleccionadas fue eliminado mediante su
transformacion con el plasmido pCP20, el cual es un plasmido Amp"y Cm', que
tiene una replicacion sensible a temperatura y una induccion térmica de la
sintesis de FLP, capaz de llevar a cabo el proceso de remocién de marcadores
de resistencia flanqueados por sitios FRT (Datsenko y Wanner, 2000) (Figura
18). Las colonias obtenidas (resistentes a ampicilina) se crecieron overnight a
42° C en medio LB sodlido sin antibidtico. Posteriormente, las colonias
seleccionadas se crecieron en LB sélido en tres condiciones distintas: sin
antibiético, con Amp (100 pg/ml) y con Km (50 pg/ml). Las colonias que crecieron
en alguno de los antibiéticos se descartaron. Esta estrategia de introduccion de
un gen de resistencia a kanamicina para eliminar un gen hok homologo y de
eliminacién del fenotipo resistente a antibidticos fue repetida consecutivamente
con los demas genes hok homologos de la coleccion Keio (hokB::Km',
hokC::Km', hokD::Km" y hokE::Km") (Baba et al., 2006), hasta obtener una cepa

sin los cinco genes homaologos hok.
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&7 P1 FRT Gen de resistencia a FRT

kanamicina
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%
PZQ

1. Amplificacion por PCR del gen de resistencia, flanqueado por FRT.

H1 H2

Gene A Gene B Gene C

2. Transformacion de la cepa que expresa la recombinasa Red A.

FRT FRT
Antibiotic resistance
Gene A }ZZ{ ////////////]TZ] Gene C

3. Seleccion de transformantes resistentes a kanamicina.
FRT

Gene A IZZ: ZZ:] Gene C 4}

4. Eliminacion del cassette de resistencia usando un plasmido de expresion de FLP.

Figura 18. Ejemplo de la estrategia para la eliminacion de los genes hok empleando los
genes interrumpidos por un cassette de resistencia a kanamincina de la coleccion Keio.
H1y H2 se refieren a las regiones de homologia. P1y P2 a las regiones que delimitan el
cassette de resistencia (Modificado de Datsenko y Wanner, 2000).

Observacion de las células bacterianas al microscopio Optico

A partir de los cultivos bacterianos de las cepas MC4100 con los genes
reporteros gef-lacZ o sof-lacZ creciendo en medio LB, se tomaron muestras de
~5 pl. Para observar las células se utiliz6 un microscopio éptico Leica DMLS a
100 X de aumento, utilizando la técnica de iluminacién de Contraste de Fases.

Para capturar las imagenes se utilizd6 una camara digital Canon Power Shot
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S515. Las imagenes capturadas se procesaron con el programa computacional
GIMP (ver 2.6.6) de GNU®.

RESULTADOS

Construccion de los plasmidos de integracion pMX901
(pPAH125+gef-lacZ) y pMX902 (pAH125+sof-lacZ)

Se llevd a cabo la construccion de dos plasmidos de integracion, los cuales,
son indispensables para poder integrar al cromosoma de E. coli MC4100 las
fusiones gef-lacZ y sof-lacZ, segin el método de los plasmidos CRIM
anteriormente descrito. Originalmente se contemplé la idea de construir estos
plasmidos modificando el plasmido CRIM pAH125 (figura 12) con alguna de las

dos estrategias siguientes:

1. pAH125 — doble digestion Kpnl y Pstl — modificacion con el

fragmento Klenow de la DNA Polimerasa | — digestion con BamHlI

2. pAH125 — digestion con Pstl — modificacion con el fragmento

Klenow de la DNA Polimerasa | — digestion con BamHI

La finalidad de ambas estrategias fue modificar el plasmido pAH125 de forma
gue quedara linearizado con un extremo romo Yy otro cohesivo BamHlI, y en esa
orientacién poder clonar los fragmentos amplificados por PCR correspondientes
a las regiones promotoras de los genes gef y sof. Sin embargo, después de
multiples intentos sin éxito, estas estrategias se descartaron y se buscaron
alternativas. Para el caso de gef se sac6 provecho de que dicho fragmento se
habia clonado previamente en el plasmido pGEM®-T Easy de Promega, dando
origen al plasmido pGEM-T Easy-gef. A partir de este plasmido se pudo extraer
un fragmento que incluia al fragmento de gef, mediante una doble digestion
Pvull y BamHI, confirmandose la orientacion del mismo respecto a su sitio futuro
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de clonacion (plasmido CRIM pAH125) mediante otra doble digestion Hincll y
BamHI (figuras 14 y 20). Este fragmento de gef, con un extremo romo y otro
cohesivo BamHlI, se clon6 en el plasmido pAH125 previamente modificado con
las enzimas Pstl, Klenow y BamHI, dando origen al pldsmido pMX901 (figura
14). Esta construccion se verific6 mediante restricciones EcoRI/BamHI y s6lo
EcoRI (Figura 21).

Para el caso de sof, un problema que imposibilité el uso del plasmido pAH125
ya modificado con un extremo romo y otro BamHI fue que este fragmento
(correspondiente al promotor de sof) tiene un sitio de restriccion BamHI
aproximadamente a la mitad de su secuencia. En este caso, la estrategia
alternativa fue digerir ambas partes (fragmento y plasmido) con las enzimas de
restriccion Pstl y Smal. Esta construccion (pMX902) se confirmé mediante
restricciones EcoRV/Pstl y s6lo Pstl, que permiten ver el plasmido en dos
fragmentos o en su forma linearizada (respectivamente), todo con tamafios que

corresponden a lo esperado (figura 20).

500 pb

Figura 19. Amplificacion por PCR de las
regiones promotoras de los genes: 1) gef y 2)
sof, con los oligonucle6tidos Gef Fw/Gef Rv
y Sof Fw/Sof Rv (respectivamente). L:
Marcador de peso molecular 100 pb
(Invitrogen). Gel de agarosa al 1 %.
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Figura 20. Digestion del plasmido pGEM-
T Easy gef. L: Marcador de peso
molecular 1 Kb Plus (Invitrogen). 1:
pGEM-T Easy gef + Hincll+BamHI. 2:
PGEM-T Easy gef + Pvull + BamHI. Gel
de agarosa al 1 %.
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Figura 21. Verificacion de la correcta construccion de
los plasmidos pMX901 y pMX902. L: Marcador de peso
molecular 1 Kb Plus (Invitrogen). 1: pMX901 (cepa de
alto nimero de copias) + EcoRI + BamH1. 2: pMX901 +
EcoRI. 3: pMX902 (cepa de bajo nimero de copias) +
EcoRV + Pstl. 4: pMX902 + Pstl. Gel de agarosa al 1 %.

Integracién de las fusiones gef-lacZ y sof-lacZ

al cromosoma de la cepa MC4100

Una vez concluida la construccion de los dos plasmidos de integracion
pMX901 y pMX902, se continué con el proceso de integracion de estos
plasmidos al cromosoma de la cepa receptora MC4100/pINT-ts. Para ello, se
siguid el protocolo descrito por Haldimann y Wanner (2001), en el cual la
integracion se lleva a cabo creciendo a la cepa hospedera en 5 ml de medio
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SOB con ampicilina (100 pg/ml) a 30° C hasta una DOgg de ~0.6, momento en el
cual las células se hacen electrocompetentes; posteriormente a la
electroporacion, las células se recuperan a 37° C por una horay luego a 42°
C por media hora. Después de mudltiples intentos siguiendo este protocolo,
obteniendo 3 a 4 colonias candidatas totales (en el mejor de los casos), de las
cuales todas contaban con integracion mdltiple o no habian integrado el
plasmido (figuras 22 y 23). Posteriormente se us6 un protocolo alternativo para
la integracion al cromosoma de los plasmidos CRIM, descrito, entre otros
autores, por Zhou, Datsenko y Wanner (2003), el cual difiere sustancialmente del
protocolo anterior. En este caso hay un paso de heat shock a 42° C en forma
previa a la electroporaciéon (posiblemente para activar la Integrasa de fago, la
cual es termoactivable), y la recuperacion de las células (después de
electroporadas) se hace a 42° C media hora y luego a 37° C una hora. La
diferencia entre ambos protocolos resulté muy evidente, tras observar que con el
primer intento de integracion siguiendo este segundo protocolo, el nimero de
colonias candidatas obtenidas pas6 de unas cuantas a cientos por caja de Petri
(figura 17).

850 pb

650 pb 800 pb

500p 500 pb
p
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Figura 22. PCR de cuatro colonias candidatas de integracion sencilla del
plasmido de integracion pMX901 (pAH125+gef-lacZ) utilizando el protocolo de
Haldimann y Wanner (2001), con el plasmido helper pINT-ts con sitios attB
para A. Los tamafios esperados para la integracion sencilla son 577 y 666 pb,
para la integracion mdaltiple 502, 577 y 666 y en el caso de que no exista
integracion 741 pb. L: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen). L2:
Marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen). 1: control negativo (DNA de
la cepa MC4100). 2-4: colonias candidatas de integracion sencilla. Gel de
agarosa al 1 %.

Con algunas de las colonias candidatas de integracién, obtenidas con el
segundo protocolo, se llevaron a cabo las pruebas de PCR para determinar
cuales de ellas habian integrado en el cromosoma una sola copia de alguno de
los plasmidos de integracion (pMX901 o pMX902). En este caso, la integracion
sencilla y no la multiple fue el evento que predominé (figuras 24 y 25). En la
figura 24, correspondiente a las colonias candidatas de integracion del plasmido
pMX901, se observa que las colonias 3-5, 7, 9 y 11 amplificaron dos productos
gue corresponden con los tamafios esperados del evento de integracion sencilla
(577 y 666 pb), mientras que la colonia 6 presenta los tres productos
correspondientes a la integracion mdltiple.
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Figura 23. PCR de cuatro colonias candidatas de integracion sencilla
del plasmido de integracion pMX902 (pAH125+sof-lacZ) utilizando el
protocolo de Haldimann y Wanner (2001), con el plasmido helper
pINT-ts con sitios attB para L. Los tamafios esperados para la
integracion sencilla son 577 y 666 pb, para la integracion multiple 502,
577 y 666 y en el caso de que no exista integracion 741 pares de bases.
1: control negativo (DNA de la cepa MC4100). 2-4: colonias
candidatas de integracion sencilla. Gel de agarosa al 1.5 %.
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Figura 24. PCR de 11 colonias candidatas de integracion sencilla del plasmido de
integracion pMX901 (pAH125+gef-lacZ) empleando al pldsmido helper pINT-ts con
sitios attB para A. Los tamafios esperados para la integracion sencilla son 577 y 666 pb,
para la integracion multiple 502, 577 y 666 y en el caso de que no exista integracion 741
pb. L: Marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen). Gel de agarosa al 1.5 %.

Para el caso del otro plasmido (pMX902) se present6 una situacion similar, ya
que de las cinco colonias escogidas, todas ellas tuvieron la integracion sencilla
(Figura 24).
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Figura 25. PCR de 5 colonias candidatas de integracion sencilla
del plasmido de integracion pMX902 (pAH125+sof-lacZ)
empleando al plasmido helper pINT-ts con sitios attB para A
Los tamafios esperados para la integracion sencilla son 577 y
666 pb, para la integraciéon multiple 502, 577 y 666 y en el caso
de que no exista integracion 741 pares de bases. L: Marcador
de peso molecular 100 pb (Invitrogen). Gel de agarosa al 1.5
%.

Como se ha mencionado anteriormente, el proceso de integracién también se
llevd a cabo en la cepa hospedera MC4100 portadora del plasmido helper
alternativo pAH69, no obstante, las pruebas de PCR con el DNA extraido de
estas colonias produjo un patrén de bandas inesperado (figura 26), motivo por el

cual se descartaron estas colonias.

43



-

A
e
T

.

L 1 2 3 4 5

Eot
P
ok
600 pb > |—
500 pb » s

Lo

g

100 pb —»

Figura 26. PCR de algunas colonias candidatas de integracion del
plasmido pMX901. 1-4: PCR de las colonias candidatas de integracion
sencilla del plasmido de integracion pMX901 (pAH125+gef-lacZ)
empleando al plasmido helper pAH69 con sitios attP para HK022. Los
tamarios esperados para la integracion sencilla son 289 y 824 pb, para
la integracion multiple 289, 373 y 824 pb, y en el caso de que no exista
integracion 740 pb. 5: PCR de una colonia candidata de integracion
sencilla del plasmido pMX901 empleando el plasmido helper pINT-ts
con sititos attP para A. L: Marcador de peso molecular 100 pb.

Determinacion de la actividad transcripcional de los genes gef y sof
durante 3 distintas condiciones de estrés

Estrés nutrimental
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Durante mucho tiempo, la presencia de los sistemas TA en el cromosoma
bacteriano se atribuyd a que dichos sistemas genéticos desempefiaban alguna
funcién durante algun tipo especifico de estrés o como parte de una respuesta
general al estrés, aunque esa funcion era desconocida. Una posibilidad al
respecto es que estos sistemas permitan una conducta “altruista” frente al estrés
nutrimental, esto es, que durante la fase estacionaria el incremento en la
expresion de gef o la disminucion de la expresion de sof lleven a la lisis de una
parte de la poblacion celular, y que los nutrientes liberados por estas células
permitan que otros individuos de la poblacién alarguen su vida, como lo sugerian
los resultados preliminares de nuestro grupo, ya comentados. Para determinar si
esta hipotesis era valida, por lo menos para el gen cromosomal hokC (gef) y su
correspondiente antitoxina (sof), se llevd a cabo el monitoreo de la actividad
transcripcional de ambos genes, desde la fase exponencial de crecimiento (DIL
1) hasta la fase estacionaria avanzada (72 horas), asi como en cultivos nuevos
iniciados en paralelo, con inéculos provenientes de los primeros cultivos, justo a
las 24 horas de crecimiento (DIL 2) (figuras 27 y 28).
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Figura 27. Perfil de expresion de los genes reporteros gef-lacZ y sof-lacZ durante
las primeras 72 horas de crecimiento. El cultivo se llevé a cabo en medio LB con
kanamicina (10 pg/ml) comenzando a una DOgy de ~ 0.1 a partir de un cultivo
overnight de las cepas MC4100 gef-lacZ y MC4100 sof-lacZ (dilucion 1). A las 24
horas de iniciados estos cultivos se tomaron muestras de cada uno para comenzar
nuevos cultivos a una DOgy de ~ 0.1 (dilucion 2). Gréfica representativa de tres
experimentos independientes.
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Figura 28. Densidad optica (DOgq) de las cepas MC4100 gef-lacZ y MC4100 sof-
lacZ durante las primeras 72 horas de crecimiento. El cultivo se llev6 a cabo en
medio LB con kanamicina (10 pg/ml) comenzando a una DOgy de ~ 0.1 a partir
de un cultivo overnight (dilucién 1). A las 24 horas de iniciados estos cultivos se
tomaron muestras de cada uno para comenzar nuevos cultivos a una DOgy de 0.1
(dilucion 2). Gréfica representativa de tres experimentos independientes.

Como se observa en la figura 27, los niveles de expresion de sof son muy
altos con respecto a los de gef, lo cual, en general, corresponde con los reportes
anteriores para la fuerza de los promotores de ambos genes (Poulsen et al.,
1991). Sin embargo, resulta evidente que el perfil de expresidn obtenido difiere
de los resultados previamente obtenidos por la ex estudiante de este laboratorio
Aurora Labastida (Figuras 9 y 10). También es evidente que los resultados de la

expresion de sof y gef en la fase estacionaria prolongada (72 horas) no
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coinciden con lo esperado, es decir, el incremento en la expresion de gef y/o la
disminucion en la expresion de sof, de acuerdo a la hipétesis planteada. Cabe
aclarar que si bien en la figura 27 el Ultimo punto mostrado de la expresion de
sof parece ser el comienzo de una tendencia decreciente, este resultado no fue
reproducible en los otros dos experimentos llevados a cabo, pudiéndose deber
entonces a un “error de pipeteo”. Por otra parte, en la figura 28 se muestran las
cinéticas de crecimiento (DOggo) Obtenidas para el mismo experimento de
expresion de B-galactosidasa de la figura 27, la cual permite identificar la

cantidad de expresién de la enzima a lo largo de la curva de crecimiento.

Estrés calorico

Como se ha mencionado anteriormente, la presencia de los sistemas TA en
los cromosomas bacterianos se ha adjudicado (entre otras tantas hipotesis) a
gue desempefian una funcién importante durante un tipo especifico de estrés. A
este respecto cabe comentar que el sistema TA cromosomal mazEF de
Escherichia coli, uno de los mejor caracterizados hasta el momento, “parece”
estar involucrado en la muerte celular en respuesta a altas temperaturas (50° C),
(Hazan, Sat y Engelberg-Kulka et al., 2004; Tsilibaris et al., 2007). En este
sistema TA, el gen mazF codifica para la toxina MazF (la cual es muy estable),
mientras que mazk codifica para la antitoxina MazE (la cual es muy inestable).
En este caso se ha reportado que la transcripcién de mazE se detiene a altas
temperaturas, dejando a la célula victima del efecto de la toxina (Hazan, Sat y
Engelberg-Kulka et al., 2004).

Para determinar si el incremento de temperatura (de 37 a 42°C) incrementa la
expresion de gef o disminuye la expresion de sof, se llevé a cabo la
determinacion de la expresién de B-galactosidasa en las cepas con los genes
reporteros gef-lacZ y sof-lacZ. La determinacion de esta actividad se llevé a cabo
en ambas cepas durante su crecimiento en medio LB a la temperatura fisiol6gica

de 37° C, y durante su cambio de temperatura a 42° C (figura 29).
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Como puede observarse en esta figura, las dos cepas reporteras muestran
una actividad de B-galactosidasa muy similar para ambos genes antes del
incremento de temperatura, no obstante, después del cambio de temperatura, la
expresion de sof presentd una disminucion en los primeros 30-45 minutos para
luego estabilizarse durante el resto del tiempo monitoreado (2 horas y media),
cambio que fue reproducible en las distintas réplicas del experimento. Aunque no
se muestran los resultados en esta figura, también se llevé a cabo la
determinacion de la actividad de B-galactosidasa para las cuatro cepas, a 30° C,
obteniendo un comportamiento similar al observado a 37° C. En cuanto a la
expresion de gef, no se observaron diferencias en la expresién de p-

galactosidasa entre el crecimiento a 37 y 42° C.
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Figura 29. Perfil de expresion de los genes reporteros gef-lacZ y sof-lacZ en
respuesta al estrés caldrico a 42° C. El cultivo se llevd a cabo en medio LB con
kanamicina (10 pg/ml) comenzando a una DOgy de ~ 0.1 a partir de un cultivo
overnight de las cepas MC4100 gef-lacZ y MC4100 sof-lacZ. A las 3 horas de
crecimiento los cultivos se cambiaron de 37 a 42° C, y a partir de este momento se
tomaron muestras cada 0, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150 y 180 minutos (3 horas)
para determinar la actividad de B-galactosidasa. Gréfica representativa de, al
menos, tres experimentos independientes. La linea vertical punteada indica el
momento a partir del cual se dio el cambio de temperatura.
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Figura 30. Densidad éptica (DOgq) de las cepas MC4100 gef-lacZ y MC4100 sof-
lacZ durante tres horas de crecimiento a 37° C y tres horas a 42° C. El cultivo se
llevo a cabo en medio LB con kanamicina (10 pg/ml) comenzando a una DOgy de
~ 0.1 a partir de un cultivo overnight. A las 3 horas de crecimiento los cultivos se
cambiaron de 37 a 42° C, y a partir de este momento se tomaron muestras cada 0,
10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150 y 180 minutos (3 horas) para determinar la
actividad de B-galactosidasa. La linea vertical punteada indica el momento a
partir del cual se dio el cambio de temperatura.

Dado que las condiciones anteriores de estrés sélo modificaron ligeramente la
expresion del gen reportero sof-lacZ, sin alterar la expresion de gef-lacZ, se
decidio incrementar la intensidad del estimulo caldrico estresante. Para este
caso, el cambio de temperatura no fue de 37 a 42°C, sino de 37 a 52°C;

ademas, en este caso, el cambio entre una temperatura y otra se hizo
ol



cambiando el matraz con el cultivo bacteriano de una fase aérea (ambiente) a
una fase acuosa ajustada previamente a la temperatura estresante de 52°C, esto
con la finalidad de que la tasa de cambio entre ambas temperaturas fuera mucho
mas rapida en el medio de cultivo (logrando asi una condicion de estrés mucho
mas severa). Cabe aclarar que en aquellos experimentos con 42°C como
temperatura estresante, si bien el cambio fue de una fase aérea a otra del mismo
tipo, el cambio también se hizo a un ambiente previamente ajustado a dicha

temperatura.
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Figura 31. Perfil de expresion de los genes reporteros gef-lacZ y sof-lacZ en
respuesta al estrés calorico a 52° C. El cultivo se llevé a cabo en medio LB con
kanamicina (10 pg/ml) comenzando a una DOgy de ~ 0.1 a partir de un cultivo
overnight de las cepas MC4100 gef-lacZ y MC4100 sof-lacZ. A las 3 horas de

52



crecimiento los cultivos se cambiaron de 37 a 52° C, y a partir de este momento se
tomaron muestras cada 30 minutos por un espacio total de 3 horas para determinar
la actividad de pB-galactosidasa. Gréfica representativa de, al menos, tres
experimentos independientes. La linea vertical punteada indica el momento a partir
del cual se dio el cambio de temperatura.

En la figura 31 se observa el perfil de expresién de los genes reporteros gef-
lacZ y sof-lacZ de las cepas MC4100, durante su crecimiento a 37° C y durante
las 3 horas posteriores al cambio del cultivo a la condicion estresante de 52° C.
En esta figura se observa, como en la figura 29 correspondiente al estrés a 42°
C, una considerable disminucién de la actividad de [-galactosidasa del gen
reportero sof-lacZ cuando el crecimiento se da en estrés, con respecto a la
misma cepa creciendo a 37° C. De hecho, esta disminucién es ligeramente
mayor que aquella observada a 42° C (figura 29). A diferencia del crecimiento a
42°C, durante el crecimiento a 52° C también se observa una ligera, aunque
reproducible, disminucién de la actividad B-galactosidasa del gen reportero gef-
lacZ. Por otra parte, la temperatura de 52° C tuvo un efecto adverso en la
viabilidad asi como en densidad éptica del cultivo (figura 32), lo cual sugirié la
posibilidad de que en él estuvieran apareciendo células con el fenotipo ghost cell
producto de la accién letal de Gef, debido a la disminucién de la expresién de
sof. Por este motivo se intentd buscar dicho fenotipo en el cultivo en estrés,
empleando la microscopia de contraste de fases con el mayor aumento (1000X),
el cual permite observar dicho fenotipo sin la necesidad de recurrir a la
microscopia electrénica (Gerdes, Rasmusen y Molin, 1986a; Gerdes et al.
1986b). La busqueda del fenotipo ghost cell, sin embargo, resulté negativa en

todos los casos (figura 33).
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Figura 32. Densidad 6ptica (DOgyp) de las cepas MC4100 gef-lacZ y MC4100 sof-
lacZ durante tres horas de crecimiento a 37° C y tres horas a 52° C. Los cultivos se
llevaron a cabo en medio LB con kanamicina (10 pg/ml) comenzando a una DOgq
de ~ 0.1 a partir de un cultivo overnight. A las 3 horas de crecimiento los cultivos se
cambiaron de 37 a 52° C, y a partir de este momento se tomaron muestras cada 0,
10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150 y 180 minutos (3 horas) para determinar la actividad
de B-galactosidasa. La linea vertical punteada indica el momento a partir del cual se

dio el cambio de temperatura.
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Figura 33. Iméagenes obtenidas mediante microscopia de contraste de fases de los cultivos
de la cepa MC4100, portadora del gen reportero gef-lacZ o sof-lacZ, durante su
crecimiento en medio LB a 37 y/o a 52° C. Las imagenes A, Cy E corresponden al mismo
cultivo (control) creciendo siempre a 37° C. Imagenes A, C y E tomadas a los 180, 210 y
360 minutos de iniciado el cultivo, respectivamente. Las imagenes B, D y F corresponden
al mismo cultivo después de 180 minutos de crecimiento a 37°C (B) y luego a 52°C (D y F).
Imagenes D y F tomadas a los 210 y 360 minutos de iniciado el cultivo, respectivamente.
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La gran cantidad y diversidad de sistemas TA en el cromosoma de muchos
procariontes (Pandey y Gerdes, 2005) ha sugerido que la muerte celular puede
ser benéfica en su fisiologia y evolucion poblacional. De este modo, aunque el
suicidio celular es contraproducente para una bacteria individual, pudiera ser que
la muerte de algunos individuos beneficie al resto de la poblacion. Esta conducta
de tipo “altruista” ha sido observada para el proceso de muerte celular mediado
por el sistema TA mazEF (ya mencionado) el cual actia como un mecanismo de
defensa contra la infeccion por fagos tales como P1 (Hazan y Engelberg-Kulka,
2004). Este sistema de defensa resulta evidente al observar que el nimero de
lisdbgenos lisados por la induccion térmica del fago P1, entre una cepa wt y una
cepa AmazEF, es menor en la primera (Hazan y Engelberg-Kulka, 2004). Por
otra parte, el sistema hok/sok del plasmido R1 también protege contra la
infeccion por el fago T4, si es que este sistema genético se halla en un plasmido
de alto numero de copias (Pecota 'y Wood, 1996).

Para determinar si la expresion de los genes gef o sof cambia con la presencia
de un fago, se buscé monitorear la actividad de estos genes en presencia del
fago P1. Para ello se llevé a cabo un protocolo idéntico al empleado en la
propagacién de este fago (como se describe en la seccién de Materiales y
Métodos), aunque tomando muestras para determinacion de actividad de B-
galactosidasa a distintos tiempos. La finalidad de usar este protocolo en estos
ensayos fue que el “aclaramiento” del cultivo, debido a la lisis bacteriana,
permitié tener la certeza de que en dicho cultivo, tanto los virus como las células,

estaban interactuando no soélo fisicamente sino también a nivel genético.

En esta serie de experimentos, teniendo como condicién estresante la
presencia del fago P1, tampoco fue posible observar cambios en la expresién
de estos dos genes reporteros (gef-lacZ y sof-lacz) (figura 34) con respecto al

cultivo control, no obstante que la lisis completa del cultivo se lograba (en
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promedio) a las 3 horas, indicio de que el fago estaba en buenas condiciones
para llevar a cabo el proceso de lisis celular.
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Figura 34. Perfil de expresion de los genes reporteros gef-lacZ y sof-lacZ en
respuesta al estrés frente al fago P1. El cultivo se llevd a cabo en medio LB
(modificado de acuerdo a como se describe en Materiales y Métodos) con
kanamicina (10 pg/ml) a partir de un cultivo overnight de las mismas cepas. A la
media hora de crecimiento se afiadié el fago P1. En los intervalos sefialados se
tomaron alicuotas para determinar la actividad de p-galactosidasa. Gréfica
representativa de, al menos, tres experimentos independientes. La linea vertical
punteada indica el momento a partir del cual se afiadio el virus.
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Figura 35. Densidad dptica (DOgqp) de las cepas MC4100 gef-lacZ y MC4100 sof-
lacZ en respuesta al estrés frente al fago P1. El cultivo se llevé a cabo en medio LB
(modificado de acuerdo a como se describe en Materiales y Métodos) con
kanamicina (10 pg/ml) a partir de un cultivo overnight de las mismas cepas. A la
media hora de crecimiento se afiadid el fago P1. En los intervalos sefialados se
tomaron alicuotas para determinar la actividad de p-galactosidasa. Gréfica
representativa de, al menos, tres experimentos independientes. La linea vertical
punteada indica el momento a partir del cual se dio el virus.

Comparacion de la sobrevivencia en fase estacionaria entre una
cepa wt y una cepa sin los genes hok cromosomales

En contraste a la funcion de los sistemas TA de plasmido, la funcién de los

sistemas TA de cromosoma es aun un area de debate, mismo que se
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incrementd después de que Tsilibaris et al. (2007) no encontrara diferencias en
la viabilidad entre una cepa MG1655 wt y una cepa derivada, en la cual se
delataron 5 (de al menos 13) sistemas TA distintos con que cuenta esta bacteria
(Pandey y Gerdes, 2005; Hayes, 2003), dejando intactos todos los genes hok.
Por otra parte, Poulsen et al. (1991) tampoco encontré diferencias en viabilidad
frente al ayuno en glucosa, entre una cepa wt y otra derivada a la cual se le
habian deletado los genes gef y relF (hokC y hokD respectivamente). Si bien en
este Ultimo trabajo se deletaron algunos de los genes hok del cromosoma, sélo
fueron dos de los cinco genes homologos conocidos. Es por ello que uno de los
objetivos de este trabajo fue construir una cepa sin los cinco genes hok
cromosomales homoélogos (A5) y comparar su viabilidad con respecto a una
cepa wt (parental de ésta) durante las fases de crecimiento exponencial y
estacionaria temprana. En este experimento se esperaba observar un evento
subito y masivo de muerte celular en la cepa que carece de los genes hok
cromosomales, justo a la entrada de la fase estacionaria, que es cuando los

nutrientes propios del cultivo se han agotado.

En la figura 36 se observa la comparacion en términos de viabilidad (UFC) y
crecimiento (DOggg) entre las cepas MC4100 wt y su derivada A5, a la cual se le
deletaron los cinco genes hok cromosomales. Como puede observarse, no
existieron diferencias entre ambas cepas en términos de UFC u ODgqg, ni en la
fase exponencial de crecimiento ni a la entrada de la fase estacionaria, lo cual
permite descartar nuestra hipétesis al respecto, la cual suponia que la funcién de
estos genes era prolongar la vida de una parte de la poblacién bacteriana

mediante la lisis de los individuos de otra parte de esa misma poblacion.
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Figura 36. Crecimiento (DOgq) Y Viabilidad (UFC’s) de la cepa MC4100
wt y su derivada (A5) que carece de todos los genes hok cromosomales,
durante cinco horas de crecimiento en medio LB, sin y con kanamicina
(50 pg/ml), respectivamente. Resultados de un experimento,
representativo de tres réplicas independientes.
Discusion

Las bacterias han desarrollado mecanismos para enfrentarse a las distintas
condiciones estresantes que su ambiente natural ofrece (estrés &cido, estrés
caldrico, dafio al DNA, etc.). Algunos de estos mecanismos consisten en la
induccién genética de proteinas especificas que eliminan el factor estresante o
gue son capaces de reparar el dafio celular ocasionado (Li et al., 2010). Por otra
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parte, existen mecanismos antiestrés inducibles frente a distintos tipos de estrés,
también presentes en las bacterias. Ejemplo de estos ultimos es el regulén ¢° de

Escherichia coli, cuyos genes que controla brindan proteccién frente a una gama

amplia de agentes nocivos (Hengge, 2009).

En muchos de los ambientes naturales donde se encuentran las bacterias, la
limitacion de los nutrientes pareciera ser la condicion prevaleciente (Morita,
1988). Esto hace de los sistemas TA buenos candidatos como reguladores de la
tasa de crecimiento poblacional, dado que, en algunos de ellos, la expresion de
sus componentes toxicos puede afectar la sintesis de macromoléculas (Gerdes,
2000; Christensen et al., 2001). Este supuesto esta apoyado por el hecho de
existir un niumero considerablemente mayor de sistemas TA en bacterias de vida
libre, en comparacién de aquellas que han establecido alguna asociacién con un
hospedero (Pandey y Gerdes, 2005). No obstante, recientemente Tsilibaris et al.
(2007) compararon el comportamiento (viabilidad) entre una cepa silvestre y una
derivada de ésta, desprovista de 5 sistemas TA cromosomales (mazEF, relBE,
yefM-yoeB, chpB y dinJ-yafQ) sin encontrar diferencias. Por otra parte, en el
caso de los genes de la familia hok, se ha logrado establecer claramente una
funcion estabilizadora de plasmidos para los genes codificados en elementos
genéticos extracromosomales de este tipo, particularmente hok y sok (Gerdes et
al. 1986a). No obstante, aun cuando existen grandes coincidencias estructurales
y fenotipicas de estos genes con sus homélogos cromosomales, estos Ultimos
no llevan a cabo la estabilizacion de plasmidos, aiun cuando las proteinas a las
gue dan origen son altamente téxicas para la célula (Pedersen y Gerdes, 1999).
De igual forma, no obstante que existe la posibilidad de que los genes hok
cromosomales sean DNA “basura” adquirida por “accidente”, la alta redundancia
de éstos en el cromosoma bacteriano (5 homdlogos en E. coli MG1655 K-12 y
13 homodlogos en E. coli 0157 (Kang, Musa y Zhu, 2008)) sugiere fuertemente

un papel fisiolégico de gran relevancia, aunque desconocido hasta el momento.
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En este trabajo se ha evaluado, por una parte, si existe un incremento en la
expresion genética de los genes cromosomales hokC (gef) y sokC (sof) durante
la presencia de distintas condiciones de estrés, empleando para ello fusiones
transcripcionales gef-lacZ y sof-lacZ, las cuales miden la actividad de la enzima
B-galactosidasa (Miller, 1972). Por otra parte, también se ha evaluado y
comparado el comportamiento (viabilidad como UFCs) de una cepa silvestre de
E. coli y de una cepa derivada de ésta a la cual se le han eliminado los cinco
genes cromosomales hok. Cabe mencionar que ambos métodos ofrecen la

ventaja de ser sencillos y confiables, si bien es cierto que no son tan precisos.

Los resultados obtenidos con las fusiones transcripcionales gef-lacZ y sof-lacZ
mostraron, en general, una actividad muy alta para el gen reportero sof-lacZ con
respecto a la actividad del gen reportero gef-lacZ (la cual apenas es detectable).
Este resultado, a grandes rasgos, coincide con los valores puntuales de
actividad transcripcional previamente reportados para ambos genes, también
con fusiones transcripcionales lacZ (Poulsen et al., 1991). Es asi que la actividad
transcripcional detectada con estos genes reporteros mostré que la actividad del
gen sof es creciente, aunque con algunas fluctuaciones, principalmente en la
fase exponencial de crecimiento. Esta tendencia se observa mas claramente
durante el monitoreo del estrés nutrimental hasta las 72 horas. Respecto a la
actividad del gen gef, no fue posible apreciar cambios de relevancia sobre la
linea basal de actividad. Es asi que el gen cromosomal gef (y posiblemente
todos sus homoélogos cromosmales) puede descartarse de la lista de los posibles
genes responsables de formar un programa genético encaminado a servir como
“control poblacional”, al menos en las condiciones probadas de cultivo. En apoyo
a esta hipétesis, destaca nuestro resultado obtenido con la comparacion de
viabilidad entre la cepa silvestre de E. coli y su derivada desprovista de todos los
genes hok cromosomales o A5. Cabe destacar que las determinaciones de
viabilidad de este Ultimo experimento se hicieron Unicamente para un periodo
corto de 5 horas a partir de un cultivo overnight, esto es, hasta que la curva de

crecimiento del cultivo alcanzara la fase estacionaria. Pese a este corto tiempo
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de monitoreo, se ha considerado informativo este resultado dado que de existir
alguna utilidad de los genes hok cromosomales, esta se hubiera puesto de
manifiesto, particularmente, a la salida de la fase estacionaria del cultivo
overnight, en forma de una disminucion considerable del nimero de UFCs, con
respecto a la cepa silvestre. Es decir, que si nuestra hipétesis inicial de que los
genes hok cromosomales actian como genes de suicidio celular a diferentes
escalas temporales (prolongando la vida del cultivo) fuera cierta, esperariamos
un numero considerablemente inferior de colonias en la cepa A5, dado que al no
contar con nutrientes habria una muerte subita y masiva en el cultivo. De este
modo aun es inexplicable el mecanismo (estocastico o programado
genéticamente) mediante el cual bacterias que no esporulan, como E. cali,
mantiene cuentas viables después de varios afios de cultivo sin la adicion de
nutrientes nuevos (Finkel, 2006). Posiblemente se obtendria el resultado
esperado para este Ultimo experimento en una cepa en la cual se hubieran
deletado los cinco genes hok y los cinco sistemas TA de la cepa empleada en el
trabajo de Tsilibaris et al., 2007. Por otra parte, si bien nuestro monitoreo de
actividad de B-galactosidasa de los genes reporteros gef-lacZ y sof-lacZ se hizo
hasta una fase estacionaria avanzada (72 horas), cabe preguntarse si en la fase
estacionaria muy prolongada (1 afio de cultivo al menos), momento en el cual se
sabe que existe un balance dinamico entre la tasa de muerte y “nacimiento” de
nuevas células (Finkel, 2006) se tienen perfiles de expresion distintos o similares

a los observados por nosotros.

Dado que no fue posible observar cambios en la expresion de nuestros genes
reporteros gef-lacZ y sof-lacZ con el estrés nutrimental impuesto, decidimos
probar con el estrés calérico, el cual ha sido relacionado con la muerte inducida
por la accién del sistema TA cromosomal mazEF (Hazan, Bat y Engelberg-Kulka,
2004). En este caso se probo el estrés caldrico a dos distintas temperaturas (42
y 52° C), sin encontrar el posible incremento en la activacion del gen gef, aunque
si una disminucién de la expresion del gen sof. Este decremento fue mayor

cuando los cultivos fueron sometidos a un estrés caloérico severo de 52° C, no

63



obstante, este decremento en la expresion de la antitoxina no se reflejo ni en la
viabilidad ni en la generacion de células ghost, segin se observé al microscopio
optico, aln cuando estas observaciones se hicieron a distintos tiempos después

de la aplicacion del estrés.

Dado que ni el estrés nutrimental ni el calérico produjeron el incremento en la
transcripcion del gen codificante de la toxina, se decidié probar con otro tipo de
estrés. En este caso se recurrié a la infeccion por el fago P1 como condicion
estresante, con el supuesto de que la posible infeccién por este fago podia
desencadenar una respuesta de tipo “altruista”, como la observada con el fago
Pl y el sistema TA mazEF (Hazan y Engelberg-Kulka, 2004), no obstante, los
perfiles de expresion de los genes reporteros gef-lacZ y sof-lacZ no mostraron
cambios entre los cultivos sujetos a infeccion con fago y aquellos cultivos control,
descartando también este tipo de estrés como la sefial que permite el
incremento de la expresion del gen gef.

Estos resultados, aunque negativos en todos los casos, no descartan
completamente la posibilidad de que la induccién del gen gef se presente en
condiciones estresantes aun por descubrir, como un mecanismo de proteccion
hacia la poblacion, con el inminente sacrificio de algunos de sus individuos. Para
corroborar esta hipétesis seria de utilidad continuar el estudio de ambos genes
(gef y sof) empleando un espectro mas variado de agentes estresantes y de sus

respectivas intensidades.
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Conclusiones

v No existe una respuesta en la expresion genética de los genes
cromosomales gef y sof, derivada de la exposicion a tres distintas
condiciones estresantes: calor (52° C), estrés nutrimental (72 horas) ni

durante la infeccién con el fago P1.
v" Nuestra hipétesis de que los genes hok cromosomales actGan como un
programa genético de control poblacional, sin los cuales cae subitamente

la viabilidad en un cultivo que ha agotado sus nutrientes, es erronea.

v" Nuestros experimentos no permitieron establecer cual es la funcién de los

genes hok cromosomales.
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Perspectivas

v' Evaluar la actividad transcripcional de los genes reporteros gef-lacZ y sof-
lacZ durante otros tipos de estrés, incluyendo el estrés &acido, por fagos
distintos al P1 (T4), osmatico, etc.

v' Evaluar la vida media de los mensajeros de ARN durante las condiciones

de estrés anteriormente mencionadas.
v' Evaluar la actividad transcripcional de estos genes reporteros en una fase

estacionaria muy prolongada, posiblemente después de algunos meses de

cultivo.
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