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RESUMEN 

Los genes de !L. coli se clasifican en tres grupos según su 

dependencia del gradó de superenrollamiento (SE) del DNA para su 

expresión: 1) los que requieren de un alto grado de SE; 2) los 

que no tienen dependencia del SE; y 3) los que se expresan mejor 

en condiciones de bajo SE. Por ello es que se ha postulado al SE 

como una de las señales importantes en la coordinación de la 

expresión de genes dispersos en el cromosoma bacteriano. 

En las respuestas celulares en que se activan los sistemas 

globales de regulación, se requiere de la expresión coordinada de 

genes dispersos en el genoma. Esto se logra mediante la acción 

de reguladores específicos pa·ra cada sistema; sin embargo, en 

algunos sistemas globales como en los de estrés osmótico y oxi­

dati vo, la regulación depende además de cambios importantes en el 

nivel de SE del DNA. 

La inducción de otros sistemas, como el de estrés calórico 

(HS) y sos, se.acompañan de cambios importantes en la estructura 

del DNA cromosomal o nucleoide. Estos cambios se deben princi-

palmente a la presencia de cortes en el DNA. 

El interés del trabajo es evaluar la importancia del SE del 

DNA antes y durante la inducción de los sistemas de estrés caló-

rico y sos_ Para ello se utilizó como modelo la inducción por 

mitomicina de SOS en !L. coli, y el estrés calórico a 50ºC, en 

presencia o ausencia de novobíocina, (Nov.) un inhibidor de 

topoisomerasa II. Las principales observaciones y conclusiones de 

este trabajo son: 
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1) La modificación del grado de SE en la 

bacteria mediante el empleó de Nov. , reduce la cantidad de lasc,;;.:,: 

proteínas DnaK y GroE que se sintetizan en respuesta al estrés de 

calor. Este resultado sugiere que el SE puede modificar la induc­

ción de la respuesta HS, tal vez a través de la expresión del 

gene regulador rpoH. 

2) Durante la respuesta HS se presenta un incremento en la 

capacidad citoplásmica para SE al DNA. Los antibióticos clo-

ranfenicol y novobiocina inhiben este incremento, mientras que 

rifampicina no. El cloranfenicol no inhibe si se añade después 

de 5 minutos del cambió de temperatura. Estos resultados mues-

tran que una proteína o proteínas, que son sintetizadas durante 

los primeros 5 minutos del estrés y cuya síntesis no se 

con rifampicina, son requeridas para SE al DNA. 

inhibe 

3) La respuesta HS es más intensa en una mutante GyrA tem­

peratura-sensible. Este resultado sugiere que aún cuando se 

bloquea a la actividad de girasa durante el HS y con ello el 

incremento en la capacidad de SE al DNA, se inicia la respuesta 

al estrés por calor. 

4) Al inducir el sistema sos, dos de los genes se expresaron 

de manera diferente al disminuir el grado de superenrollamiento 

del DNA. Este resultado sugiere que la expresión de los genes 

del sistema sos en relación al SE no es homogénea. 

Este trabajo tiene como perspectiva estudiar la fisiología 

de las células en la etapa de recuperación al salir de la condi­

ción de estrés y la importancia que el SE tiene en la misma 
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l l Superenrollamiento_ dji,:l DNA_._ 

El DNA es una macromOliiicula Con ··capacida'd _plástica de ex-
' ,· .. . ::--- _;_::'._ ' .... ,·_, -· ·. 

traordinaria versatilidad, con informac.Íón-,-, no<- sÓlo .en· la .secuencia de 

sus pares de '_bases' sino también en -el -/arregio :~struct!lral que tiene . - . . 
------ - . -

en el espacio' el cual permite o no ia- interaccÚÍn -con diversos fac-'-

tores c~lu_lares ( Drew 1990 J • 

espacio, e:l DNA presenta diversos 
- '.=;'-¡;:- - --~-

arreglps \:•es-tructurales, dependiendo de los parámetros fisicoquimicos 
-""' --

en ·su ;,·'.~ritofh.b-.' y-de una fina regulación mediada por la actividad 

enzimát-ica· de : proteinas, que liberan o generan estados de tensión 

estructural en el DNA. Estas enzimas permiten una adecuada coordina-

ción, entre los requerimientos fisiológicos de la célula y los paráme-

tros fisicoquimicos que determinan el estado estructural del DNA. El 

nombre genérico que se ha dado a estas enzimas es el de topoisomerasas 

(Drlica 1984; Brady 1987). 

2) Distribución de la tensión estructural del DNA. 

El DNA es sometido a sistemas de tensión estructural (TE), 

mediados por los giros de una cadena (Crick) en relación a la cadena 

apareada (Watson). Estos giros pueden ser en sentido normal (positivo) 

o bien. en sentido inverso (negativo), generándose asi los diferentes 

grados de superenrollamiento del DNA (SE). La liberación de la TE en 

un sistema con alto grado de SE, se logra girando libremente a la 
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molécula deÍ enl_5''ce 

fosfodiéster en ü~a:·de ia~'dci's hai:l~na~; i)ér'8',:di: n& e~i~tir '1a ~. posibi-
.· -s-~\·- ',1-;c'"":'-; <-,o~.oo -;-_~ ';'. ;,\1:, - ~', 

de DNA, fo qti'e s~cede . cuando exist~ . romPiinfeni6 

lidad del ·1ibre \iir.C.·;'(e1;$.~~~~;~,iÍb~!;'~~'¡g~~e?"iír'arr'.~giós ;~5.i:ructú'rales 

en e1 éspacio. dand'O;iiil~~?i:a'iti~!:\f"c,f~a;;16n··~e; supervue.l tas. :.que permi­

ten una mejor c!istri6~ffKn·i ded'i\~e¡~~fÍsión acumulada en la molécula 

( Sinden g al.· 1~~.rn~. ~{.:, f~; .:- ;~;, ';{ 
._,~--e_: ·-:i~\~L '-~~. · /{{;,:: ... 

.::; .-;\-.:-;· '.~:'{;;> . ~ 

Cuando ia ITio:(¿j~~;f~,~;~;'.';~f:A\:'iha formado arreglos en· el espacio 

generando supervuel tas, distr,ibµy¡:;(:la. tensión estructural a lo largo 
-.--~~Ji~.º ' ·::"0:;;_::;·~_;;_·:~;- ·: ~- :..::; ~ ' 

de sus pares de bases ' afeBEa&Bó:'ú'osi·puentes ''de'· hidrógeno. En las re-

giones ricas en ci tesinas 'y-guanlriás .·~~dcinde_iexisten tres puentes de 

hidrógeno por par de bases, la di~t~ibtfcibn d;,:; Ú torsión es diferente 

a la de zonas donde hay un alto contenido de adeninas y timinas con 

sólo dos puentes de hidrógeno por par de bases. Esto presupone que, 

las estructuras adoptadas por el DNA dependen, entre otros factores, 

de la secuencia primaria (Nordheim et ª-1,_ 1982). 

El cromosoma bacteriano consiste de un• sola molécula de DNA 

en forma de anillo cerrado, que es sometido a un sistema de TE compar-

tamentalizado en alrededor de 43 topodominios o regiones con barreras 

topológicas que evitan el libre giro del DNA; este arreglo permite la 

formación de asas de DNA, que junfo 66n;;lnoÍ.éculas de RNA y proteina 

estructuran al nucleoide bactériarío:[;f¡.¡~·~~~on et al. 1988; Stonington 
~~:r:·:'>· .. " ::~~- ~ 

tl al. 1971) . , '" '>'' ;t¡g~:~,,;~;· 
t:·;· .... :·1~~·0~··· . > .:~:~,·,: ·:·-;· 

Para cuantificar :i:i_'~E · delf':;~~i ~p~;.'.~a considerado la rela­

ción existente entre eL riJm;;;,~~ \¡J; ~J¡,~;1J~~i~'.~~'.'~~ .1a longitud del DNA . . _,_, 

Esta relación ha sido. descrita par¿¡ el p}3!'á_111E.,'tro~'L que representa el 

número de giros de las cadenas apar~ad~s. );: ~é~ ·¿~r'ine como L=t-1+ T, donde 
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W es el número de veces que cruzá lJna dobie c'é.dena\de DNA sobre si 

misma, al ser obligada lá. mOlécúl~,,~ ~'x~~na~r~;~·¿;~, ¿h ~·l.a'n~ imaginar-
~.~- --::~-~, :,,~,,.:;-::·:::.~-"\:€~:>.,- d~·!O:: c;,~so;;-,, 

io. El parámetro T, se refiere;~C{~,ª;[~é'~J.i~,~?<;~·e,i~}g;~~~/ completos que 

~~~:;;::~: '~:~~:~:~::¡~~t~f Jillt11f 1~1j~~i~:~;~:~;:;::::; 
le da el valor ~~~~in:;iot'de7u;··;giro;,del·~DNk,sobre su propio eje. 

,.,.te'. í!~~;t~;~'f t:;JF!~~Cir~~~~~6,n; del DNA. ' eetO 

dada por la e·x~~~s:i.·~~ cr=~~&. donde y se'\~.f'i~re';'<como en el caso del 

término w •. · al número de veces que ·1as cade~~s Cle :·bNA dobles se ·cruzan 

entre sí, y 13 al número de giros completos del - DNA' sobre·- -su propio-

eje, como en el caso del término T; y la intención del término cr es 

dar un valor de supervuelta por cada giro completo del DNA sobre su 

propio eje. 

La fórmula L=W+T es una suma algebráica en la que el término 

L puede disminuir o aumentar dependiendo del sentido del giro de las 

supervueltas del DNA (Drlica 1984: Goldstein et~ 1984). En el caso 

de los procariontes, con excepción de bacterias termofilicas como 

Sulfobolus acidocaldaricus donde existe una girasa reversa, las super-

vueltas del DNA son generadas por la enzima Top!! siempre en sentido 

negativo al giro del DNA, por lo que a un mayor SE hay un número menor 

"L", y consecuentemente un mayor cr negativo (Bouthier et ª1.,,_ 1991). 

3) Regulación del grado de SE del nucleoide. 
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En el caso dé los procariontes, el SE está regulado princi-
· .. · .. 

palmem:e por ·un balance· e.~.i::re las actividades de dos enzimas antagóni-

cas •. llamadas i::opÓi;,¡oníera~~ +~:-y fopoisomerasa II ( TopI y TopII l . 

. La- ~ii3i~~~ji};~:~ '!2,~i'}u~a enzima produci::o del gen topA';; que· 
::;''..-, -.~)'.~',', \);-;:;;: ... ~~,-!,.,_. . . - .. 

:::::,.::bú;~¡~~~~lf !if ¡~~;é,,~:.:u::r::,::~:;,;i,~!~~~~~· ... ~ 
fosfato 5.;.de· uqc,i· ~~~·h.~s;:~~~~,-cadenas. 'del DNA. perml~i~t~J~~Ia'(;«libera­
ción parcial:_dé la ·c;adena· c'ólí -~J.. ~~upo DH. ~h j• ;:,¡lá:~~~ii ;ii}~di'arite .:. un 

,... ' -·-.: - !":~~- .;,'.~~-- _,_:.·.;-. 

giro libera una si.iper~u:e]_fi{d{i la cadena de DNA: Pos:Cer'iorllleni::e se 
>';: - ... - ,.- "'- .. ' 

liga nuevamente la cadena de.•DNA; Tanto el corte·• el giro y el. resta-

blecimiento del enlace fosfod.iester, es independiente de ATP, y utili-

za la energia acumulada en forma de arreglo estructural del DNA. 

La topoisomerasa II actúa como un tetrámero de dos subuni-

dades diferentes de 105 y 95 kilodaltons producto de los genes gvrA y 

~ respectivamente, mientras que el tetrámero se comporta como un 

complejo de 400 KDa. En la TopII, la subunidad GvrA es la responsable 

del corte de doble cadena y unión del DNA , mientras que la subunidad 

GyrB se encarga de generar la torsión en la cadena de ONA, lo cual 

logra haciendo pasar la cadena de DNA a través del corte en doble 

cadena efectuado por GyrA, que al ligar nuevamente el DNA, retiene el 

nuevo SE introducido en la molécula, esto requiere del gasto de ATP 

(Wang 1985; Bouthier et ª1_,_ 1991). 

La expresión de los genes que codifican para las proteínas 

GyrA y GyrB, requiere de un DNA con bajo SE (Menzel et g1_,_ 1983; 

Franco et g1_,_ 1989), mientras que para la expresión de topA se re-

quiere un DNA con alto grado de SE (Tse-Dinh et g1_,_ 1988). El balance 
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entre trans-

las pro-

pi as grado de 

SE pozas 

ATP/ADP en la 

regulación' que 

modifique vez al 

1991). -

A partir de los traba.jos_ iniciales en 1978 de Smith et ª1_,_. 

en 79 de Kreuzer et ª1_,_, Kubo et ª1_,_, Sanzey y Yang et al., y poste­

riormente en 81 de Gómez et al; se han identificado varios genes que 

muestran, dependencia del grado de SE del DNA para su expresión. Esto 

posiblemente se debe a los cambios en la interacción de la RNA poli­

merasa con el promotor en el DNA con diferente grado de SE. 

En relación al SE, los genes pueden clasificarse en tres 

categorías: 1) aquéllos que se expresan mejor en un genoma con alto 

grado de SE; 2) los que se expresan preferencialmente en condiciones 

de bajo nivel de SE en el DNA y, 3) los genes que no tienen dependen­

cia alguna del SE del genoma para su expresión (Drlica 1984). 

El por qué algunos genes dependen y otros no del grado de SE 

celular del DNA para su expresión se desconoce. En el trabajo de León 

et ª1_,_ (1988) se intentó responder a esta pregunta evaluando las 

entalpías de los puentes de hidrógeno en la región promotora de genes 
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- - - ·--' ·-··.-· 

con diferente gradó. de dependencia ar SE para·: su. expresión, .buscando 

un patrón propio• para cadauna de .las ··trei.Eó "·~at~go;~~~ el~ genes·; N.o .. se 

encontró• corre1ad'ión··yV~~·~·~i;;'ió\'J.a:t;.;'~1.idiú'cl¡J~;cl~~'~Ji •·~6 ·~~a· ;olamente 

la región·•·.P~º~~1:~fa:·f~~~~63'~'i1{\~A.~1~f36'.~~fi'(~i~~~~i~'~~~f ~~~· d~termine la 

dependencici. por '~:( g.racto de 'SE 8~1,:Y:ó!'ii'.. '!fi~ ~~·;. ~;;; y;;B· ;'J ··· 

::::: ,:: r:~~::~;~::~}~Ilíiilllill::::~~~ .. ~~~~:~;:;; 
cromosoma bacteriano .. ib ¿;:;t~Ei:2'f'.1 'f'i.J~F'd~~i,~~Jaá6j'ij 1985. por .. Yamamoto 

et tl..,_ (1985) al identificar corno pas; priníarici. él cambio ~structu;al 

en el genoma bacteriano pa~a p;de'r h~cE!r la.tra;:;sición de un crecí-

miento en aerobiosis a un estado de anaerobiosis; si .no .es ·~osible. 

generar este cambio en el grado de SE del cromosoma bacteriano, la 

capacidad facultativa de Salmonella tiphvmurium se pierde. 

C.Higgins demostró, que mediante la modulacion del grado de 

SE celular del DNA es posible la expresión adecuada de los sistemas 

globales de regulación, como es la respuesta a estrés'osmótico (SO) o 

el estrés oxidativo (SOx) (Higgins et al. 1988); asi también, probó 

que variando el SE celular del DNA es posible inducir genes, que 

perteneciendo al sistema SO pueden responder a señales propias del 

sistema SOx, y que algunos genes del sistema oxidativo, es posible 

inducirlos con señales descritas como exclusivas del sistema SO 

(Bhriain et tl..,_ 1989). 

Queda por demostrarse que efectivamente el SE celular del 

DNA esté actuando como un supranivel de regulación, el cual genera 
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condiciones de permisividad, para que un siguiente ;niyel, · compuesto 

por reguladores específicos de cada sistema g1o'ba:f; i:>t~ci~riS:i no actuar 

ante la presencia de señales inductoras en ei ~~~t~.:},· :'~~· x~:: 
Dos sistemas globales de regulación en.:io.~'.c ~t~l~~ no se ha 

evaluado la importancia que tiene el SE celular··dJr .. ·~~A.·para su expre-
. -<r~Y' ;j~:_ · 

sión, son los de respuesta al estrés por calór ... ( HS) ·:·y·; el. de· respuesta 

a daño en el DNA C sos l . En estos sistemas, durant'eé·,su .. ; induéción se dan 

cambios importantes en el grado de SE .del íi~~.it~,¡~J~ bacteriano, que se 

mide por los cambios en la densidad dt:J,;~~~:l~·~~j;~~;~radientes de ficol 
:;:::;·:- "' 

(Rupp 1968; Drlica et ª1._,_ 19.75.; Pellon:et:'..á1<·;_,19s1¡. Los cambios en 

la densidad del nucleoide probablemeht~ est.éri·mediados por daño en una 

de las dos cadenas de DNA, lo ~ual permite la liberación de tensión 

estructural presente en la molécula de DNA (Pellon et ª1_,_ 1980). Por 

otra parte los sistemas HS y SOS comparten algunas proteinas corno Lon, 

GroE (Neidhardt et ~ 1984: Donnelly et ª1_,_ 1989; Walker 1984; Liu et 

~ 1990) y tienen agentes inductores comunes como Nov. y ácido nali-

dixico, aunque en diferentes dosis y sin que se expresen completamente 

las dos respuestas (Herrero et ª1._,_ 1981; Hagensee et ª1_,_ 1986; 

Krueger et ª1_,_ 1983; Arrige et al. 1988; VanBogelen et ª1_,_ 1987). Esto 

sugiere la existencia de un mecanismo que permite coordinar a los dos 

sistemas ~lobales. El interés del presente trabajo consiste en evaluar 

el papel del SE del DNA en las respuestas HS y sos, proponiendo al SE 

corno una señal importante en la coordinación de estas respuestas. 

5) Respuesta celular al estrés por calor (HSl. 
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cua.ndo 'la, celuia se soin.e:t;e ·a un estado de .estrés por incre­

mento en la t~mpera't:ü~1 d~l :'m~dfo ;-é~1:a,res~?l1de accionando meca~ismos 
que posibi~lner'l'te;•le ~·pe~lllit~r!t!'¿.;rite~c::iei· ~'~'.fc1··;~os'.Cii',,,E.i~o~ !efectos adver-

:::o:", :~~ri;'~~:f~:lt:::s~t::~:~1lW"IJP!~~~lf f ~i~:~)1'.~·~:~:: 
u lar: de· 'proteinas,.:¡ Velazquez· et·· al ·:<:19.84'};');,':,in'odi'f.i'cacipries•~«elÍ"···'., l.:f'~id9s 

y pro~e·;g:ak;; éúrigo et ·~ lSÍ§~j·i~'~z;~~A~~:~~-tf~~i~~~{Í~{~~:~~'~l~~~;;~~pués­
ta a?ni~~{: cii' tr~ns~r~~~¿)~ ,"'~J?{~~~~~g~WJ{~'~ii~;~~~'.J.i~'.. .. ~~-~~s ;cu vos 

:;o·.~'·- '":i~> ~:::e: __ · :~,- --.'.\t'.·:· .. ·:L<'.~; ·.·=:~-~ :,;_~~,·~·'i~;-:;:·.:.::2~:.~;'.~,_·;j,;:~;-~~';É,~-J}~f ;}~~~';:~~~S~~f,~jf.~t~~7-_--,~:~-- -- ,-,:-. · , · 
prÓdÚ:~,t~.~J·€~:t~F{ pos i blemen:te ;:involu'crad os'.''én··~ ún'¡f, '',termo .. •toleranci a" de 

O ;~~-,-e• ' ~ :1>"" ., :/A.~ -~ :~.~;, :-;~•;'>>, ';-'}f¡~~~-C ' ''->.;:o-··.''~, i:-.o~\~0?: ~~i:'.'.i:_, ~:::::· • "·?C- ,' -

la célüla/(Í.j, et al; '..U982'.;~ Heikkilca':';;;'{}'a"'r~''.i'9'ésJ :Raina T990J. 
"~}' "·: .;,,:;,;: ;_,._,,, º''.;~~:,;·;, 

respuesta ··· ce1u1ar 'a.i estré~" P~r-~J.3.lor 
o~.-_, -·z:,o.-.o 

fue descubierta 

inicialmente en moscas Drosophila; dónde.·'a-J, ·ser' tratadas con calor se 

presentaron modificaciones en los patrones'de bandeo de los cromosomas 

politécnicos, lo cual se interpretó como síntesis nueva de RNA induci-

da por calor (Ashburner 1979). Pcisteriormente se describio esta 

respuesta en Escherichia coli, donde se mostró que se trata de una 
--- =-;--:·~- .-. 

respuesta compleja que involucra .alrededor de 17 genes dispersos en 

el cromosoma, y que son coordinados en su expresión, por una proteína 

sigma de peso molecular de 32 Kd. (Neidhardt et ª1...,._ 1987). Esta pro-

teina reguladora aumenta su concentración durante el HS. El incremento 

en la transcripcion del gene de sigma .,., 
~~. !:PQH depende de sigma 70 y 

posiblemente también de un nuevo sigma 24 rErickson §j;, ~ 1987; Wang 

\il_al. 1989). 

La proteína sigma 32 induce la expresión de los genes reco-

nociendo una secuencia especifica de unión en el DNA en la región 5' 

del gen, este reconocimiento parece estar en competencia con la pro-
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teina sigm~. 

de HS. 

durante 

sigma 

. - -._, 

De las proteínas qÜe se inducen. durahte el HS. sólo se conoce 

la función de unas cuantas; destacan GroÚ'., -GroES y o·naK, a las cuales 
', . ' · .. ·, . 

se les ha atribuido funciones de estabili:;:a"ci·on de otras proteinas 

durante el estrés de calor. Se propone que lo ~acen formando agregados 

con esas proteínas, por lo que se ha .dado en llamarlas proteínas 

chaperoninas (El lis 1987; Bochkareva et -a1:· 1988 ¡- Fayet et ª1__,_ 1986 

Jenkins et ª1__,_ 1986: Deshaies et ª1__,_ 1988). Tanto DnaK como GroE L y s 

son proteínas que se requieren también fuera de condiciones de estrés, 

siendo indispensables para el crecimiento bacteriano (Neidhardt et ª1__,_ 

1987). 

Otro grupo de proteínas importantes inducidas durante el 

estrés está integrado por la proteína Lon, únaproteasa que degrada al 

inhibidor de la división en E.coli SulA'.(Goff et ª1__,_ 1985); la protei-

na DnaJ, necesaria para la replicación de· DNA de fagos; la lisil tRNA 
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La proteina sigma 32 es el producto del gen !::l.3;_e_R, que 

posteriormente fue renombrado como rpoH, al descubrirse que se trataba 

de un factor sigma. El gen r.EQ.H tiene cinco promotores, de los cuales 

tres son reconocidos por la proteina sigma 70 y uno por un posible 

nuevo factor sigma de peso molecular de 24 kilodaltones (Wang 1989). 

Estos promotores funcionan dependiendo de la temperatura del medio, a 

30'C el promotor uno y cuatro, bajo la acción de sigma 70, produciendo 

el 903 del total de la proteina sigma 32, ya que ésta es requerida 

tambien fuera del HS, siendo las mutantes !:.EQH incapaces de crecer por 

debajo o arriba de los 30 grados centígrados. A los 43.5 grados prin­

cipia el promotor tres a ser activado por acción de la proteina sigma 

24. y a los 50 grados centigrados, que es temperatura letal, el promo­

tor tres entra en función mientras que los promotores uno y cuatro son 

apagados completamente después de 20 a 30 minutos de comenzar el HS 

intenso. Este patron de inducci~n se mantiene por tiempos largos (85 

minutos o mas). De los promotores de htpR. el cuarto y el primero han 
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sido caracterizados .coinc•'dependien't:es de;;! SE,del bNA para;su adeéuado 

funcionam¡¿~6 .'.. aunque eús_teiotr'o i~1.i'¡;'o d~ }-~.J~~t:ÜaC:ió~ ~~ 6on1:ro-c 

versiá en.cti.a';:;t6},'a·;i~·;;de8E:n8E:ri~ia ciei' prom'otoffuri'o •ha6~1a ;~i••.·~ii:AFuji ta·-•·· 

et al ;' ~~·si': &:~liima et a:1>: 1989: Ei-fc~~º~ '.eí:;!éli~:· i.~8~;;_ ~:~idquirÍt:o 
promotor ·;~e;~·uig~~ ·para._·. su expresión de ra•. prÓt~ir1~i2~·g *;~ :~~·~~;k~Wece 

ºº"vºh.fü io~. 4''º '"~••r ·' ""'"- ''º"' ·. :.. . c}i :·: ;iC.; ·• 
Al iniéiár la í;espue~ta HS, s~. p~~~~pt.~§r\; i.11cr_elll~~t,o; foi:a.l 

de 
' . , . . - ·:·> -,"'··,.--_ .·:-._···:: ... ;-':_ .. ·~>s:·,,_\--.~'·-.·-,~t-:··-."~:'..;·.-_·:··~,:,.-,_' 

5 veces la concentración celul_ar. de:.•;la'!'pr,oteina·; sigma·~.32'.,y de .'dos 

veces 

maximos 

es tres 

la cóncentracfon 'del RNA mensa";}~~t,0_:p~'.~i~:;e:~a.i·J'~8i~:¿~:-~ Los 
--·-::··:-·-.,-?~~-".':-:.e:_~""-'· ·!o'.~~""""'- .. ,>•:·,· - ~~:; ,.-. _ .. ,:· ---'"' 

ni veles se alcanzan m:i.nÜtos' 1: eigspB'é~[i~et'· f{-;ibe?f '2oineiizado el 
. . ··~::·°. 

(Tilly et &_,_ 1986: StraLÍs et&_,_. i9'sn, y la diferencia en 

los incrementos 
- -... : .. ' .··/· \ ·::)~· ··:-~·'·. '---. 

de concentración en'la·proteina·con>respecto a la 
- ._ --o···~ - -

cantidad de RNA mensajero, se explica por e~ inc~emento en las vidas 

medias de los mensajeros y una mayor traducción de éstos; ya que se ha 

postulado la existencia de una región reguladora negativa en la zona 

codificadora del mensajero para sigma 32, que deja de actuar al ele-

varse la temperatura del medio (Loeb et&_,_ 1991). Mientras tanto, 

la sintesis de otras proteinas, no propias del HS, comienza a dismi-

nuir, dependiendo de la intensidad del HS, siendo de aproximadamente 5 

minut:os el tiempo que tarda en dejar de sintetizarse las proteinas no 

especificas de HS, cuando el cambio es de 30 a 50 grados centigrados, 

pero si el cambio es moderado (30 a 42 grados) el patrón normal de 

sintesis de proteínas casi no varia (Neidhardt: et~ 1984). Por otra 

parte las proteinas de HS comienzan a inducirse desde el inicio del HS 

con un ret:ardo de sólo un minuto, aún antes de que sigma 32 incremente 

al maximo sus niveles, quizá a expensas de la reserva de prot:eina 

sigma 32 present:e antes de haber entrado en el estrés. Por otra parte 

17 



la inducción de 

pirse por la 

aunque 

lantes, ayuno 

lantes y cloruro de cadmio 

puede interrurn-

1987). Estos agentes inducen una respuesta similar, pero no idéntica, 

a la respuesta por estrés de calor, e inducen la expresión de proteí­

nas de otros sistemas globales de regulación corno el de respuesta a 

estrés oxidativo y respuesta SOS ( VanBogelen et ª1..,_ .1987; Krueger il 

al. 1983; Hagensee et~ 1986). 

A pesar de conocerse los agentes inductores de la respuesta 

HS, aún se ignora la manera por la cual,~ teniendo· diferentes· blancos 

de acción en la célula, pueden inducir la síntesis de sigma 32 y con 

ello el sistema de HS; más aún, se desconoce si la inducción de las 

diferentes proteínas que participan .durante el HS es siempre depen­

diente de sigma 32, o si exis~en reguladores alternos para los difer­

entes agentes inductores (Grossman 1985). 

Se han postulado tres mecanismos para actfvar lá respuesta 

HS y debido a que aún no se ha descrito- cual es.en la célula, la 

señal inductora del HS, no ha sido posible evaluar. estas tres hipóte-
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sis. La piimera plantea la ¡::iosibilidad Ae '.que· diversos ::agentes induc-

tores genere~ liria seÍ'íai con\Úr{pa{~ activar .• la respues~a :· ·.··~·~· segunda 
' ' - ·;:;_=- ,-;~:·_·~~•· )~,.:·~,·, .• C<''C-/""-o "·•· ?' 

~~~;~::~~~::~~;:~~~:~~;:il~1i~jlil!ii~i!~I~~~::=~;;~~~ 
• "v :;·,'.¡\;• ~;:-Jc{'' _::~1;~!3:--,; ~~-'" :,_~\( " ··· · ;?;,2'·. 

das señales que son pa;rtic~pe;~~; d~~ una :t,~t;a d~- c}scacia' bioquímica que 

como blanco final tiene al ·fge'n};·~~ '~T5~~1:i.\iff~~~dl ~t'.':a:i': '.1987 l . 
,_;_;. 

.9) 

El fenómeno de termo· protección se ha descrito=en diversos 

sistemas, entre ellos levadura y E.coli. Esta proteccion se induce 

con tratamientos térmicos moderados anteriores al cambio fuerte de 

temperatura. para evitar que se pierda viabilidad en el cultivo, en 

comparación a cuando, sin un tratamiento previo. se realiza el cambio 

brusco de la temperatura del cultivo (Li et ª1_,_ 1982; Heikkila et ª1_,_ 

1985: Raina et. al. 1990). La pérdida de viabilidad en el cultivo es 

proporcional al delta del cambio en la temperatura y al tiempo de 

exposición al estrés. Sin embargo, se desconoce la razón de la pérdida 

en la viabilidad. Tampoco se conoce el mecanismo molecular de la 

termo-protección, pero se cree que la inducción de proteínas que 

estabilizan la estructura de otras proteinas, y que son llamadas 

chaperoninas está involucrado en este comportamiento. Por ejemplo, se 

sabe que una sobrecarga de las proteínas GroEL y GroES, suprime la 

termo-sensibilidad de diversas mutaciones. IKusukawa et ª1_,_ 19881. 
'.i ;_.:_ .· .. / 

Recientemente se ha descrito la· :~~i~-~:~~¿ia de un· gen llamado 
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. . ' 

<Raina. 19.901., ·qll~iinéfuc~'suitrans~ripción durante el HS 
_:,,' ,. . "'··: - . ·, ' ., . ···-- .· - - y que 

está si.tuaéio .· en'•,ed.~úlUtci' 90> h<Í:cia la regiÓn 3' del gen !:.QQC. Mu­
"-~·'··· ';.'.''.:;\· ;'. ·~-:~ ,, -

tantes . en estEi geñ';'p~eseritari iisiS ;'al subi.r la temperatura del medio 
._./, ; ·:-~-.-

de 30 a 42 gfacÍó's cenfigradosi~ no .se sabe la .manera en la que actúa 
-.~ ·: _-·,co::c;"~ '1 , -· 

es1:a proteln~!. p~~6jjes:9 ~j_'~"olucrada en la sobrevivencia de la bacte­

ria al ~s~ié~' ~~~:· c'~·ldt . . '{ .··, 
(/· ., .. :';;·:'.~,_::g ~- -~-\}:·- .)::{-;_· - ' -~-· ,·::' -:· -:~:~:', -

de inveo ;~:~~~~t!!~~1¡1~~;:¡• e :::~~:e p:::::::, :ti!YiJ~~t::n ;e~:: 
suscep1:ibiei;; ;,¡(acl'a·disTs·'J::>.o~~caior. señalando .a, la. división'' celular 

"-~y :.-~~~--?~<;~~~f~:º,~~~~l~~~·~;:';~~~/:1~~~~-::-~:; ,- -~.?,'.--' -·,T:- - -~ - - . ' 

como un ey;ento;,A.mP()z'1:ante' ;~¡{· 10: comprensi.:>n de la lisis duran'Ce el 

10) Detección de la respuesta HS. 

Para caracterizar el HS se u'Ciliza el marcaje radioactivo de 

proteínas sintetizadas durante el estrés, ya que durante el mismo, el 

patrón normal de expresion de las proteínas se modifica de manera 

importante dependiendo de la intensidad del estimulo. Existen diversos 

grados de es'Crés calórico y cada uno induce una modificación caracte-

ristica en la expresión de proteínas. de forma que células sometidas a 

un HS de 30 a 42 grados expresan diferentes proteínas a cuando se 

some1:e a un es1:rés de 30 a 45 o 50 grados. 

Cuando un cultivo de bacterias a 30º centigrados se incuba a 

50°. la síntesis de las proteínas codificadas por genes que no son 

parte del regulón HS. disminuye se sintetizan preferencialmente las 

proteínas propias de HS. Esta síntesis se detecta aún varias horas 
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Po.r 

manecen sin ser 

salir del 

traducirse, 

hardt et ~ 

11) La 

La respuesta sos es también un sistema global de regulación, 

que está integrada por genes.dispersos en el cromosoma; tiene un 

regulador central y posee genes que se comparten con otros sistemas 

globales. A diferencia de la respuesta HS, se conoce con precisión el 

agente inductor de la respuesta es el daño al DNA (Walker 1984; Little 

et~ 1982; Gottesman 1981). 

El sistema sos tiene en su repertorio, más de 17 genes 

inducibles que tienen como represor común de su expresión a la proteí­

na LexA (Little et ~ 1981; Brent et al. 1981). Esta proteína, a su 

vez. es parte de la misma respuesta SOS. La proteína reguladora de 

este. sistema es RecA, la cual al presentarse daño en el DNA, e inde-

pendientemente de cual fue el agente inductor del daño, modifica su 

comportamiento como proteína de recombinación íRadding 1981; Salles et 

ª1...,_ 1983), y adquiere una actividad tal que permite la proteolisis de 

las proteínas LexA y CI (Little et ~ 1984; Roberts et al 1975; 

Roberts et~ 1977; Roberts et ª1...,_ 1978l. La proteína LexA es un 

represor de la transcripcion de genes dispersos en el cromosoma bacte-
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riano, mientras que cr reprime genes del·bacteriofagO Lambda. Aún se 

desconoce como el daño ,en el DNA modiÜda la '.ácÚ~iclCÍd ,ct,e RecA. . 

. ~, ·,: 
-:~:,;:,· 0·.;.,\;;u.:··, 
"·' ·¡;. 

•.·. .. 

Una pr~teOlisis, los vez. qtie l~, ~rbteiria 'í:e~A 

genes reprimidos p6r:.~h~j/cü~{¿{a~ifa:'s:iilte~is 'd¡FR~Á ni~nsi3je.ro para 

su posterior traduceión.;:1rii51Jv~n~ose· e:i· ~:tri ~tju~6· édctiff2~. <¿~r:. la 
' -······.~:;_e,.; ;:':~:~~-··:.:,~·,~-·· 

~;·~~p:~~::~~~::;:~~ri:~:~~~;~~~lii~~~~~,~~i!t~;~~~ . 
reprime nuevamente J.a~·.transcripc·i(,f¡.'cte :Los gene~ so.S (W~lk~r 1987). 

La prote:ina LexA, no tiene la misma afinidad por todos los 

promotores. Cuando disminuye la cantidad de la proteina LexA en la 

célula, uno de los primeros genes en desreprimirse es lexA, lo que 

aumenta nuevamente la concentración de la proteína LexA y mantiene el 

estado de represión en todos los demás genes (Little §:!;. ~ 1982). 

Esta diferencia de afinidades puede explicar en parte, el que durante 

la respuesta SOS existan genes tempranos en su expresión como los ~ 

y genes tardíos como en el caso de lon. el cual también es parte del 

sistema HS (Walker 1987; Neidhardt et ~ 1987). 

La respuesta sos. a diferencia de la respuesta HS, requiere 

de mayor tiempo para activar la síntesis de todos sus genes, tardando 

de treinta a sesenta minutos, mientras que el HS lo hace en diez a 

quince minutos. Además los genes del sistema SOS son en general dis-
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pensables, 

esenciales. 

en tanto que mu.chos de los genes del. sistema HS son 
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objetivos 

mente 

de SE 

determinar 

pués del estrés. 

disminuve el grado 

misma impor­

en diferentes fases del 

- determinar si alguno o varios de los genes del 

sistema SOS tienen dependencia. para su expresión 
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del grado de SE del DNA •:e.rular. 

- evaluar el. ~aian~~ c:l~ a:étivic:lades enzimáticas de 
~~~·. _!)·;., . '~~": ' ·-

1 as topo:i.soÍnefásá~;. ciÚraAte' la. respuesta HS y sos 

mediante ei{~~:J d~· Jiá~ritidos reporteros. 
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MATERIAL ~ METODOS. 

1) Cepas y plásmido. 

Cepa 

AB1157 

JC2924 

GW1000 

GW1010 

GW1040 

GW1104 

GW1105 

se emplearon las siguientes 
_:; ./·,:> ., 

cepas de Escherichia· coli 10:2: 

·····.•. •./ ... · .. _-_:.:;·, ::--·:_~:.¿::': ·."?f/:' ' .. 

Fi. thr.'.i\f;,ijG~~~&.{~:i::Í; :)_acY-1; gall<-2: 

ahi~iL,\tf~~i~s~Y~'.~~'.{;;'j_u~:~roA-2; argE3: 

rpsL3,1 '.·:~;t~'~;3~{ ;~~..:(jsupE44: his-4: recE-

~1}g~~i 
. '-é,-:":;•" ~:,~-? 

ú.c~~~s~. cc1arke,J. 

--"· :·:::< _,_·}~\~·:~: !~~-'..: >;:·~--~;~::~'.~ ;: 
recA44if' s'ulAll: lacu1i:.9: thr-1: l.eu-6: 

~¡s~~:· ariE3 ¡ il v ( ts l ; gall<2: rps31.: 

( t(eriyon et . ª1-._,_ 1982. l 

como GW1000, dinAl::Mud(Ap,lacl 

(Kenyon, 1980: Kenyon, 1982) 

como GW1000, dinDl::Mud(AP,lac) 

(Kenyon et~ 1980; Kenyon et al. 1982> 

como GW1000, umuC: :Mud(Ap,lac); 

malE: :Tns. 

como GW1104, .lexA3 .' 
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1<165 

KRE447 

KRE449 

W3110 

pMS01 

:- •, . 
F-: lac(amJ;· trp<a.mJ; phoCa.mJ; mal(amJ; 

rpsL; sup4(ts/C~~p~(a~). •. (Yamamori et. al. 

1982: Goff 'et .i..i;•.·• 1·995¡ Krueger et fil_,_ 
}'; 

.et fil_,_ 1987). 

gyrA43(tsJ. (Rudd et .fil_,_ 1987). 

F-; \-; prototrofa. 

derivado de pBR322, sin resistencia a 
-º _.,,_-, -

tetracicLina , con.struido en el labora-

torio de Gómez~E.C. por Jaime Martinez. 

2) Medios de cultivo. 

Los medios de cultivo empleados fueron LB y mínimo ·119·· ·según 

Miller (1872). El medio 119 se suplemente con 20 µg ml de cada uno de 

los siguientes aminoácidos: leucina, prolina, arginina, histidina, 

timina y g~utamina. 

En los casos en que se empleó novobiocina, ésta se utilizó 

en concentraciones de 20 y 600 µg/ml en el medio mínimo, según si se 

aplicó desde el inicio del cultivo o fue aplicada en pulso ya iniciado 

el cultivo. 

Tanto la rifampicina como el cloranfenicol se emplearon a 50 

µg/ml de concentración final:·· 
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¡JCi/ml 

·en medio 

Laemmli 11970), v Shapi-

ro fil en el caso de doble dimensión, según 

6) Úansf"C>rmaciÓn . 

. ·-·- ----- ····· -
se féalizo-~ségun~Cllling' ét aT: - - -r 1989 l~ qüe emplea polietilen 

glicol 8000 al 203, dimetilsuifóxido 103 y sulfato de magnesio 100 mM 

a pH 6.5, en medio Luri~. Csciiución TSS-2X). 

El cultivo de la bacteria a transformar se diluye 1:1 en la 

solución TSS 2X y se toma 0.1 ml del cultivo para ponerse en contacto 

con 100 pg de DNA del plásmido pMS01, durante 30 minutos a 4 grados 

centigrados: posteriormente se aftade 0.9 ml de medio LB suplementado 

con 20 mM de Glucosa y se deja incubar a 37 gtados durante una hora 
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para expresión de resistencia a ampiciliria, :anies de seleccionar en 

cajas 

y de 

del 

que 

meros 

los topois.ó-

con empleó buffer de Tris 90 mM, 

Borico 90 mM, y EDTA 1a.mM (TBE), un voltaje constante de 2 ~ 

Acido 

V cm. 

durante 20 hrs. y la electroforesis se llevó a cabo en agarosa al 13. 

Posteriormente, durante 4 hrs se incubeo el gel en agua destilada y se 

tiftó el gel con bromu~o de ~tidio a una concentración de 5 µg/ml du­

rante 30 minutos. El. gel ilumiriado con luz ultravioleta a 360 nm fue 

fotografiado con ·ál. 1988 >:· 

8) Sistema topoisomerasas. 

Se emplaron 

A: Sacarosa 

8: Fosfato de potasio 1 

mM, y tRNA de E. coli. 
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minutos, en el 

la pastilla en 

células y se les 

das dos y-- se 

realizó el ensayo con el sóbrenadante 1 Liu, -1983: Martin et al. 1983; 

l<enneth et al. 1983: Hsieh et al. 1983: Otter et al. 1983 l . 

Ensayo para topoisomerasa I. 

A l ug del extracto de células sonicadas, se le adiciona S 

µl del plásmido reportero en solución B y se incuba 40 minutos a 42 

grados centigrados. Se interrumpe la reacción agregando 2 µL de~c-~ 5 

µl de colorante para DNA. Posteriormente se separan los topoisómeros 

por electroforesis en geles de agarosa-cloroquina. 

Ensayo para topoisomerasa II. 

A 1 µg de extracto de células sonicad~s. ~e ie agrega 5 ul 

de plásmido reportero en solución D, y'S µl de solución E. se -Incuba 

30 minutos a 30 grados centigrados y_ se pai~a _la r-eacción con -7 µl 'de F 

y 5 ul de colorante para DNA. Se separa ios topoisómeros por electro-
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foresis. 

9) Medicion de actividad para 8-galactosidasa. 

Se realizo según el método descrito por Miller 11972) 

31 



RESULTADOS X DISCUSION. 

I) Efect_o de noyobiocina ¡Nov.) en la respuesta al 

estrés por caloi· f. HS) en c\.Íl tfvoís, de- Escherichia coli en diferente 

fase de crecí~i.e~t62 ;> .~. -- -- ,';_;·; ·'.·;,'-~: -~::'.- ~~--: ;:: . .J 
. -. :·>>::. :-;~ __ :~,-. -,: ; - _ .. ·::. -

. - . -- - e \ff ->; ' • 
Para': -~bserl.1~-r :i~ respuesta··:HS;' en _condiciones adecuadas, a 

~ . ~ :.~-;~ú'-~-· .- : .. -~::::- .. _::-~:, .. -.,;~:_' ~~ ~.,2_~-~; : ·. 
nivel de• s:inte~iEi·:,cie' prÓteinas; se;:·probarón ,diversas temperaturas como 

proteinas: 

sintetizadas -duránte los -primeros. minutos -después del cambio de -tem-

peratura.,Posteriormente las proteinas se separaron por electroforesis 

en gel, y se obtuvó la autoradiografia del gel seco <ver Material y 

Métodos). Los resultados muestran, como se esperaba, que la intensidad 

de la respuesta celular depende del delta de temperatura (Fig.lJ. Por 

lo que se decidió trabajar con un estrés de 30 a 50 grados centigra-

dos. 

En los experimentos anteriores, dos bandas de pesos molecu-

lares de 69 y 62 Kd, fueron las de mayor intensidad durante el HS. por 

lo que se decidió identificarlas en una separación de doble dimensión 

tipo O'Farrel (Fig.2). En la primer dimensión del gel, las dos protei-

nas mostraron un punto isoeléctrico de 5.9. y en la segunda, los pesos 

moleculares ya mencionados. Los pesos moleculares y el punto isoeléc-

trico de estas proteinas corresponden a DnaK (69Kdl y GroE (62KdJ, 

cuyos patrones en geles ya han sido reportados. 

Por otro lado, al ser la Nov. un antibiótico de efectos 

pleiotrópicos, y por desearse que solamente desenrollara al genoma 
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" ,,,. ,' ·. 

bacteria~o .•. afeciando io menos posibie .la fisi?logia de la célula, 
'·.>·-·_ ::.'·'.' .·,,::.::- .-.~ ::--.~-':. ~,-~-.. •'.:-.- :·:_.:._:_ ''_-:, . __ : .. _ '. 

buscó. la. dosi:s adeC-uada' para" logr'3r io anterior. 

· .. :~e',;2:iZ:_7_~t¡~'.a}~n •:e~ 0perirn~;nt~i ¿~g6i~2iniiento bacteriano 
·:.'.:;:~_' __,.:;._i·.~ - .<:".· . .;, .·' -~·· 

presené::ia ./cieL diversas concentraciones de\Nov> en 
'·, - - ~ · .. :_ .. - ~' 

medio 
f• 
minirno· 

se 

en 

M9. 

usando :'ia'.éÚÍ.::_va · de crecimiento del éul tivo corno Un parámetro irnpor-
. - .. -, 

tante pará _conocer en términos generaies'.1él' fisiologia de la bacteria 

(Fig.3rse eligió una concentración d~ Nov~'de 20 µg/ml. 

Para verificar .. qUe esta ,:_~;;'sis.¡;_de,.Nov. relaja· al DNA; b.acter:ia-

no, se transformó a .la,; bact~iia';~AB1157 con. el plásrnido ·reportero 

pMS01. se determina 

indirec tarnente el grado~cl_e; -~~E~'.i;l§!:{;~L1~1{celt.ilar. También se probó con 

600µg de Nov .. para exper:i.rn~fitb~ ~k ios cuales el antibiótico se aiiadió 

al 

que: 

momento de realizar ei clmb¡o·:·cie temperatura ( Fig. 4). 

20µg(ml de Nov. . presente di.1:r'ante todo el tiempo en 

Se 

el 

modifica el SE celular sin alterar la curva de crecimiento, 

observó· 

cultivo, 

mientras 

que 600µg/ml de Nov. modifican el SE del DNA a los 5 rnin de añadirse al 

cultivo. 

Para el estudio del comportamiento de la respuesta HS en 

diferentes condiciones de SE celular, se emplearon dos estrategias: al 

explorar el HS en diferentes fases del crecimiento bacteriano, ya que 

entre mayor es el crecimiento del cultivo, menor es el grado de SE del 

DNA cromosoma!, y bl el uso de Nov. en el medio de cultivo como otra 

forma de modificar el SE. El experimento se realizó tomando tres 

muestras de un cultivo de E.coliK12 AB1157 en diferentes fases del 

crecimiento: D.0.600nm 0.08, 0.13 y 0.23 que coresponden a las fases 

inicial, temprana y media de la curva de crecimiento bacteriano. En 
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número de proteinas, que se expre¿an en el HS, var{a dependiendo de la 

fase de crecimiento en la cual se realizó el marcaje, de tal forma que 

los carriles de proteinas de células con D.O. 0.23, muestran mavor 

número de proteinas que los carriles de muestras de células de culti-

vos a D.(J. 0.08. Esta diferencia se observa tanto en las celulas 

control como en las cultivadas en presencia de Nov. Este resultado 

sugiere que la respuesta HS no es igual en celulas en diferente fase 

de crecimiento. 

Cabe señalar que las diferencias observadas en la sintesis 

de proteinas durante HS en presencia o ausencia de Nov., fueron siempre 

winimas y dificiles de reproducir, por lo que es necesario confirmar 

estas observaciones con otras metodologias; posiblemente aumentar las 

dosis de Nov. y la evaluación de transcritos de RNA sea lo más adecua­

do. 
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Por ultimo, es importante hacer resaltar que las diferencias 

entre cultivos con v sin Nov. se observan en el total de las proteinas 

inducidas por el HS, Esto sugiere que la expresion de los genes de las 

proteinas de HS s~ ~edifican de manera similar al relajarse el DNA o 

bien que Nov. afecta la expresion de RpoH y secundariamente la de las 

proteinas HS, ya que se sabe que in vitre el regulador de la respuesta 

HS posee al menos un p_romotor dependiente del SE celular. 
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30º - 42º 30° - 45° 

Figura 1: Efecto de la intensidad del estrés de calor en la ·síntesis 

de proteínas de HS. 

Proteinas de células AB1157 en HS de diferente inten-

sidad: 42, 45, 50 y 55 grados centígrados. Las 

células se crecieron en M9 a 00600nM = 0.2 Y 

se sometieron al estrés durante 15'. El marcaje se 

realizo con Metíonina s35 10uCi m1-1. 

Se muestra cada patrón de expresión de proteínas de HS 

con su correspondiente control a 30ºC. 
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Figura 2: 

kD. 
92.5:~-
66.2- . -

21.5 

5.5 5.9 6.6 6.9 

pH 

30° 

Identificación de las proteinas DnaK v GroEL. 

Separación de proteínas en geles bidimensionales tipo 

O'Farrell de la cepa AB1157 a 30ºC y 50ºC 15'. Las 

células se crecieron en M9 a DOe,00nm 0.2. 
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Figura 3: Ef_ecto de la Nov. en el crecimiento de AB1157. 

Curva de crecimiento de la cepa AB1157 a 37ºC con 

-aereación en presencia de diferentes concentraciones 

de novobiocina 20, 50. 100 v 150 µg m1-l desde el 

inicio del crecimiento bacteriano. El numero correspon 

diente a cada flecha muestra el numero de celulas/ml en 

ese punto de la curva. 
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Figura 4: Efecto de Nov. en la distribución de los topoisomeros. 

Electroforesis en gel de agarosa-cloroquina de topoisómeros 

del plésmido pMSOl enla cepa AB1157 crecida a DOs00nM de 

0.2 con 20 µgr m1-l de novobiocina, o 600 µgm1-l en pulsos 

de 5, 10. 15 y 25 minutos. R, DNA relajado; SE, DNA 

superenrollado. 
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Figura 5: Efecto de la Nov. en la expresión de proteinas de HS en 

diferentes fases de cresirniento. 

Expresión de proteinas de HS a 50ºC en presencia de 

20µg rn1-l de novobiocina o en ausencia de antibióti-

co. La cepa AB1157 se crecio en M9 a DO de 0.08, 0.13 y 

0.23 y el HS fue durante 15'. Cada experimento presenta su 

control a 30ºC. 
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estrés por calor 

ÍI),Efecto d~ la Nov. 'cios;diferentes tiemposde 

en ~élula~:;d~'.,dli~te~tes fases de crecimiento. 

'~.',«;~ ':~<- ·~:::·. ,-~,-:,~·:,:,~,,-~:_ ~<·~, - . :.~·;:; - - . 
ser '~1 "l-ls::unatfei'spt.iesta transi tOria, ·• es: posible 

existan mom~nto~'- ~g\~1¿:1J~L~Íé~~'1é'l respuesta: se ,encuentre más 

comprometida con el e~ta~6~-~~~~~~~~i~i del cromosoma bacteriano. Por 

se evaluó la .f'es~ye~ta'i¡.¡$_ en; presencia de, Nov. 
- <'."' .. ., -. :,s\ - -~" :_·:'::~- .. 

~;: ,::'? ;{~,e:;'.• , e .. 

'._. :·. ~;,"\· H·'· <H· ~::·1~k" ;~-t1:·:, 
Para. pc::,d.;;~ :~,~e'ft:eil',eieé''eo 

lo que en diferentes 

tiempos de induccion~ 

.·y:L 

síntesis· de. 
,i,,~~':; . ' ,. - -~- :-.;,: .. , -:_._ ... -

::::::::: .::r::~•::i:~::~
2

~n~!JJii~1~i~t1E:~::::::i::?::::::~~~:: 
Nov. en la respuesta HS fu~,n;~~.;,Z~lg:ff¡~~:éi~~·~'í'6ss, 10'y,{s•rni~'~.~-n los 

:z·, ,, '-. · ~pfr-, :::-:,',":'."~<· .. · _, . · .. ,--. --~--. ·; .. - - . 

que se observó una pequeña· disliiÍ'ij~c'ióri'él{0 1a'.·e:antid~d •de'. i,~~;;~fo~;in~s 
-~ -:~,~l-' -~~;-;{_:·zft~~~;- ;~~;;~··"-; , ~~l~~;,: ·.· ,~>5 :r;.·::t . ·:t.~.~ ... ·::(, : ,;.. . ·• .. ~ .. .:· ,";.,/ -·,:;;:'" . · .. '.>~ ' ... ·~-· .. , 

·_;; .. _;~:"~· ~ .. ;~p::;¿~~;" ;.~~·i:,:~ :.,~:~:,': ·.::}: ·;::,;_:, "" ·,.,_, :~_--::_:·· ·.'.{;~,~~~-
'.::" ->.:'./,"-.'.":~~<-.~-:.::-;,;~'-.-~~;~~f;··~·i:~]}'.>; .¡·:'(:, .. ,,.,¿_e¡ .-~ 1:.):--' ·--~'' ¿:~~-· 

de HS. 

Debido a que• el'ef,ecto ·de i\f(),/{: -•_,;;;·:~f> .f:IS 'se, apreció 
-:. ·_ . -.~~~::·~- ·.~-*!~~- ~ .. ~,~);~~'.~~~~~~~~~~~~iE~~~:~tf:o_~j.\~~-~:'.:.S1~ .. ~-;; <';,' .. ¿::·~;-. ~,<·\· · · -·. ·, 

mejor durante las fases iniciales.sdel' ;S:~,.l ti vo ;.0. se<decídió' emplear" dos 

DO, para estudiarle.. Se colectáron cé1~ié1Xci~cidas a 30ºC a D. O. 0. 11 

y 0.23 y se les sometic· a HS de s0•c duiante:.10 v 15 minutos, m-árcando·-· 

las proteinas durante 10 min IFig.7). 

Es posible advertir un ligero efecto de Nov. en la 

inducción de la respuesta HS, que al igual que el experimento anterior 

(Fig.5) presenta una disminución en la sintesis de proteinas durante 

el HS, pero que es dependiente de la fase de crecimiento y de la 

duración del estrés. 

Durante el crecimiento celular, son acumulados en la 
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célula productos protéicos como GroE y DnaK, que son miembros del 

grupo de proteinas de HS, lo que sugiere que a medida que avanza li. 

fase de crecimiento, la inducción de los genes para estas protei~as 

durante el estrés, varie dependiendo de la fase de crecimiento, y ~sei 

por ello que el efecto de Nov. tambien es diferente. Por otro lado,·· :se 

sabe que durante el crecimiento bacteriano existe disminución de SE·. 

del cromosoma, por lo que el efecto de la Nov. deberé ser mayor en 

,tanto que la célula requiere estados fisiológicos con alto grad~ de 

SE. 

La pr~s~ncii continua de Nov. en el medio, puede causar 

cambios fisiol~gicos en ia c~l~la que impidan observar adecuadamente 

el efecto de Nov. en el HS, siendo quizés una estrategia más adecuada 

la de presentar y luego retirar el antibiótico de la célula, momentos 

antes de iniciar el estrés, con la finalidad de ver el efecto de Nov. 

en el HS añadido antes de la inducción, y no sumar asi, los efectos 

ocasionados por mantener el antibiótico en el medio una vez que se ha 

iniciado la respuesta. 
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Figura ó: Efecto de Nov. en la inducción de proteinas de HS a dife-

rentes tiempos de inicio del estrés. 

Proteinas de HS inducidas después de distintos tiempos de 

incubación a 50ºC. La cepa AB1157 se creció a DO de 

0.2 en M9 en agitación y a 30°C. La novobiocina estuvo 

presente desde el inicio del cultivo a 20µg m1-1. 
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Figura· 7: Efecto de la novóbiocina en la inducción de proteínas 

de HS a dos distintos tiempos de exposición al estrés y dos 

diferentes fases de crecimiento. 

AB1157 se creció en M9 a 30°C a DO de 0.11 Y 0.23 

y la novobiocina se anadio desde el inicio del cul-

tivo a 20µg m1-1. 
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-·¡¡ I) Modificacic:nes en ·el, s,UPe_r~nrrollamieÍ"!to del 

DNA durante. el estrés. de' calor:;: '.- --
,,,. ;:;. ;~~{¡_,' ·;·. (,, -:',·.-~, . :>'" 

¿ ~ ·.·.-.'-:_ ___ ,.,. .'·.'-:-:<::-,;t:':':<-'~:1~~,-- ~'_:;;:;\ .¡¿'.~1::_ '~- ·- .,-=-- -:.':;,,º - .::,:~-. •. ": ·::·';:-_:{_-:,--_,,.:-.-:-·:-Y-

•• se ~-ª j"~e~~;·f ~d?1;C!~~ ~'~~,bj·;··ª·~.c~:·•_et·_-_:~_-_-_-.·e;_·,· •• _--1.~.;i~_;a,·~Hn,,~oj_'._.,~.;-~_·-·xl'.;.:._~ot_t_•._-_fcf .• '.ut_;_ .. tª._._:1•_·_-.·_:_-~:;·-.·_._; ___ :·~-;P¡ __ uP_'e __ º_:·d~e~~. ~_tes--
cambios en lá 8en'sia'~d~\:l<='i:¿:nÜ'21éi'6ici';;i _ __ _ e: ser_ 

~::;;'. :•',;;){,' .,,-/ ;~---- '·\:':-.·-. ''!'> ;:;~:~,- ..:_;;-,\ -~b':{:/.:'.: --.·;_, 

explicado por l~~Pr~se_._':s~e~i_----'-~d~-e(dc-~~i;i;d~-i~'ó~f~-~~º·"~n.'tJ·ªf;?-cá_~~n~~_:'\~~i;,~NÁ<¡fil~Món' :,·-et-. 
al. -1980); Por ¡~tg~ ~hibrar fa. actividad :?e}G1ár- de - las 

. ·-~'':"_~·:,·,~-:Y?{·.;?/::;,~;-.,.;\'~ ., ,, .... - - ·., .. ,. ·•·•· .... 

enzimas topoisoinerasa'ú-"Y. ú•i'ri /Siv~: -¡,~ra'. <={10 i~s.~:c~i~i~s .~e· - expu-

sieron a 50ºC por 5 •-¡ l;··'t5'f~.;·;mii;;:· ~-·· •-· 
·,'".·'.-',''. -9> .0: •. ~~!-· 

'··:~:('.;• ;)}/ 
La -- acti'Viaaci;:> ~eÍ~lai para SE al DNA se ,determinó 

-·:,~ .:.~~- ---~~'/.;::::.! ,:-;¡.: •' 

indirectamente con un pJ,ás'rri:rCip; :#~'P'oFfero. l.a distribución de topoiso-
·/C _}:: :;-:, .. ~-

meros del plásmido reportero; - ínuestra .un incremento en el _g_Í'ádo de 
~·._. -< 

SE 

del plásmido, a partir de 'io~ primeros 5 min. que fue mayoi:, a~.: tiempos 

más largos de HS (15 y 20 min). (Fig.8). 

Se verificó el comportamiento del S'E del plásmido 

durante el HS en diferentes fases de crecimiento d-ei·' cÜ'itivo-, obser-

vándose 

0.2 de 

cambios más acentuados de SE en las célL!l~s :é:le >-'tcultiv~s 

o.o. 600nm. expuestas a 50 grados por 20 ~i~C~~~'.d~-~s -a 50 
grados (Fig.9). 

Resulta aparentemente contradictorio•que durante la 

respuesta HS exista un mavor grado de SE del DNA de los plásmidos 

reporteros, en lugar de relajarse el SE como se ha reportado para el 

cromosoma bacteriano. 

Sin embargo¡ debido al tamafio del plásmido reportero, 

éste responde al balance global de la actividad enzimática que genera 

el SE del DNA, y no refleja los eventos de corte sencillo presentes 
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durante el HS en las cadenas de DNA, ya que deben ser poc6 frecuentes 

para moléculas del tamafto del plásmido utilizado, aunque si sufi­

cientes para relajar el DNA cromosomal, el cual es aproximadamente 

1623 veces més grande que el plásmido. 

Es también notable que a pesar de que en etapas más 

avanzadas del cultivo, cuando el genoma bacteriano se encuentra más 

relajado (lo cual se ve por la distribución de topoisómeros controles 

Fig.9), siga dándose un incremento en el SE del DNA durante el HS, en 

vez de ser éste un evento más moderado. Por último queda por cuestio­

narse a qué nivel de regulación es controlado el'evento de SE durante 

el HS. 
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Figura 8: 

1...:j 

SE 

l+l 

o' 5' 

50º 
10' 1s' A 

B 

Cinética de la modificación de SE del plásmid~ reportero 

durante el HS. 

Al Electroforesis en gel de agarosa-cloroquina de topoisó 

meros del plásmido pMSOl en la cepa AB1157 sometida a HS de 

50ºC durante diferentes tiempos. La cepa AB1157 se creció 

en M9 a DO de 0.2 

BJ Gráfica de la distribución de los topoisómeros a 

diferentes tiempos. 
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Figura 9: Efecto de la fase de crecimiento en la modificación del SE 

del plásmido reportero durante HS. 

Electroforesis en gel de agarosa-cloroquina de topoisómeros 

de pMSOl en AB1157 a diferentes densidades ópticas en HS de 

50ºCl5'. 

La cepa A81157 se creció con agitación (200rpm) en 

M9 a 30ºC. 
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.i:v J Efecto .del clor~f"lfeinicol·'yja rifampicina en 
-'¡- :'" 

el superenrrollamierito dé·· ios/i:>lé~niidosc 
·-·:-. ,._.,, ~,~·:~< ,:~:'> ·<~:<- .... j}~,'~- t:::·--~ --::S>-----·· 

estrés por calo~;._,~·:• ~· :i':' '~·i•J';\' ~: ';j;f · ·••:•~ --
. ;',•,·.:'~,:\ '~~;:~~~ ;\::~~ft{:J:~}i, ,' '.'"''".;'>.~ ;: C;;'!·;,'· 

\'' • ~~-~. ' - ' • ' • ',,::;,/;:;.::·. p 

en 

·. ;·;·,-::- > ·:·< '·· . .,.;» ;:~.~ ~-.:~-~E~;.;: . .. ,11 ~,;; . ·--- i: 

•••.· .··:.J,~%~,}~~~l~~;t~~~~~: ::}~~~~~iar si el incremento del SE 
celular. durante\el~i . .HS:J\•requiere••;:de' ;J:a- sintesis de nuevas proteinas, se 

::":~ó H:lo::;1~í~llf :>[¿~~~~:·::::·:. '::::::,:·:::::º d:l io~:::~ 
biótico se af"láÚ;Ó s':'miit;¿'f¿, u'~'s de iniciarse el estrés ( Fig .10 J • 

'Por el contrarió; ~;~~.!~~~;~~-~t/~gi a~tibiótico al inicio del estrés, se 

impedia el ef-="6t~~ dbi¡~Y:\/'¿i8'6't}~f¡~~i';sE'. Por lo cual se infiere la nece-
.- :<~:~ -.·;~[~~; __ · ·· .. 

sidad de síntesis d_~· pl-oté.if"l~su:turante los primeros cinco min. del HS, 

para que se dé ei incremento de SE en el DNA. 

Para analizar el tipo de HS que se tiene en presencia 

de cloranfenicol, se marcó a las proteínas celulares durante el HS. 

añadiendo cloranfenicol a diversos tiempos de iniciado el estrés. Se 

observo que la respuesta al HS, a nivel de sintesis de proteínas, se 

inhibe aún cuando se dan 5 minutos de estrés previos a la adición del 

antibiótico (Fig.11). Esto permite suponer la existencia de un meca-

nismo independiente de la respuesta general de HS, que regula los ni-

veles de SE celular del DNA en las condiciones de estrés por calor. 

Para determinar si la regulación de la actividad de SE 

durante el HS, es a nivel de transcripción, se empleó la rifampicina 

en el medio de cultivo. Este antibiótico se añadió 10 minutos antes de 

un HS de 15 minutos a 50º. En total fueron 25 minutos en presencia 

del antibiotico. Se observó que la rifampicina no inhibe el incremento 

del SE en los plásmidos durante el HS IFig.121. 
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Se estudió si las proteinás de HS podian expresarse en 

presencia de rifampicina¡ para lo _c-uai se- marcaron las proteinas 
~· -·: .. : ': ;. .".' i '. .~·. ' . 

durante el estrés, con y sin'rifampicina'en el medio. El antibió'-tico 

se añadió a diferentes tie~p~~ ~~eifo~ al estrés ( Fig. 13 l ' ., -- '' ., .. -

de proteínas de HS se· inh{\5.;,'1!'~~_i~i~~ttas 
el HS aún en presencia ,de -~Ilr~~~ci~'a: 

Se puede concluir que el 

durante el i-ls. depende -de la síntesis de al menos 

induce durante el HS. Esta proteina 

alguna chaperonina que estabiliza a la girasa en temperaturas altas. 

Esa proteína, posiblemente no pertenece al grupo de las de HS, ya que -

la rifampicina. que bloquea la síntesis de las proteinas de HS IYama-

mori et al. 1980), no es capaz de evitar su síntesis. Cabria pregun-

tarse si existe relación entre el SE en HS y el regulador sigma 32. 
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'. 

HS+CM. c. 

HS 30º-50º 5' 

Cm 50pg mi-' 

Figura 10: Efecto del cloranfenicol en la distribución de topoisome­

ros durante el HS. 

Electroforesis en gel de agarosa-cloroquina de toposómeros 

del plasmido pMS01. 

Se creció la cepa AB1157 en M9 a 30ºC a DO de 0.2 en 

agitación v se sometió a HS de 50ºC durante 10'. 

El cloranfenicol, se afiadió 50µg mi-1 a una concentración 

de 5' después de iniciar el HS. 
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La cepa AB1157 se creció en M9 a estandarizar a D.O. de 

0.2 a 30ºC 

El cloranfenicol se afiadió a 50µg m1-l en diferentes 

momentos del HS. El estrés fué a 50ºC durante 15' Y 10' Y 

se marcó durante los últimos 5 minutos con 5-35 Metionina 

10uci m1-1. 
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Figura 12: Efecto de la rifampicina en el SE de los plásmidosE du 

rante el HS. 

Electroforesis en gel de agarosa-cloroquina de topoisó 

meros del plásmido pMSOl en la cepa AB1157 en presencia de 

rifampicina durante el HS. El HS fue de 50ºC 15'. 

Se afiadió la rifampicina a una concentración de 50ug m1-l 

10' antes de iniciar el HS. La figura muestra dos con-

troles con v sin rifampicina. 
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Figura 13: Sintesis de proteinas durante el HS en presencia de rifam-

picina. 

Proteinas de HS en presencia de rifampicina añadida en 

diferentes momentos antes o al inicio del HS. 

La cepa AB1157 se creció en M9 a DO de 0.2 a 30ºC y se 

sometió a HS de 50ºC 15'. Las proteínas se marcaron con 

S-35-Met como se indica en el esquema de la derecha. La 

rifampicina se anacti6 a 50µg mi- 1 . 

54 



V) Papel de la proteína sigma 32. en. la modif.í-
. ,.. , . 

cacíOn del súper.enrrollamíento. del DNA durante la respuesta al estrés 

por. calor. 

Para estudiar el papel de la proteína sigma 32 en el 

SE de los plásmidos reporteros, se transformó la cepa K165 con el 

plásmido pMS01. Esta cepa tiene un supresor ámbar termo sensible y una 

mutación ámbar en !:EQH. A 42º el supresor no es funcional, por tanto 

no se sintetiza sigma-32 y no se induce la respuesta HS. En estas 

condiciones se realizó el ensayo de HS en la cepa AB1157 como control, 

en la K165 y en una K165 revertante caracterizada para termo-resisten-

cia. Los resultados se presentan en la FÍgura 14 y muestran que tanto 

la K165 como su revertante, no generaron el incremento de SE durante 

el HS, sino que, al contrario, se aprecia una tendencia a formar 

topoisómeros con menor grado de SE. Como no se ha estudiado el mecan-

ismo para termo-resistencia de la Kl65 revertante, no es posible 

explicar el resultado con los topoisomeros en esta cepa. 

Con el objeto de conocer si el incremento en la ac-

tividad para SE a los plásmidos reporteros, es particular del HS, o si 

se trata de una respuesta generalizada de sistemas de estrés relacio-

nados, se decidió comparar el efecto del calor en los topoisómeros, 

con el efecto del etanol, que es un inductor alterno para una respues-

ta similar a la del HS. Se empleó la cepa W3110 como alternativa de 

silvestre a la AB1157 y la K165. Los resultados se muestran en la 

Figura 15. Etanol al 13 y 103 tanto en la W3110 como en la K165, 

induce una disminución en el grado de SE del plásmido reportero; por 

tanto el incremento en la capacidad celular para SE al DNA parece ser 

particular del estrés por calor. 
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. . . 
Para comprobar que sin la sintesis·. de ·sigma 32. en · 1a 

cepa K165, no se podía generar la resp~es~~).¡.¡~·: ~'el h.i'zC.Í Un marca je de 

proteínas durante el estrés por caiór en .béiÓ~a§i iZi6~·YAB1157 (Figura 
\:0.·>·~: ····~ : ... 

16 l. Este resultado muestra una relac:l.6n:entfe(el ,'~E: cfol DNA generado 
... 

durante el HS y lá respuesta al estrés': controlada por. sigma 32. Por lo 

que puede suponerse que alguna pro'teiría de la :~~s~uesta HS, interac-

cione con sistemas que regulan el gradó de·~~ celuiar. Por lo que es 

posible suponer que el SE celular tiene uri papel importante en la 

resp~esta a estrés por calor. 
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RELAJADO 

l 
SUPER ENROLLADO 

1K lft5 l I Kl~5 11'~811571 ,~,, 

HS e HS e HS e 

e 30º 

HS 50° 
O.D·Hll 0.2 

Figui~ i4: Dependencia por sigma 32 del SE generado durante HS. 

Topoisómeros de pMSOl en las cepas AB1157. K165 

y K165 revertante termo-resistente. 

Las cepas se crecieron en M9 a 30°C hasta DO 

de 0.2 y se sometieron a 15' de HS a 50"C. 
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10% 1% 10% 1% 

C HS Etanol C HS Etanol 

W 3 11 O K 165 

Figura 15: SE de plásmidos reporteros durante elcest_rés inducido por 

etanol y calor. 

Electroforesis en gel de agarosa-cloroquina de los to 

poisómeros de pMSOl en las cepas W3110 (Wt) y Kl65 <~R 

ambar, sup4ts) durante la inducción de HS con calor 50ºC 

10' y etanol al 103 y 13 durante 10'. Las cepas se creci 

eron en medio Luria a 30ºC a DO de 0.4. 
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-
··-' 

30ª 50ª 30ª 50ª 

AB 1157 Kl65 

Figura 16: Inducción de proteínas de HS en una cepa silvestre y una 

cepa termosencible. 

Proteínas de HS en la cepa AB1157 y K165 a 30º y 50°C 

durante 15' . 

Ambas cepas se crecieron en M9 a 30°C a una DO de 0.2. Se 

marcaron las proteínas con S-35 Metionina 10 µC1 m1-1 

durante los últimos 5 minutos del HS. 
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termo-

sensible y· en 

VI> Es tres por _ca.ior en. Una mutante gyr_A 

prése~cÜ d2 Nov.,: 
'<·:.::., -~ '._',.::._ 

·
1 ~·~'."': i~:,:¿( ':::o:~.'j'~~~: .. --;;~i)o'. {~;:~~~~;:~ ~!~}~~- J.:. 

· , for"· r~~i; ··ei sí;';'C¡ciei;'•oJÍÍÁ. un fenómeno que durante el Hs, 
. - . ·._, <~·. ,\,'·:·,_:; ,:~{%-:: . . · 

relacionado' ~{ r~gJJ:~(j§i:- • ~po~)Y~ habiendo observado que J.a adi-

de Nov. ai cul~ivo ~~{~$ .de1i'HsYinoctifica el patrón de proteínas 

está 

ción 

propias del estrés, se decidió'. explorar· si es o no indispensable que 

durante la inducción del estrés por calor exista el incremento del SE 

para darse la respuesta HS adecuada al nivel de síntesis de proteínas. 

Para esto se emplearon dos estrategias: estudiar las proteínas induci-

das por HS en una cepa KRE449 ~ termosensible, la cual no podría 

generar un incremento en el SE del DNA a temperaturas altas, y la 

utilización de altas dosis de Nov. en pulso durante el momento de la 

induccion del HS. En las figuras 17 y 18 se puede observar que las 

proteínas de HS, fueron inducidas sin que hubiera necesidad de incre-

mento en el SE y se mostró que en la cepa ~(ts), la respuesta HS 

fue aún más intensa. 

El SE que se genera durante la inducción de la respu-

esta HS, no es condición necesaria para poderse dar una respuesta 

inicial al estimulo de calor, y por el contrario, la pérdida de SE 

durante el HS potencia la expresión de las proteínas de HS. Queda 

entonces preguntarse cuál es la importancia del incremento del SE, 

coordinado con la respuesta HS. 

Se puede especular que durante la respuesta al estrés 

existen dos fases, una inicial donde el SE dentro del HS no es impor-

tante, pero sí lo es antes del estrés, y una segunda fase cuando la 

célula ha sido retirada del estrés o ha llegado ésta a un nuevo equi-
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librio f:Í.iüológico con la nueva temperatura de crecimiento, y es 

posible· que. el SE en es.ta segunda fase sea de importancia crucial _Pélra 

el 'recobre de la acti'Jidad fisiológica fuera del HS, y que por ello 

esté relacionado el SE al sistema global HS. 
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- ¡;; 
• --

30' 50' 30' 50' 

KRE447 KRE449 

Figura 17: Inducción de proteínas HS en una mutante r &Y.LA< ts ¡ 

Proteínas de HS de las cepas KRE 447 v KRE 449 

Las cepas fueron crecidas en M9 a 30ºC hasta 00600 

de 0.2 y sometidas a 50ºC durante 15', marcados con 

Hetionina 35s los últimos 5 minutos del estrés. 
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Figura 18: 

2 3 

O' 10' · -~r5' • · · 20' 25' 
30º'--~-'-....... ~-"-'--'-'-~-L.~--'---'=~~=" Nov 

2 

Nov 3 
~ 

-~ 
--

~ -
~ ~ 
~ ~ 

- =---= 

Nov 600 jJgr mi-• 

_ =====· 10 ,uCr 

Síntesis de proteínas· de-- HS eri -presencia cié -i\io\r. al inicio 

del estrés. 

Proteínas de HS en presencia de novobiocina 600ug 

rn1-1 aftadicta al iniciar el estrés. El HS fue de 

s0•c durante 25 minutos. La cepa AB1157 se creció en 

M9 a 30"C con agitación (200 rpm) a DO de 0.2. 
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VII) Viabilidad de.la mutante recA51 du 

rante el estrés por: ca'ioi?: 
_-,: --··,<f;(-· .'-'.::;_:º·'. 

Al ~gJ~.i;i:~u~· e~ eí sistema global HS. el sistema sos 
' : . ~~;; ' ·.-,· .-·;.,,_ -- ~ 

indlldd.S :':se1 .ic:C,inpaña de modificaciones en al ser la densidad del 

nucleoicle:> y~'.;tj·~~ ·'.J:~s;\ agentes que activan a la respuesta también daflan 

al DNA. · Por·:.el•lo, -se analizó si la proteina · .. RecA, parte clave de la 

regulación de la iespuesta sos. estaba'.~nvolucrada en la resistencia 

celular al estrés por :calor CHS). ::cci~: e~to .se buscó establecer un nexo 
: -. - '~ ~-;- ' - ' ,_ -'.. . ; 

entre los dos. sistemas, ya ~ue '105\ c'~mbios en el SE del DNA son simi-

lares en ambos. Para esto, se ··realizaron ·cuentas viables de la cepa 

control AB1157 y la cepa JC2924 recASl, antes y después de someterse 

al HS. El estrés se aplicó con variaciones en el tiempo de duración, 

asi como con diferentes concentraciones de Nov. en el medio y en dos 

diferentes medios de cultivo: Luria y M9. 

En el caso de la cepa recASl, se observó un descenso 

de la población, después de ser sometida al estrés, y comparada con su 

control la bacteria AB1157 (Tabla 1, Av Bl. La cepa recA 51 resultó 

' ser más sensible al HS que la cepa silvestre, lo cual es de esperar ya 

que durante la inducción HS se generan daños en el DNA que deben ser 

reparados y al bloquear el sistema de recombinación dependiente de 

RecA, se está comprometiendo la viabilidad celular. El experimento se 

realizó tanto en medio minimo M9 como en medio Luria, y en dos tiempos 

de estrés calórico, y muestra la interacción entre los sistemas glo-

bales HS y SOS para mantener la viabilidad de la célula. 
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AB1157 

_H.S.,30u-50uc 
t•..;30• 

Control 

10µgm1-1 
Novobiocina 

20µgm1-1 
Novobiocina 

Viábilidad 

a HS .y en 

.de ser sometido 

.. 'l.8. 

1.2 1.6 

1.5 2.4 2.1 

H.S.30ºC 50ºC 
t'-40' 

Control 

10µgm1-l 
Novobiocina 

20µgm1-l 
Novobiocina 

1.6 

0.6 

1.6 

2.1 

1.8 

1.9 

1.9 2.0 

0.1 l. 7 

1.5 1.1 

Tabla 1: A) Viabilidad de la cepa AB1157 al ser sometida a HS de 50°C 

durante 30 y 40 minutos en presencia (10 y 20µg m1-l) 

o ausencia de novobiocina, en medio Luria (L-1) o medio 

minimo M9 CM-9) a Do600 nm de 0.14, se hizo cuenta viable 

después del estrés v se expresan los resultados en 1x106 

células/ml. El experimento se inició con sx107 células/ml. 
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AB11•57 RecA51 

H.S.30°-50° 
t'-30' 

Control 

10µgm-1 
Novobiocina 

20µgm1-l 
Novobiocina 

H. 5,. 30 ° -50 º 
t'-40' 

Control 

10µgm1-l 
Novobiocina 

20µgm1-1 
Novobiocina 

1.3 .05 

.9 .01 

2.4 .01 

Tabla 1: BJ_Viabilidad de la cepa JC2924 RecA51 derivada de la cepa 

AB1157. sometida a HS de 50ºC 30 y 40 minutos con y sin 

novobiocina y en dos medios diferentes: Luria (L-1) y M9 

(M-9). Se hizo cuenta viable después del estrés y se 

expresan los resultados en 1x106 células/ml. El experimen-

to se inició con 5X107 células/ml. 
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VIII> Efecto déü;grado·:·de:.SE en la expresión de 
: .·:::. < ..... 

tres genes pertenecientes al sist~'ma -global sos. 

Para evaluar si la respÜ°e~~a sos es dependiente del 

grado de SE celular, se cuantificó la actividad de 8-galactosidasa 

(B-galJ a partir de tres fusioties Mud(1ac, Ap) en los genes del siste-

ma SOS dinAl. dinDl y umuc, de células cultivadas en ausencia o pre-

sencia de concentracione• subletales de Nov. Se hicieron curvas de 

crecimiento con las fusiones dinAl. dinDl y umuc, para seleccionar la 

dosis de Nov. máxim~ que no modifique la curva de crecimiento. La 

Figura 19 muestra las curvas de crecimiento de las cepas GW1010 y 

GW1040. que tienen las mutaciones dinAl y dinDl respectivamente. La 

Figura 20 presenta el comportamiento de dos cepas umuc- en presencia 

de bajas dosis de Nov. 

Tanto para la cepa silvestre, como para las cepas 

portadoras de las fusiones MudClac. Ap) en los genes dinAl y dinDl, la 

dosis adecuada de Nov. fue 20µg/ml. En el caso de la fusión en el gen 

umuC, la sensibilidad a la Nov fue mucho mayor de lo esperado. Esto es 

dificil de explicar. Lo que se sabe del gen umuc, es que está involu-

erado en eventos de mutagénesis durante sos, al permitir junto con el 

producto de degradación de umuD, el paso de la polimerasa a través de 

regiones con apareamiento erróneo de bases, lo cual permite que sea 

fijada la mutación, sin embargo no explica esto el comportamiento de 

la mutante umuC ante la Nov. 

La expresión de ~-gal en las fusiones dinAl y dinDl, 

se cuantificó en presencia o ausencia de Nov. en el medio (Tabla 2). Se 

pudo apreciar que la cepa con la fusión en el gen dinAl incrementó la 
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expresión de B-gal al dis~inuir.el·SE, mientras que la fusión en el 

gen dinDl presentó los ~is~o~·nfveÍ.es .de expresión en presencia o 

ausencia de Nov. en el medio. L.a exp.resion de B-gal no s.e analizó en la 

fusión umuC. 

A diferencia del sistema HS, donde al modificar el SE 

del nucleoide todos sus genes modifican su expresión, el sistema SOS 

no parece tener la misma estrategia con relación al nivel de SE celu-

lar. ya que al menos dos de sus genes presentan comportamientos difer-

entes. 

l\ 
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o 
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2 3 4 .·5 6 7 B 9 23456789 

HORAS HORAS 

GW 1010 GW 1040 

Fl.gura 19:_ Efecto de la_Nov ... en .el crecimiento de dos cepas con 

mutaciones en genes de sos. 

Gráficas de crecimiento de la cepa G\~1010 dinA1 y 

GW1040 9inD1 en presencia de 20µg rn1-1 de novo-

biocina (Nov. 1 a 30°C en 200 rprn de agitación. se 

muestra su control CC) sin novobiocina. 
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G W 1104 A 

G W 1105 B 

Figura 2.e•: __ Efe_c_to,:de~ Nov. -~en ~el-crecimiento de dos cepas !dl!llic. 

Grát'icas de crecimiento de la cepa GW1010 dir!_Al y GW1112l4 

umJJ.C·:(.·.GWl1QIS bLl!BJ.C le::tA3 con y sin novobiocina 20µg m1-l 

a 30ºC 200 rpm de agitación. 
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UNIDADES DE 13-GALACTOSIDASA DE FUSIONES Mud(lac.Ap') 

Tiemp~ en horas después de inducción con 
mifomiC:l.na;C a' D.b. IZl.24 en M9. -

CEPA t=0 t=2hrs t=4hrs t=6hrs 

GW1010.dinA1 

Contrál 18.9 12 9.9 9.9 

Novobiocina 22 16 13.5 14.2 
__ -_ - ·,_ __ -'-

Mitomici~ac 20.5 30._ 19 24.6 

Nov·. ·. + 29.9 62.5 . 41. 7 

Control 9.4 

Novobiocina 8.6 7.5 

Mitomicina C 27.1 35.5 

Nov. + Mit e 27.1 29.3 

U 101210 ' [ ( D.0.420 - 1.75 • D.0;550 ) / t * V * D.0.600 

Tabla 2: Efecto-de Nov. en la-inducción de 2 ~enes del sistema SOS. 

Inducción de 13-galactosidasa en las cepas GW1010 dinAl 

y GW1040 dinDl con mitomicina e 5µg m1-l a Do600 

de 0.24. Las cepas fueron crecidas a 30ºC en M9. 

71 



IX) Efecto de la re•puestavSOSeh el"SE de plás-

midas. 

> '.' 

se evaluó ctUrante la respuesta "sos el nivel de SE en 

plásmidos reporteros, a ~in de determinar si, como en el caso de la 

respuesta HS, existe durante la inducción un incremento en el SE. Para 

ello se analizó la distribución de los topoisómeros de un plásmido 

reportero, extraído de células en las cuales se indujo la respuesta 

SOS durante 10 minutos con mitomicina e en el medio !Figura 21). No se 

detectó un incremento significativo en el SE de los plásmidos, aún 

cuando se de más tiempo en la inducción de la respuesta SOS (Figura 

22). Lo cual indica que existe un mecanismo que permite el incremento 

del SE de los plásmidos en HS y que no es igualmente activo durante el 

sistema SOS. o que se requieren tiempos de induccion diferentes. 
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Figura 21: 

__ AB . .Jl5..! 

c. sos 10' 

M it 

5 )Jg 

SE de plésmidos durante la respuesta sos. 

Topoisomeros del plésmido pMSOl en AB1157 durante la 

inducción de sos con mitomicina e Sµg m1-1 10 minu­

tos. AB1157 creció a 30"C en M9 a DO de 600nm a 0.2. 
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111 . ·. .1 

10' 20' 30' 

ABll57 < 
. . . . • . . 1 

~.OS 5pg mi- M.T-C 

30 ºC 

Figura 22: SE de plésmidos durante la respuesta sos. 

Topoisomeros del plésmido pMSOl en A81157 durante la 

respuesta sos inducida con mitomicina e Sµg m1-l a 

30ºC. La cepa se creció a DO de 0.2 en M9. 

74 



X l ·'.Comp9rtamierit6 del SE celular del DNA de 

los plámidos en la ~~tant~ c.+~s.·; > ;· ¡ 

;; ·::}::~i>>: :· .. ~·: ':>o ··<\~.-i::;-; . 
. Procu~~nclb :Sn;~ntrar• il 4ésis <:I~ .Nov. a la cual se 

pueda traba:J~r ~l SE 'cie Ú ;~e~'~ U~ud( ~:~'~ d~~ resulte letal o modi­

fique la curva de crecimiénto; s~'r.~aÜ.zaron ensayos con diferentes 

dosis de Nov .. en ei mediO ( Fig; 2:f¡'?'
1

co1{.16 cual se seleccionó 0. Sµg/ml 
-::~·. ·.'r~, .. .. :_<·:, 

de Nov. como equivalentes a los .2eJµg/m1··utilizados con la cepa silves-

tre. 

Posteriormente se compararon los niveles de SE de los 

plásmidos presentes en la mutante UmuC con la isógena silvestre, esto, 

en diferentes fases de crecimiento y en presencia o no de Nov. en el 

medio; se extrajeron los plásmidos reporteros y posteriormente se 

separaron por electroforesis para observar la distribución de sus 

topoisómeros (Figura 24). 

El SE del DNA en la cepa Umuc presentó un comporta-

miento diferente al de su isogénica, dificil de explicar debido al 

desconocimiento de la función de la protein~ umuc en relación al SE 

del DNA en la célula. Es claro que su isogénica, como otras cepas 

bacterianas, conforme aumenta la DO del cultivo, disminuye el nivel de 

SE de su DNA, pero en la Umuc no se llega a relajar notablemente el 

genoma. permaneciendo en un estado de mayor SE; sin embargo el efecto 

de la Nov. en la distribución de los topoisómeros del plásmido re-

portero en la cepa Umuc, es mayor conforme aumenta la DO del cultivo. 

Para determinar si la sensibilidad a Nov .. por parte 

de la UmuC es específica o no, se creció a la cepa en medio Luria 

sólido y en presencia de bromuro de etidio, coumermicina o bien con 
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rifampicina, qu~ son antibiOticos de pesos moleculares y blancos de 

acción diferentes, observándose en todos los casos mayo~ susceptibili­

dad por parte de la cepa umuC. Esto se podría explicar proponiendo que 

la cepa con la fusion en umuc presenta una alteración en la permeabi­

lida.d de membrana a los diferentes antibióticos. 

Por otro lado habría que explicar cómo un efecto 

generalizado en la sensibilidad a los antibióticos es también capaz de 

modificar el comportamiento del SE del DNA.~ 
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Figura 23: Efecto de. N()v; en el:icréclmien·to de la cepa !d!fil!C. 

·curvas· ae ·c:1'-e¿imier1:tó~a€;·11';~C-~pa dw1104 u mue en presencia 

de diferentes concen~r~6ici~¿si.~cie ,novobiocina (.) 0. 

14)0.Sµg mi-1: roitµg m"i'~1~;···(;l,S4µg m1-l; (C/)Sµg m1-l, y 

e o> 10µgml -1. .'.'\ ::~ :. , 

E1 crecimiento fue en :M9 'a°';'30.~~·. 
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1---- 0.0.0:1~_-¿ ,_ ___ o.o. o.s s ~ 

Figura 24: comportamiento del SE de los plásmidos en la cepa umuc en 

diferentes fases del crecimiento y en presencia de Nov. 

Electroforesis en gel de agarosa-cloroquina de topoisómer 

os del plásmido pMSOl en la cepa GW1000 y G~ll 104 !dJ!!!!C, en 

presencia o ausencia de novobiocina 0.5µg ml en GW1104 V 

20µg en GW1000. La novobiocina se añadió desde el inicio 

del cultivo, y las muestras se obtuvieron a DO de 0.15, 

0.25 y 0.55 de medio M9 a 30"C. 

78 



ITSIS NO nrnr 
Ilf U. füfüJll í EG!~ 

XI) Evaluación in vitro de la actividad de las 

topoisomerasas I y ,11.'.L · : . 

Una . expl~:a~ión • a1; c~mportamiento del SE durante el HS, 
- -·>'f'', ··:.·' .. ¡_~ :. ·;_: .. ~.-:·. 

puede ser que las 1::~p'á_isoñíe'i.:ásas 'I y II tengan diferente sensibilidad 

a la temperatura'::• y;(§'\J~~l~l'/~ct~vidades correspondientes se vean modif­

icadas. presentt.'n,dd~~~~,ii~~o~.: p~f.rones de SE celular. 

::. ::·::,~:il~iillf ~~~::EiE:,::·:::::::d ::. ~:.::::::::.º:: 
eras as con' e'i'ct:r:'!~,~·~·~ ·.~,~ toplasmáticos de bacterias en estrés calórico, 

para detecta;: ¡1: ~J~~~~c¡~ de esta proteina. 

Con el objeto de poder analizar el comportamiento del SE 

del DNA en sistemas globales como HS y sos. se decidió plantear el 

análisis in vitro de las actividades de las topoisomerasas I y II a. 

trayés de la modificación del patrón de distribución de topoisómeros 

en geles con cloroquina (Figura 25). 

En el ensavo para Top II a 45ºC se observaron 2 bandas de 

plásmidos que posiblemente señalan la presencia de cortes de una y 2 

cadenas en el DNA y que muestran actividad parcial de la Girasa, sin 

embargo a 30 grados que es la temperatura recomendable para el ensayo, 

no se detecta una actividad fuerte de la enzima. la top I presenta 

actividad a 42ºC pero enriqueciendo la zona de plásmidos con cortes, 

sin verse la actividad de relajación y ligación para generar el topoi-

somero siguiente. 

Se observó que en las condiciones establecidas sólo se 
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está detectando la actividad de corte por parte de las enzimas, y no 

la actividad completa de las mismas, faltando aún por estandarizar 

adecuadamente la técnic~. 
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1 ............ se se 
-----~-... 
~iiiR Nn 

+ 

G 30" 42° 45' G 30' 42' 45' G G 30' 42' 45' 30' 42' 45' 

Top I Top J[ .IC Top r. 

· .. ·CIÓ ro quina 

Figura -:<::S :---- Ensayo ;!._Q :'{j, tro de SE- de plasmidos para top I y II a 

diferentes temperaturas. 

Electroforesis en gel de agarosa-cloroquina de topoisO 

meros del plasmido pMSOl de ensayos in vitro para 

topoisomerasa l y 11. Los ensavos se realizaron a 30, 42 

y 45 grados centigrados y la electroforesis se realizo en 

presencia de cloroquina 10 v 25µg m1-l para hacer migrar 

más o menos rápido las moléculas más superenrolladas. 
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90NCLUS ONES 

·<-:.·'- -,: .·ccc 

Con el objeto de.~valüar lacimpoi'tanCia que ~l grado de.SE 

tiene en la regulación 'de'las: r:·~~Jesi~~~:j'HS ;y ;~'~5;'se . r~alizaion las 
:_;;;, .··:_\~,:,:· ,~-~~.-~ -~ '~~_;: . ' 

siguientes estraté~i~~: ,- .•.-,.". ' -·;:.~ _·/){~··. :: . 
- ···:,~~: ._\iJS··; . _¡_·, .. -_ 

Determinar el efectó. que ~i ~(~t'~ ::Te; :rk tiene en la expresión de 
.,_ "-~- .::>}:» .. _,.;':·,--_, <··; 

proteínas de HS variando, medi'áht'e .el. cempl'eo de Nov y fase de crecimi-

ento, el SE celular (res~l~·~d~~ t·,' ~.Ii ~ VI) . 

;_:t~~;~~-~:J;~~;~~ -~<~:. , -,~ ~ 
Estudiar el incremento. en_ la; ~-~ti~idád 'del SE durante la respuesta 

_,_ - -~ ~-'3. - '-,_j- -·-~--:·,.;'_ ___ ,,__ ~ 

HS mediante el empleo de loa ·~cnt:.lbióticos cloranfenicol y rifampicina 

y la mutante LRQH termosen6ible ii·esult~dos Ill, IV y V) . 
. ':•ce. -~~~~-~ ~-·'.: ' 

Determinar si para la sobrevivericia 'de c-élulas sometidas a_ estrés 

por calor. se requiere de la· pa.rticipación de la proteína RecA, .que es 

parte del sistema de regula6ión d~ l~ respuesta SOS (resultado VII). 

Estudiar el efecto que el grado de SE tiene en la expresión_, de 2 
,--.. - ---_. 

genes del sistema SOS y el comportamiento del SE en una mutant,e. ·umuc 

(resu~tados Vlll. IX y X). 

- Procurar establecer un sistema in vitro para evaluar el efecto.,que· 

la temperatura tiene en la actividad de las enzimas top l Y. Il ·pro.cu.,­

rando reproducir el incremento en la actividad de SE durante el HS, 

con extractos celulares 1resultados XI). 

Obteniéndose las siguientes observaciones y conclusiones: 

1) En las bacterias la modiiica6ión del grado de SE, 
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mediante el empleó de Nov., reduce la cantidad de proteina DnaK y GroE 

que se sintetiza en respuesta a un estrés de calor. Esta disminución 

es más clara a los 10 minutos después del cambio de temperatura y en 

fases tempranas del cultivo bacteriano. Este resultado sugiere que el 

SE puede modificar l~·'.·inducción de la respuesta HS, tal vez a través 

de la expresión del gene regulador rpoH. 

2J::'Du~'atite'·1;3 respuesta HS se presenta un claro .. incpemento 

en la c~~~~.é~~J;~~tbplásmica para SE al DNA. Los antibiÓtÍ~os ·• .. ~cloc­
ranfellics!'.~·l"Í.§'.~~~.ioCina inhiben este efecto, mientras que ~ifámp:l.ci~a 
no. El\6i~;~l1~~~icol no inhibe si se añade después de s minutos del 

cambió de.temper•tura. Estos resultados muestran que una proteina o 

proteinas que son sintetizadas durante los primeros 5 minutos del 

estrés y cuya sintesis no se inhibe con rifampicina, son requeridas 

para SE al DNA. La girasa no se ha descrito como proteína de HS, por 

lo que una explicación atractiva es que se trate de .proteinas que 

estabilizan o incrementan la actividad de Girasa. 

3) La respuesta HS es más intensa en una mutante GyrA 

temperatura-sensible. Así también si se bloquea a la Gírasa durante 

el HS y con ello el incremento en la capacidad de SE al DNA, se aumen-

ta la intensidad de esta respuesta. Por lo que no es igual, el efecto 

en el HS al bloquear a la Gírasa antes del estrés o bloquearla durante 

el HS. 

4J Al inducir el sistema sos, dos de sus genes se expresa-

ron de manera diferente al disminuir el grado de SE del DNA. Este 

resultado sugiere que en el sistema sos a diferencia del sistema HS, 

la regulación de la expresión de sus genes en relación al SE no es 
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homogenea. por lo que es poco probable que.dependa de un solo regula-

dor como en el caso d.el HS. 

s J Una ·cepa !L._ coli con.·. una muta~{'~n)enF él ~~ne . u mue, 

presenta un SE ctiferent~· ai> de su isogen:i.ca: ••·. Ésto'!~-e~';\tf~~ :~~~~cterís­
tica fenc•tipica ~~ u~ucno descr~tay sinuna. El~pl1ca2:!.6A Cíaí:a hasta 

el momento,· pe;ci qtie indica que el gerie umuc es relevante. E:~. la fisio­

logia de la célula aún fuera del sistema·sos. 
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