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RESUMEN

Los genes de E. coli se clasifican en tres grupos segun su

dependencia del grado de superenrollamiento (SE) del DNA para su
expresién: 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 gue se ha postulado al Sé
como una de las sefales importantes en la coordinaciéon de la

expresiétn de genes dispersos en el cromosoma bacteriano.

En las respuestas celulares en que se activan los sistemas
globales de regulacién, se requiere de la expresidédn coordinada de
genes dispersos en el genoma. Esto se logra mediante la accién
de reguladores especificos para cada sistema; sin embargo, en
algunos sistemas globales como en los de estrés osmético y oxi-
dativo, la regulacién depende ademads de cambios importantes en el

nivel de SE del DNA.

La induccion de otros sistemas, como el de estrés calérico
{HS) y SO0S, se'acompaﬁan 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 induccién de los sistemas de estrés caléo-
rico y SOS. Para ello se utilizé como modelo la induccién por
mitomicina de SOS en E. coli, y el estrés calérico a 50°C, en
presencia o ausencia de novobioéina, (Nov.) un inhibidor de

topoisomerasa II. Las principales observaciones y conclusiones de

este trabajo son:



’ 1) La modificacién del grado de SE en la
bactériak mediante el empled de Nov:, reduce la cantidad de lasw
préteinaé DnaK y GroE que se sintetizan en respuesta al estreés de
célor. Este resultado sugiere gue el SE puede modificar la induc-

cién de 1la respuesta HS, tal vez a través de la expresién del

gene regulador rpoH.

2) Durante la respuesta HS se presenta un incremento en la
capacidad citoplasmica para SE al DNA. Los antibiéticos clo-
ranfenicol vy novobiocina inhiben este incremento, mientras que
rifampicina no. El cloranfenicol no inhibe si se afiade despues
de S minutos del cambié de temperatura. Estos resultados mues-
tran 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.

3) La respuesta HS es mas intensa en una mutante Gyra tem-
peratura-sensible. Este resultado sugiere gque aun cuando se
blogquea a la actividad de girasa durante‘el HS vy 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 expresiéon de los genes
del sistema SOS en relaciétn al SE no es homogénea.

Este trabajo tiene como perspectiva estudiar la fisiologia
de las células en la etapa de recuperacién al salir de la condi~

cién de estrés y la importancia que el SE tiene en la misma .
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INTRODUCCION

E1""DNA es ‘una’macrom apacidad plastica  de .ex-

traordinariaiversatilidad, con i ecuencia de

sus'ipares de'bases, sinc también ene structural que  -tiene
en iél“éspacic.;el cual permite o no- la interaccién con diversos —fac=
tores celulares (Drew 1990). . i R B SR

acromolécula~en-el-espacio,” el DNA .presenta - diversos

afregl tut les, .dependiendoc de los parémetros fisicoqdimicos

”de una fina regulacién mediada por. 'la . actividad

eﬂziyética‘, . proteinas, que liberan o generan estados de  tension
estruct;rél en ‘el DNA. Estas enzimas permiten una adecuada coordina-
cidn;: entre los requerimientos fisioldgicos de la célula y los paréme-
tros fisicoquimicos que determinan el estado estructural del DNA. El

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

(Drlica 1984; Brady 1987).

2) Distribucién de la tensién estructural del DNA.

El DNA es sometido a sistemas de tensién estructural (TE),
mediados por los giros de una cadena (Crick) en relacién a la cadena
apareada (Watson). Estos giros pueden ser en sentido normal (positivo)
o bien, en sentido inverso (negativo), generandeose asi los diferentes
grados de superenrollamiento del DNA (SE). La liberacién de la TE en

un sistema con alto grado de SE, se logra girando libremente a 1la



molécula ‘de DNA,-

fosfodiéster ‘en

lidad . del: lib
en el espacio;
ten uné mé;

(Sinden ‘et 'a

Cuando 1 formado ‘arreglos en'el ‘espacio

generando supervuelfas ',lo largo

de sus pares de bases’, »hidfégen6: En las re—

giones - ricas en citosina existen tres- puentes de
hidrogeno por par de bases, la d;;tr a torsldn es diferente

a . la de zonas donde hay un alforéoﬁtenidﬁ d :adenlnas y timinas ' con

s6lo dos puentes de hidrégeno por par qe‘Bases.,Esto presupone que,
las estructuras adoptadas por el DNA dependen, entre otros factores,

de la secuencia primaria (Nordheim et al. 1982).

El cromosoma bacteriano consiste de una sola molécula de DNA
en forma de anille cerrado, que es sometido a un sistema de TE compar-

tamentalizado en alrededor de 43 topodominios o regiones con barreras

topolégicas que evitan el libre girdvdéi'ENA} este arreglo permite la

formacién de asas de DNA, que.juh o oleculas de RNA y proteina
estructuran al nucleoide bacte ; 1938; Stonington

t al. 1971).

Para cuantif onsiderado la rela-

cion existente entre’elinumeroc d la»loﬁgitud del DNA.

Esta relacion ha sidoﬁdesgrlta- L.que . representa ‘el

numero de giros de las .cadenas apareadas:y. define como L=W+T, donde



W es élyhumefdédé‘vééesf ue ¢£u£
misma, al ser obllgada la & 51: friai Qér-
io.’ EXl parémetro T
efectta. la cadena de DNA‘

este seré de una vuelt

‘supervuelta se

gfopio eje.

dél DNA,~ y esta.

dada por la expr5510n

omo ‘en el caso del’

término w,'al numcro de vecés que las cad
entre si,  vy 3 al numero de gerS completos d
eje, . como en el caso del término T; y la 1ntenc;bn del térmlno.kc gés
dar ~un valor de supervuelta por cada giro completo'delprA sdbrev su

propio eje.

La férmula L=W+T es una suma algebraica en la que el término
L puede disminuir o aumentar dependiendc del sentido del giro de las
supervueltas del DNA {Drlica 1984: Goldstein et al. 1984). En el caso
de los procariontes, con excepcion de bacterias termofilicas como
Sulfobolus acidocaldaricus donde existe una girasa reversa, las super-
vueltas del DNA son generadas por la enzima ToplIl siempre en sentido

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

"L", y consecuentemente un mayor ¢ negativoe (Bouthier et al. 1991).

3) Regulacion del grado de SE del nuclecide.



En.el.caso d&-los -procariontes, el SE esta regulado  princi-

ntre las activ

palmente. por idadés de dos enzimas antagéni-

ligaihueQaménfavla ééaena C ﬁNA;VTanﬁo él'cortég‘e;jgi;o'yigli'feéfa_
blecimiento del enlace f&;féq’é$£g£; é$‘indebendiénte'dénAfé,iy_&tili-
za-la energia acumulada en'férm;'de arreglo estructutai del b&A.'

La topoisomerasa 1; actﬂa como un tetramero de dos . subuni-
dades diferentes de 105 y Qsﬁkilddaltons producto de los genes gvrA y
gyrB respectivamente, mientras que sl tetramerc se comporta camo un
complejo de 40@ KDa. En la prII,'ia subunidad GvrA es la responsable
del corte de doble cadena y union del DNA , mientras que la subunidad
GyrB se encarga de generar la torsiéﬁ en la cadena de DNA, lo cual
logra haciendo pasar la cadena de DNA a traves del corte en doble
cadena efectuado por GyrA, que al ligar nuevamente el DNA, retiene el
nuevo SE introducido en la molécula, eséo requiere del gasto de ATP

{Wang 1985; Bouthier et al. 1991).

La expresién de los genes que codifican para las proteinas
GyrA y GyrB, requiere de un DNA con bajo SE (Menzel et al. 1983;
Franco et al. 1989), mientras que para la expresién de topA se re-

quiere un DNA con alto grado de SE (Tse-Dinh gg al. 1988). El balance

10



de.la trans-

ad;d@flas pro-

que. el grado de
ATP/ADP: e arametros en  la
regui;ac‘iy{s o :aquéllp que.

modifique fl} su’vez al

grado de 'SE

A partir de loértrQSadosjiniciales en 1978.de sSmith et al..
en 79 de Kreuzer gt al., Kubo et al., Sanzey y Yang et al., y poste-
riormente en 81 de Gémez et al; 'se han identificado varios genes que
muestran, dependencia del grado de SE del DNA para su expresién. Esto
posiblemente se debe a los cambios en la interaccién de la RNA poli-

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

En relaciétn al SE, los genes pueden clasificarse - en: tres
categorias: 1) agueéllos .gue se expresan mejor en un genoma. con."alto
grado de SE; 2) los gue 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 expresioén (Drlica 1984).

El por qué algunos genes dependen y otros no del grado de SE
celular del DNA para su expresion se desconoce. En el trabajo de Leo6n
et al, (1988) se intenté responder a esta pregunta evaluando las

entalpias de los puentes de hidrégeno en la regién promotora de genes

11



con diferentg;grado,dé'debeddehcié al SE para sl expresidi ‘buscando

solamente

determine la

tres . grupos de

ra-su’ expresién,

i7el cambio estructural’

en el genoma bacterianc bafé psder‘hacer laft“anélgiOnrdév

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

capacidad facultativa de Salmonella tiphvmurium se pierde.

C.Higgins demostré, que mediante la modulacion del grado de
SE celular del DNA es posible la expresion adecuada de los sistemas
globales de regulacién, como es la respuesta a estrés osmbético (SO) o
el estrés oxidativo (SOx) (Higgins et al. 1988); asi también, probod
que variando el SE celular del DNA es posible inducir genes, que
perteneciendo al sistema SO pueden responder a sefiales propias del
sistema SOx, y que algunos genes del sistema oxidativo; es posible
inducirlos con sefiales descritas como exclusivas del sistema SO

(Bhriain et al. 1989).

Queda por demostrarse que efectivamente el SE celular del

DNA esté actuando como un supranivel de regulacién, el cual genera

12



condiciones de permisividad, para dué»un’sigui
por reguladores especificos de cada sistema.glo

ante la presencia de sefiales ihdﬂctdraé'eh‘el m

Dos sistemas globales de regulécibn
evaluado la importancia que tiene el SE celular

sién, son los de respuesta al estreas porkcél

cambios importantes en el grado de SE deiinu leoide bacteriano,
mide por los cambios:en la dénsidéd‘

(RUpp = 1968; Drlica et al.. 197

Los cambios

no-actuar

no se ha
su expre-

respuesta

que se

en

la densidad del nuclecide probabiemunte &stén mediados por dafio en una

de  las dos cadenas de DNA, 1lo bua; bermite la liberacion de tensién

estructural presente en la molécula de DNA (Pellon et al. 1980).

Por

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

GroE (Neidhardt et al. 1984: Donnelly =t al. 1989; Walker 1984;

al. 1990) y tienen agentes inductores comunes como Nov. y acido

t

nali-

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

las dos respuestas (Herrero al. 1981; Hagensee et al.

2t
Krueger et al. 1983; Arrigo et al.

sugiere la existencia de un mecanismo que permite coordinar a los

1988; VanBogelen et al. 1987).

1986;

Esto

dos

sistemas globales. El1 interés del presente trabajo consiste en evaluar

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

como una sefial importante en la coordinacién de estas respuestas.

5) Respuesta celular al estreés por calor (HS).

13
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“‘Clande la

mento en:la:tel

ncia! de

990).

‘fue - descubierta

inicialmente. en moscas Drosophila; do tratadas con calor se
presentaron modificaciones en los:patrones de bandec de los cromosomas

politécnicos, lo cual se interpretéycomo sintesis nusva de RNA induci-

da por calor (Ashburner 1979). Posteriormente se describio - ssta

respuesta en Escherichia ggli, §e mostré que se trata de una
respuesta compleja que invélu@ra alredédor de 17 ge=nes dispersos en
el cromosoma, Yy que son coofdinadosuen su expresién, por una proteina
sigma de peso meolecular de 32—Kd.f(Néidhardt et al. 1987). Esta pro-
teina reguladora aumenta su concentracién durante el HS. El incremento
en la transcripcion del gene de sigma 22, rpoH depende de sigma 70 vy

posiblemente también de un nuevo sigma 2% (Erickson et al. 1987; Wang

et al. 1989).

La proteina sigma 32 induce la expresién de los genes reco-

nociendo una secuencia especifica de unién en =1 DNA en la regién 5'

del gen, s=ste reconocimiento parece estar en competencia con la pro-




se . les ha atribuido. funciones.de estéb;l z n.de.lofras proteinas

cen’ formandoc agregados

durante el estrés de calor. Se propone?qﬁé‘lq

con esas proteinas, por lo que se ha:dadc en  ‘llamarlas proteinas

chaperoninas (Ellis 1987; Bochkareva et 'al. 19887 Fayst gt al. 1986
Jenkins et al. 1986; Deshaies et al. 1985).,Taﬁto DnaK como GroE L y S
son proteinas gue se requieren también ‘fuera de condiciones de estrés,

siendo indispensables para el crecimiento. bacteriano (Neidhardt et al.

1987) .

Otre grupc de proteinas impor;anteéfinducidas durante el

estreés estéd integrado por la proteina‘Loh,'uhaiproteasa que degrada al

inhibidor de la divisién en E.coli'su;A foff'gg al. '1985); la protei-"
DNA de fagos; la 1lisil tRNA

na DnaJ, necesaria para la replicacién:d

15



‘La ' proteina sigma ' 32 es el producto . del gen hTpR, aue

posteriérmente fue renombrado cﬁmo rpoH, al descubrirse que s= trataba
de un factor sigma. El gen rpoH tiene cinco promotores, de los cuales
tres son reconocidos por la proteina sigma 70‘y uno por un posible
nueve factor sigma de peso molecular dénza‘kilodaltones (Wang 1989).
Estos promotores funcionan dependiendo dé la temperatura del medic, a
30°C el promotor uno y cuatro, bajo la accidn de sigma 7@, produciendo
el 90% del total de la proteina sigma 32, va qu= é&sta == requerida
tambien fuera del HS, siendo las mutantes rpoH incapaces de crecer por
debajo o arriba de los 30 grados centigrados. A los 43.5 grados prin-
cipia el promotor tres a ser activado por accién de la proteina sigma
24, ¥ a los 5@ grados centigrados, que es temperatura letal, el promo-
tor tres entra en funcion 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. €l cuarto y el primero han

16



fAl”inici;r la respuesta-HS

de 5 veces la concentracién celul

veces  la  concentraciéni’ : A

maximos niveles' ‘se alc¢anzan’m

-Lanéiferéﬁéié en
:’geéﬁéctO" ala
cantidad de RNA mensajero, se expliéa ﬁdfrél ;np;ehenfo én:ias vidas
medias de los mensajeros y una mayor traduccién de'ésfos; ya que se ha
postulade la existencia de una region reguladcra négaéiva en la =zona
codificadora del mensajero para sigma 22, que deja de actuar al ele-
varse la temperatura del medio (Loeb =2t al. 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
minutos el tiempo que tarda en dejar de sintetizarse las proteinas no
especificas de HS, cuando el cambio es de 3@ a 50 grados centigrados,
pero si el cambio es moderado (3@ a 42 grados) el patrén normal de
sintesis de proteinas casi no varia (Neidhardt et al. 1984). Por otra
parte las proteinas de HS comienzan a inducirse desde el inicio del HS
con un retardo de sélc un minuto., aun antes de que sigma 32 incremente
al maximo sus niveles, quiza a expensas de la reserva de proteina

sigma 32 presente antes de haber entrado en el estreés. Por otra parte

17



la induccién de proteipasi de HS' dlada por sigma 32 puede: interrum-

mamori: 1950)'

aunque rexist
cialmente
puromic1na.

lantes ayuno de am noéc,dus. peroxldo de hldrégeno agentes algui-

lantes y ﬂloruro de cadmlo (Van Bcgelc et'

at . Neiéha}dt‘gg a.
1987). Estos agentes inducen una respuesta similaf{rﬁeforno ideéntica,
a la respuesta por estrés de calor, e induceﬁ la expresién de . protei-
nas de otros sistemas globales de regulac1én como-el de respuesta a

estrés oxidativo y respuesta S0S (VanBogelen et l._1987: Krueger et

al. 1983; Hagensee gt al. 1986).

A p=sar de conocerse los agehtes indﬁétores de:la  respuesta
HS, aun se ignora la manera por la,cual,'téhiendordiferentes~~blancos
de accioén en la célula, pueden inducir la sintesis de sigmé 32 v -con
ello el sistema de HS; m&s aun, se ‘desconoce si la induccién de las
diferentes proteinas que participan durante =l HS es siempre depen-
dient2 de sigma 32, o si existen reguladores .alternos para los d;fer-

entes agentes inductores (Grossman 198S).

Se han postulado tres mecahismos para-activar‘ié respuesta

HS y debido a que aun no se ha déscfif en ia ‘eélula, la

sefal inductora del HS, no: ha sido posible evaluar. estas.-tres hipote-

18




perc- -que

rgoﬁ_y;laftercefa brobqneﬂq

an diferentes ‘sefiales’con' b erar . segun-—

das = sefales que son partic icquimica que

como: ‘blanco final ‘tiene 9871

.9) Proteccion térmic

El .. fenébmeno de termo: proteccidén se ha descritosen’  diversos:

sistemas, entre ellos levadura v E.coli. Esta protééci&h'vs induce

con tratamientos térmicos moderados anteriores al caﬁbio fue}te. de
temperatura. para evitar que se pierda viabilidad en el chltivo. en
comparacién a cuando, sin un tratamiento previc. se realiza €l cambio
brusco de la temperatura del cultivo (Li et al. 1982; Heikkila et al.
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
exposicién al estrés. Sin embargo. se desconoce la razén de la pérdida
en la viabilidad. Tampoceo se conoce el mecanisme molecular de 1la
termo-proteccién, pero se cree que la induccién de proteinas que
estabilizan la estructura de otras proteinas, y que son llamadas
chaperoninas estd involucrado en este comportamiento. Por ejemplo, se
sabe que una sobrecarga de las proteinas GroEL .y GrokEs, suprime la

termo-sensibilidad de diversas mutaciones i(Kusukawa et al. 1988).

Recientemente se ha descrito: ia7de,unfgen llamado




t an’scri’p‘é’ién’dur‘anyte el HS  v. que

la ‘region éf dé;fgen;~rgoé. ~Mu=

- 'medio

la temperatura del
2 § ghex'aétﬂa

“bacte-

estreés. por

1Q) Deteccion de la respuesta HS.

Para caracterizar 21 HS se ﬁtiliza el marcaje rédioagtivo:de
proteinas sintetizadas durante el estreés, .ya que durante el mismo, el
patrén normal de expresion de las proteinas se& modifica de - manera
importante dependiendo de la intensidad del estimulo. Existen diversos
grados de estras calérico y cada uno induce una modificacién caracte-
ristica en la expresion de proteinas, de forma que células sometidas a
un HS de 30 a 42 grados expresan diferentes proteinas a cuando se

somete a un estreés de 30 a 45 o 5@ grados.

Cuando un cultivo de bacterias a 3@° centigrados se incuba a
50°, la sintesis de las proteinas codificadas por genes gque no son
parte del reguldn HS, disminuye se sintetizan preferencialmente las

proteinas propias de HS. Esta sintesis se detecta aun varias . horas

20



manecen sin. . se
salir del . estado
traducirse, ' que se:

hardt et al. 198?)

La respuesta SO0S es también un Eisﬁeda S;QSalrde regulacién,
que est4 integrada por genes. disperscs en el cromosoma; tiene un
regulador central y posee genes que se coméarten con otros sistemas
globales. A diferencia de la respuesta HS, se conoce con precisién el
agente inductor de la respuesta es el dafio al DNA (Walker 1984; Little

t al. 1982; Gottesman 1981).

El sistema SO5 tiene =n su repertorio, mds de 17 genes
inducibles que tienen comc represor comun de su expresién a la protei-
na LexA (Little et al. 1981i; Brent et al. 1981). Esta proteina, a su
vez, es parte de la misma respuesta S0S. La proteina reguladora de
este. sistema es RecA, la cual al presentarse dafio en el DNA, e inde-
pendientem=nte de cual fue el agente inductor del dafic, modifica su
comportamiento como proteina de recombinacién (Radding 1981; Salles et
al. 1983), y adquiere una actividad tal que permite la proteolisis de
las proteinas LexA y CI (Little gt al. 1984; Roberts et al 1975;

Roberts et al. 1977; Roberts gt al. 1978). La proteina LexA es un

represor de la transcripcion de genes dispersocs en €l cromosoma bacte-

21




ca de RecA disminuye

reprime nuevamente:-1li

La pfoteina Léfo no #iené la misma afinidad por todos los
promotores. CuandquaiéminUQE'la cantidad de la proteina LexA en la
célula, uno de los ﬁrimeros genes en desreprimirse es lexA, lo  que
aumenta nuevamente la concentracidén de la proteina LexA y mantiene el
estado de represion en todos los demas genes (Little et al. 1932).
Esta diferencia de afinidades puede explicar en parte, &l gque durante
la respuesta SOS existan genes tempranos en su expresion como los uvr

y &genes tardios como en el caso de lon. €l cual también es parte del

sistema HS (Walker 1987: Neidhardt et al. 1987).

La respuesta S0S, a diferencia de la respuesta HS, requiere
de mayor tiempo para activar la sintesis de todos sus genes, tardando
de treinta a sesenta minutos, mientras que el HS lo hace en diez' a

quince minutos. Ademas los genes del sistema SOS son en general dis-
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pensables, en tanto ‘que’ muchds de 1o0s genes del  sistema  HS scn

esenciales.



El presenﬁe tra
importancia qﬁe’ié

respuestas HS 'y 503

Para;

objetivos.eéhécific

mente a la indu
de SE del DNA cri
- determinar; s

tancia en 'l

con el HSipara'la. viabilidad de la bacteria des-

pués - del éstreés’

- determinar si alsunc o varios de los genes del

sistema SOS tienen dependencia, para su expresion

es’,:se disminuve el grado







MATERIAL Y METODOS.

1) Cepas .y plasmido.

Se emplearon las'sig

cepas de Escheric

Cepa
TAB1157°
his-4; recE-
Jc2924
GW1000Q . e
ilv(ts); galka; rps3l;
19821 R
' cémo GW1@0@, dinAl::Mud(Ap,lac):

GW1010:

" (Kenyon, 1980;: Kenyon, 1982). ..

GW104@ : como  GW100@, dinD1::Mud (AP, lac)

(Kenyon et al. 1980; Kenyon et al. 1982)

GW1104 como GW1000, UmuC::Mud(Ap,lac);

malE::TnS.: .

GWiles como GW1104 7
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“mal(am);;

K165
al.
‘KRE447
KRE449 -
i . g
W3110
pMSO1 derivado de 'BRSZZ’ sin resistenéia a

‘tetraéicll , constru1do en el labora—,

torio de GOmez E C por Jalme Martlnez,k

2) Medios de cultivo.

Los medios de cultivo empleados fueron LBy minlmo M9 ‘sean

Miller (1872). El1 medio M9 se suplemente¢ con 20 pg ml de cada uno de

los  siguientes amincécidos: leucina, prelina, arginina, ,hlstldlna.

timina y glutamina.

En los casos en que se empled novobiocina, ésta se . utilizé
en concentraciones de 20 y 600 pg/ml en el medic minimeo, segin si - se.
aplico desde el inicio del cultivo o fue aplicada en pulso ya,iniciado

el cultivo.

Tanto la rlfampzclna como el cloranfenicol se emplearon a 50

Hg/ml de concentracion flnal

27



3)  Reactivos::

v(iééQ),’QGe emplea polietilen

glicol 8000 al 20%, 'd

§u1[éto{de magnesio 10@ mM

a pH 6.5, en medio Lﬁria, {sﬁlubiéanss—zx).

El cultivo. de 'la bacteria a transformar se diluye 1:1 en la
solucion TSsS 2X Q se toma @.1 ml del cultivo para ponerse en - contacto
con 1@9 pg de’DNA del pléasmido pMS@1, durante 3@ minutos a 4 . grades
centigrados: posteriormente se afade 0.9 ml de medic LB suplementaQor

con 2@ mM . de Gluceosa y se deja incubar a 37 grados durante una hora
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para e\presion de re51ste ambiciliha,

.seleccionar: en

cajas LB con ‘am

siise deseaba

m nos répldo .respectlvamente los ™ topeaiseal

que migraran.mas ;k
meros  con méydf grado. Se empleo buffer de Tris 9@ mM, Acido
Borico 90 nmM, y EDTA 10 mN,(TBE) un voltaje constants de 2.5 V cm.

durante 20 hrs. y la clectrofore51s se llevo a cabo en agarcsa al 1%,

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

tifié el gel con bromuro-de‘etidiokavuna concentracién de 5 pg/ml  du-

rante 3@ minutos. El'gel.llpmihado con luz ultravicleta a 360 nm fue

d“de topoisomerasas.

Se emplaron.:la

A: Sacarosa al 1%, Fosfato

B: Fosfato de potasioc 0.08 M pH .3°mM, EDTA 1

mM, y tRNA de E. coli. 100:-ug/m



minutos;

en el rotor §53
la pastilla’én'2 ml de soluc
células y se les resuspendidje

das dos veces 10 segundo§ en'hle

realizé el ensayo con el sobrenadante (Llu. 1983 Martin et al 1§és:

Kenneth et al. 1983: Hsieh e t' 1 1983 Otter et al 1983) .

Ensayo para topoisomerasa.I.

A 1 ug del extracto de células sonicadas, se le adiciona 5

1l del plasmido reportero en solucién B v se incuba 4@ minutos: a 42

grados centigrades. Se interrumpe la reaccién agregando -2 ul de
1l de colorante para DNA. Posteriormente se separan los topoisomeros'

por electroforesis en geles de agarosa-cloroquina.

Ensayo para topgisomerasa II.

A 1 ug de extracto de células sonicad's

de pléasmido reportero en soluc1én»D,

3@ minutos a 3@ grados centlgrados v



foresis.

9) Medicion de actividad para B-galactosidasa.

Se realizé segiun el método descrito por Milier“klp?Zi
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RESULTADOS Y DISCUSION.

I) Nov.) en la respuesta al

estrés por ichia coli . en diferente

fase de creci

n.condiciones adecuadas, . a

barénidiversas. temperaturas como

5] Metionina las - proteinas:

,thrénté los primero nutos después del cambio de:item=it

sinpétizad”
peréturaL,Postériormente las”Drofeinas se separaron por electroforesis
en’ gel, v se obtuvé la autoradiografia del gel seco (ver Material. .y
Métodos) . Los resultados muestran, como se esperaba, gue la intensidad
de la respuesta celular depende del delta de temperatura (Fig.l1). Por
lo que se decidié trabajar con un estrés de 20 a 52 grados centigra-

des.

En los experimentos anteriores, dos bandas de pesos molecu-
lares de 69 v 62 Kd, fueron las de mayvor intensidad durante el HS, por
lo que se decididé identificarlas en una separacién de doble dimensién
tipo O'Farrel (Fig.2). En la primer dimensién del gel, las dos protei-
nas mostraron un puntco isceléctrico de 5.9, y en la segunda, los pesos
moleculares ya mencionados. Los pesos moleculares vy el punto isceleéc-
trico de estas proteinas corresponden a DnakK (69Kd) y GroE (62Kd),

cuycs patrones en geles va han sideo reportados.

Por otro 1lado, al ser la Nov. un antibiético de efectos

pleiotrépicos, Vy por desearse que solamente desenrcollara al genoma

32




ogiéidegia célqla, . se

bacterianc  en

“medio ‘minimo’ MS.

urva de crecimiento del cultivo:como-un:’ parametro impor-

tante para’conocer ‘en términosfgehéréies la fisiologia de la 'bacgéfia

(Fig:3)i:se‘eligié una con:entracibﬁ d

‘topoisémeros., se determina

indirectamente el grado. elular. También se probé “ con

60@ug de Nov., para’ exper; s cuales el antibiotico se aiiadié

al momentc de realizar éifcamb ° de-temperatura (Fig.4). Se ' observe

que: 2@ug/ml de Nov.. presente durante todo el tiempo en el cultive,
modifica el SE celular sin alterar la curva de crecimientc, -mientras
que €@0pg/ml de Nov..modifican el SE del DNA a los 5 min de afiadirse al

cultivo.

Para el estudio del comportamiento de la respuesta HS en
diferentes condiciones de SE celular, se emplearon dos estrategias: a)
explorar el HS en diferentes fases del crecimiento bacteriano, ya que
entre mayor es el crecimientc del cultive, mencor es el grade de SE del
DNA cromesomal, y b) el uso de Nov. en el medio de cultivoe como otra
forma de modificar el SE. El experimento se realizé¢ tomando tres
muestras de un cultivo de E.coliKi12 AB1157 en diferentes fases del
crecimiento: D.0.600nm .98, 0.13 y ©0.23 que corespconden a las fases

inicial, temprana y media de la curva de crecimientc bacteriano. En
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medio M9, la £éséZeétacionaria‘tiené‘uha‘densidad'dev0.4

Cada - ‘muestra’iiifu are os

Uha'~éegundé- oEéervéc;Qnrr : iés; dﬁe el
numerc de proteinaé, ﬁuefgerexbreSan en,ei‘ﬁsfrvafié'dependiendé de la
fase de crecimiento en la ;ual se realizé él marcaje, de tal forma que
los carriles de proteinas de células con D.O. 0.23, muesfran mayor
numero de proteinas que los carriles de muestras de células de  culti-
vos a D.0O. 0.08. Esta diferencia se observa tantc en - las celulas
contrel 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 sefialar que las diferencias observadas en la sintesis
de proteinas durante HS en presencia o ausencia de Nov., fueron siempre
'minimas vy dificiles de reproducir, por lo que es necesario confirmar
estas observaciocnes con otras metodologias; posiblemente aumentar 1las:
dosis de Nov. y la evaluacién de transcritos de RNA sea lo mas. adecua-

do.
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fFor ultimo, es‘importante hacer resaltar que ‘las diferénciés
entre culfivbé ¢oﬁiv ;in‘Nov. se observan en el total de las proteiﬁés
inducidas :por eliHSi'Esto sugiere que la expresion de los genes de las
proteiﬁas de%HSige:modifican de manera similar al relajarse el DNA o©
bien que Nov. afécté la expresion de RpoH y secundariamente la de las
proteinas HS, ya §ue se sabe que in vitro 2l regulador de la respuesta

HS posee al menos un promotor dependiente. del SE celular.
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Hinm

'
i

R |

30¢ — 42° 3Q° — 45° 30° — 50°

Figura 1:

-de; procteinas-d= HS.

Efecto de la intensidad del estrés de céldr,éh la sintesis

Proteinas de c&lulas AB1157 en HS de diferente inten-

45, 5@ v 55 grados centigrados._vLas‘

sidad: 42,
celulas se crecieron en M9 a DOgggnm = 9.2V

se sometieron al estrés durante 15':. El marcaje se
realizé con Metionina 535 1ouci ml-i.

Se muestra cada patrén de expresion de proteinas de HS

con su correspondiente controla 3vUCH
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AB157

Figura 2: Identificacion de las.proteinas DnaK v GroEL. . . :. it o o
Separacion de proteinas en geles bidimensionales tipo
O'Farrell de la cepa AB1157 a 30°C y 50°C 15', Las

c&lulas se crecieron en M9 a DOggonu 2-2.
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Fi

TLABIIST 37°C. Contral

: Medio M9 = : 73x10® y Nov-20 ugr
E Nov' 50 ugr
< -
o 37 -
(@]
€0
: ~Nov 150 ugr
“% Nov 100 ugr

w
(0]
W0

ura 3:7'-Erfierct6“dé 1a Nov. en el crecimiento de AB1157.

Curva’de ‘crecimiento de la cepa ABl1157 & 37°C con
~'a'ereacio'n en presenciaide dif=rentes concentraciones

de ‘novobiocina 20, 50. 100 v 150 ng ml~l desde el
inicio del crecimiento bacterianc. El numero correspon
diente a cada flecha muestra =l numero de celulas/ml en

ese punto de la curva.




o

e [ P u—

. -

Nov_ ugmt 600 pulso

5' 10" 15" 25'

ABII57
Medio - M9

Figura: 4:

'

‘Efecto de Nov. en.la distribucién de los topoisomeros.

Electroforesis en gel de agarosa-cloroguina de topoisdmeros
del plasmido pMSOl enla cepa AB1157 crecida a DOggeonm de
@.2 con 2@ ugr ml~l de novobiocina, o 6090 ugml-1 en pulsos
de 5, 1@, 15 y 25 minutos. R, DNA relajado; SE, DNA

superenrollado.
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Nov Nov Nov
30° 50° 30° 50° 30° 50° 30°50° 30° 50° 30° 50° -
kD ‘ i
73 - ;_ . ,,ii ;;
. 61 :i..LJ‘- a L{!!-'.'
. -
o tlee .
8. g ke
34 Mol BB qid
L PO L
." IR Rt
L P Y7
+-0.0. 008 00 043 0.0, 023—

Figura 5{1 Efe;to de la Nov. en la expresién de proteinas de HS en
qiferentes fases de cresimiento.
Expresién de proteinas de HS a 50°C en presencia de
2¢ug ml~l de novobiocina o en ausencia de antibiéti-
co. La cepa AB1157 se crecio en M9 a DO de 0.8, 0.13 v
@.23 v el HS fue durante 15'. Cada experimento presenta su

control a 30@°C.
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estrés ‘por-calori e

es; poéible

.que ‘existan ‘momen iencuentre mas
comprometida ' conie 1 ‘Por
lo  gue "se evalud la encia de Noy. en. diferentes

tiempos de induccion

Para;,éq
proteinas de HS, se reai z
presencia o ausencia dél~ant
cién del estrés: @. Sf.ié
Nov. en la respuesta Hsff

que se observé una peque

de HS.

Debido precio -

mejor durante las fases ir empleérl—dos

DO. para estudiarlc. Se coinctaron células ‘a,?®°c a D o. ;0.11

v ©.23 v se les sometic a HS de 5@°C. durante 10 v 15 mlnutos marcéhdé,

las proteinas durante 10 min (Fig.?).

Es posible advertir un ligero efecto de Nov. " en la
induccién de la rsspuasta HS, gque al igual gue el experimentovanferior
(Fig.5), presenta una disminucion en la sintesis de proteinas. durante
el HS, pero gue es dependiente de la fase de crecimieﬁto y, de la

duracieén del estreées.

Durante el crecimiento celular, son acumulados‘en:'la”
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célula productos préféicos como-GroE v DnaK, que ~ son miembios, del.'

grupo de proteinas de HS, "lo‘que sugiere que a medida due ~§Vanz‘

fase de crecimiento, la induccién de los genes para estas  prote

durante el estrés, varie dependiendo de la fase de crecimiento;

por ello que el efectoc de Nov. tambien es diferente. Por otré lad

sabe que durante el crecimiento bacteriano existe disminucidn ‘de

Léiﬁrgséncia cOntinhéJde'Nov. en’el medio, puede causar
cambios fisiolmgicos eﬁ'i; céiﬁié:dﬁe impidan. observar  adecuadamente

el efecto de NOQ. en el HS, siendo quizas una estrategia mds adecuada
la de presentar y luego retirar el antibidético de la celula, momentos
antes de iniciar el estrés, con la finalidad de ver el efecto de Nov.
en el HS afiadido antes de la induccién., y no sumar asi, los efectos
ocasionados por mantener el antibiético en el medic una vez que se ha

iniciado la respuesta.
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Figura 6:

Efecto de Nov. en la induccién de proteinas de HS a dife-
rentes tiempos de inicio del estrés.

Proteinas de HS inducidas después de distintos tiempos de
incubacién a 50°C. La cepa AB1157 se crecié a DO de

2.2 en M9 en agitacion y a 3@°C. La novobiocina estuvo

presente desde el inicio del cultivo a 20ug mi-1.
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Figura7:i" -Efecto dé 15 novébiocina en la induccién de proteinas

de HS a dos distintos tiempos de exposicién al estrés y dos
diferentes fases de crecimiento.

AB1157 se crecié en M9 a 38°C a DO de 0.11 y 0.23

v la novobiocina se anadio desde el inicio del. cul-

tivo a 20ug mi~1.
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cambios' eﬁ
explicado po

al. '1980):

del plasmido, a partir-de los primeros’ 5 min. que‘fué méyor

mas largos de HS (15 v 20 min). (Fig.8).

Se ‘verificé el comportamientc del

durante el HS en diferentes fases de crecimientdlae

grados (Fig.9).

Resulta aparentemente contradicfofid qu ‘dufante la.
respuesta HS exista un mayor grado de SE del DNA de los - plasmidos
reporteros. en lugar de relajarse el SE como se ha reportado para el

cromosoma bacteriano.

Sin embargo,; debido al tamafio del plasmido reportero,
éste responde al balance global de la actividad enzim&tica que genera

el SE del DNA, v no refleja los eventos de corte sencille presentes



durante el HS en las cadenas de DNA, va que deben sef”po;b frecuentes
para moléculas  del tamafic del plasmido utilizado{f é@nqge vsi sufi-~
cientes para relajar el DNA cromosomal, el cual -es 'apfogimadamente

1623 veces mas grande gue el plasmido.

Es también notable que a pesar de que en etapas mnas
avanzadas del cultivo, cuando el genoma bacteriano se  encuentra mas
relajado (lo cual se ve por la distribucién de topoisdmeros controles
Fig.9), siga da&ndose un incrementoc en el SE del DNA durante el H3, en
vez de ser éste un evento mAs moderado. Por ultimo queda por cuestio-
narse a qué nivel de regulaci6on es controladé el evento de SE durante

el HS.



L)

Figura 8: Cinética de la modificacién de SE del plasmido reportero

durante el HS.
A) Electroforesis en gel de agarosa-cloroquina de topoisé

, meros del plasmido pMSOl en la cepa AB1157 sometida a HS de
50°C durante diferentes tiempos. La cepa AB1157 se crecié
en M9 a DO de 0.2

B) Grafica de la distribucién de los topoilsémeros a

diferentes tiempos.
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RELAJADO Pl o
SUPERENROLLADO <3 E *

C HS C HS C Hs

c 30°
HS 50°

Figura 9: . Efecto de la fase de crecimiento en la modificacioén del SE
del plasmido reportero durante HS.
Electroforesis en gel de agarosa-cloroquina de topoisémeros
de pMSO1 en AB1157 a diferentes densidades 6pticas en HS de
50°C 15' .
La cepa AB1157 se crecidé con agitacién (20@rpm) en

M9 a 30@°C.
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intesis de nuevas proteinas; se
agregé cloranf iferentes tiempos después de inicia-

do el HS DNA, se presenté cuando el - anti=

e iniciarse el estrés (Fig.l@).“

biétiqo al inicio del estreés,; se

impedia éllefect 1 SE.VFBE lo cual se infiere la:. nece-

sidad de sintes 21 urante los: primeros cinco min: del HS}

para que sé_dé'e‘ hb;emenfoide‘sE'en el DNA .

Para analizar el tipo de HS que se tiene en presencia
de cloranfenicol, se marcé a las proteinas celulares durante el HS.
afladiendo  cloranfenicol a diversos tiempos de iniciado el estrés. “Se
observéd que la respuesta al HS, a nivel de sintesis de proteinas, se
inhibe aun cuando se dan 5 minutos de estrés previos a la adicién del
antibiétice (Fig.11). Esto permite suponer la existencia de un meca-
nismo independiente de la respuesta general de HS, que regula losr ﬁi~r

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

Para determinar si la regulacién de la actividad de SE
durante el HS, es a nivel de transcripcién, se empleédé la rifampicina
en el medio de cultivo. Este antibiético se afiadio 1@ minutos antes de
un HS de 15 minutos a 5@°. En total fueron 25 minutos en presencia
del antibiotice. Se observé gque la rifampicina no inhibe el incremento

del SE en los plasmidos durante el HS (Fig.12).



Se estudid si las protelnas de HS podian expresarse ‘en

presencia de rifamplc;na; para 1o cual se marcaron las} proteinas :

durante el estrés, con'y sin

‘gl medio} El antibib;tiéd

se afiadi6 a diferentes f emp

de proteinas de HS se: inhi e
el HS aun en presen ia
concluir

puede que eliefe to er

durante el

ks depende de 1a 51nte51s de al ﬁénoé un
induce durante el HS. Esta proteina podria sérrﬁga giras
alguna rchaperonina que estabiliza a la girasa en temperaﬁurés 'éit#;;
Esa proteina, posiblemente no pertenece al grupo de las aerﬁs; ya? que:,
la rifampicina, que bloquea la sintesis de las proteinas de HS” (Yama—
mori t al. 198@), no es capaz de evitar su sintesis. Cabria preguﬁ—

tarse si existe relacién entre el SE en HS y el regulador sigma 32,



Figura 10:

se

HS 30°—=50° 5

l—’

ABIIST _
- Cm S0 ug m

Efecto del cloranfenicol-en-la distribuc;bn de topoisome-
ros durante el HS.

Electroforesis en gel de agarosa-cloroquina de toposémeros
del plasmido pMSOL1.

Se crecid la cepa AB1157 en M9 a 30°C a DO de 9.2 en
agitacién v se sometid a HS de.S®°C durante 1@'.

El cloranfenicol, se afiadié Soug ml~1 a una concentracién

de $' después de iniciar el HS.
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Figura 11: - Expresién de proteinas durante el HS en presencia de

cloranfenicol.

La cepa AB1157 se crecié en M9 a estandarizar a D.0. de

©.2 a 30°C
El cloranfenicol se afiadi¢ a 50ug ml-L en diferentes

momentos del HS. El estrés fué a S0°C durante 15' vy 10' vy

se marcé durante los ultimos 5 minutos con 5-35 Metionina

1QuCi ml-1.
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se

c HSa Cr

Rifampicina

ABIIST  HS 30° —50° I5'
o . Rf 50 ug mi™ 25'

Fiéura 12: Efecto de 1la rigémpiciha en el SE de los plasmidosE du
) rante el HS.
Electroforesis en gel de agarosa-cloroguina de topoisoéd
meros del plasmido pMSOl1 en la cepa AB1157 en presencia de
rifampicina durante el HS. El HS fue de 5@0°C 15'.
Se afiadi¢ la rifampicina a una concentracién de Soug ml-1
12’ 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 éerS en présencia de rifam-
picina. .
Proteinas de HS en presencia de rifampicina afiadida en
diferentes momentos antes o al inicio del HS.
La cepa AB1157 se crecié en M9 a DO de ©.2 a 30°C y se
sometidé a HS de 5@°C 15'. Las proteinas se marcaron con
S-35-Met como se indica en el esquema de la derecha. La

rifampicina se anadié a Sopg ml~l.

54



V) “Eépel dé‘1a1pfotéina's .
cacién delisﬁberénfrbliémieﬁtéidei”DNA durante la"reSpUsta alv;ésfre;

por:calor

Péra estudiar el papel de la proteina sigma 32 en el
SE de los plasmidos reporteros, se transformé la cepa K165  con >e1
plasmido pMSQ1. Esta cepa tiene un supresor ambar termo sensible y una
mutacién 4ambar en rpoH. A 42° el supresor no es funcional, por tanto
no se sintetiza sigma-32 y no se induce la respuesta HS. En estas
condiciones se realizé 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 Figura 14 vy muestran que tanto
la K165 como su revertante, no generarcn el incremento de SE durante
el HS, sino gque, al contrario, se aprecia una tendencia a formar
topoisémeros con menor grado de SE. Como no se ha estudiado el mecan-
ismo para termo-~resistencia de la K165 revertante, no es posible

explicar el resultado con los topoisomeros en esta cepa.

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

tividad para SE a los plasmidos reporteros, es particular del HS, o si
sé trata de una respuesta generalizada de sistemas de estrés relacio-
nados, se decidié comparar el efecto del calor en los topoisdmeros,
con el efecto del etanol, que es un inductor alterno para una respues-
ta 4similar a la del HS. Se empleé la cepa W311@ como alternativa de
silvestre a la AB1157 vy la K165. Los resultados se muestran en la
Figura 15. Etanol al 1% y 10% tanto en la W3110 como en la K165,
induce una disminucién en el grado de SE del plasmido reportero; por
tanto el incremento en la capacidad celular para SE al DNA parece ser

particular del estrés por calor.
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cepa K165, no se podia gensrar: 1 SE - . un marcaje de

proteinas durante el estrés pdru ,‘ AB1157 ‘(Figura

16). Este resultado muestra una el DNA generado

durante el HS y la respuesta al a ﬁor:sigméVBZ. Por lo

que puede suponerse que alguna interac-

E‘ceiuiar. Por lo que es

cione con sistemas que regulan el grado de
posible suponer que el SE celular tiene un papel importante en 1la

respuesta a estrés por calorJ



K15, KI&5  ABIISZ,
T L) 1

Y rev !

RELAJADO

SUPERENROLL ADO

HS C HS C HS C

c 30°
HS 50°

0.D:e00 0.2

Figura i4{i'Débéﬁden¢ia por sigma 32 del SE generado durante HS.
Topoisémeros de pMS01 en las cepas AB1157. K165
v K165 revertante termo-resistente.
Las cepas se crecieron en M9 a 30°C hasta DO

de ©¢.2 v se sometieron a 15' de HS a 50°C.
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W 3110 K165
Figura 15: “SE de plasmidos reporteros duréﬁte‘elféstrés;iﬁdﬁcido por

etanol y caler. :

Electreoforesis en gel de agarosa—cloréquihaide los to
poisdémeros de pMSO1 en las cepas w311®:(wt)\y K165 {(htpR
ambar, sup4ts) durante la induccién de Hs con éalor 50°C
10' y etanol al 10% v 1% durante 10'.:Léé cepas se creci

eron en medic Luria a 3@°C a DO de @.4.
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Figura 16:

73 -

814 — o
—~—— s
aa -
30° 50" 30° 50°
_AB 157 K165

Induccion de proteinas de HS en una cepa silvestre y una
cepa termosencible.

Proteinas de HS en la cepa AB1157 y K165 a 3@°

durante 15°'.

Ambas cepas se crecieron en M9 a

y 5@°C

3@°C a una DO de 9.2.

marcaron las proteinas con S-35 Metionina 10 uCy mi~1

durante los ultimos 5 minutos del HS.
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niina mutante gvrA termo-

fehémenq que -durante el HS,
es§§~f;§l§§iqpadqf : iendo observado que Ja adi-
c;on‘bdé NoQ.Léi{cultiQo nte ‘ s’moqifiéa el patrén de proteinas
propias . del estrés; se déci&ié?explofarfsi es o no indispensable que
durante la induccién del estrésrbor‘éalof exista el incremento del SE
para darse la respuesta HS adecuada al nivel de sintesis de proteinas.
Para esto se emplearon dos estrategias: estudiar las proteinas induci-
das por HS en una cepa KRE449 gyrA termosensible, la cual no podria
generar un. incremento en el SE del DNA a temperaturas altas, vy 1la
utilizacién de altas dosis de Nov. en pulsa durante el momento. de 1la
induccién del HS. En las figuras 17 y 18 se puede observar que las
proteinas de HS, fueron inducidas sin que hubiera necesidad de incre-

mento en €l SE y se mostrd que en la cepa gyrA(ts), la respuesta HS

fue aun més intensa.

El SE que se genera durante la induccién de la respu-
esta HS, no es condicién necesaria para poderse dar una respuesta
inicial al estimulo de calor, y por el contrario, la pérdida de SE
durante el HS potencia la expresiédn de las proteinas de HS. Queda
entonces preguntarse cudl es la importancia del incremente del SE,

coordinadc 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 si lo es antes del estrés, y una segunda fase cuando la

célula ha sida retirada del estrés o ha llegado ésta a un nuevo equi-

(=1]



librio’ - légico:i con .lé‘hueVa temperatura de

crecimiento.' y [es,

el recobre de 1a act1v1dad flslolégica fuera del HS, y que

esté relacionado el SE al-sistema global HS.
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Figura 17:

30' 50' 30' 50’
KRE447 KRE44S

Induccicen de proteinas HS en una mutante (gyraA(ts)
Proteinas de HZ de las cepas KRE 447 v KRE 449

Las cepas fuercn crecidas en M9 a 3@°C hasta DQggg
de ©.2 v sometidas a 5@°C durante 15', marcados con

Metionina 353 los ultimos S minutos del estres.

[
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Figura 18: -Sintesis de proteinas ‘de Hé SH Presencia de Nov
del estreés.
Proteinas de HS en presencia de novobiccina 60oug
wl-1 afiadida al iniciar el estrés. El HS fue de
59°C durante 25 minutos. La cepa ABl157 se crecid en

‘M@ a 3@°C con agitacisn (200 rpm) a DO de ©.2.
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vVII) 'viabilidad'de’ la mutante recasi du

rante el éstfés

sistema’ global HS, el'sistema SOS

_alde.modif;caciqﬁeé;éﬁ la densidad del

parte clave de la

regulaci n’ de la respuesta SOS estaba involucrada en la resistencia

celular al estres por calor (HS) establecer un nexo
entre los;dos,sistemasj ya a > N ’ del DNA son simi-
lares en ambos. Para esto ?Se ealizaron ‘cuentas viables de 1la cepa

control AB1157 vy la cepa Jc2924 recA51, antes y después de someterse

al HS. El estrés se aplico con variaciones en el tiempo de duracién,
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 recAS1, se observé un descenso
de la poblacidn, despuées de ser sometida al estrés, y comparada con su
contreol la bacteria AB1157 (Tabla 1, A vy B). La cepa recA 51 resulté
ser'més sensible al HS que la cepa silvestre, lo cual es de esperar va
que durante la induccién HS se generan dafios en el DNA que deben ser
reparados vy al bloguear el sistema de recombinacién dependiente de
RecA, se estd comprometiendo la viabilidad celular. El experimento se
realizé tanto en medio minimo M9 como en medio Luria, y en dos tiempos
de estrés caldrico, y muestra la interaccién entre los sistemas glo-

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

AB1157

H.5.30°50°C
tr-30

Control

1ougml~1
Novobiocina

20ugm1-1
Novobiccina

H.S.30°C 5a°C

t'-40' :
Control 16t it el zie
1opgml-1 0.6 ..-1.8 2.1 1.7
Novobiocina .
2opgml~1 1.6 1.9 1.5 1.1
Novobiocina

Tabla t:-A) Viabilldad de la cepa AB1157 al ser sometida a HS de 50°C
durante 3@ y 40 minutos en presencia (10 y 20ug ml-1)
o ausencia de novobiocina, en medio Luria (L-1) o medio
minimoe M9 (M-9) a DOggg nm de ©.14, se hizo cuenta viable
después del estrés v se expresan los resultados en 1X109

células/ml. El experimento se inicidé con 5X107 células/ml.
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H.S.30°-50°
t'-30"'

Control

Lopgm~1
Novobiocina

20ugml~1
Novebiocina
H.5.30°-50°
t'-40"
Control

10pugml—1
Novobiocina

zougml-1

Novobiocina

Tabla 1: B) Viabilidad de la cepa chééé RecAS! derivada de la cepa
AB1157, sometida a HS de 50°C 30 y 40 minutos con y sin
noveobiocina 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 1X10® ceélulas/ml. El experimen-

to se inicié con 5X1@7 células/ml.



VIII) ~Efector

tres genes pertenecientes'”

Para evaluar siula‘:éspu sta SQS es dependiente del

graéo de SE celular, se c@éntij' (<} lé actividad de B-galactosidasa

(B~gal) a partir de tres fgsioﬁes Mhd(lac. Ap) en los genes del siste-

ma SOS dinAl. dinDi y uth.rdevcelulas cultivadas en ausencia o pre-
sencia de concentraciones subletales de Nov. Se hicieron curvas de
crecimiento con las fusiones: dinAl. dinDl y umuC, para seleccionar la
dosis de Nov. méxima qué no médifique la curva de crecimiento. La
Figura 19 muestrarlééréﬁrvés de crecimiento de las cepas GW1010 y
GW1@40., que tienen las mutaciones dinAl vy dinD1 respectivamente. La

Figura 20 presenta el';ompoftamiento de dos cepas umuC- en presencia

de bajas dosis de Nov.

Tanto para la Cepa silvestre, como para las cepas
portadoras de las fusiones Mud(lac. Ap) en los genes dinAl y dinD1i, la
dosis adecuada de Nov. fue 20ug/ml. En el caso de la fusién en el gen
umuC, la sensibilidad a la Nov fue mucho mayor de lc esperado. Esto es
dificil de explicar. Lo que se sabe del gen umuC, es que esta involu-
crado en eventos de mutagénesis durante SOS, al permitir junto con el

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

regiones c¢on apareamiento erréneo de bases, lo cual permite gque sea
fijada la mutacién, sin embargo no explica esto el comportamiento de

la thutante umuC ante la Nov.

La expresion de B-gal en las fusiones dinAl y dinDi,
se cuantificé en presencia o ausencia de Nov. en el medio (Tabla 2). Se

pudo apreciar que la cepa con la fusién en el gen dinAt incrementé 1la



expresion de B-gal al dismihuirﬂél SE, . mientras que la fusién’:eh, el

gen dinD1 presenté los: in vé¥esﬂde expresioén én presencia 6

ausencia de Nov. en el medio. L expresion de B-gal no se analizé en la

fusién umuC.

. A diferencia del sistema HS, donde al modificar el SE
del nucleoide todos sus genes modifican su expresibn, el sistema SOS
no parece tener la misma estrategia con relacién al nivel de SE celu-

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

entes.
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600 nm

:D. 0.

Figurqug{r Efectq‘ﬁg”l5“N¢v;;eniel érecimiento'de dos cepas con
mutacicnes en geﬁes de 50S.
‘Graficas devcreéimiento de la cepa GW101@ dinAl vy
GW1@4® dinD1i en presencia de 20ug ml-1 de novo-
biocina (Nov.)’é 20°C en 200¢ rpm de agitacién. se

muestra su control (C) sin novobiocina.
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D:0. 600 n'm

Nov ‘A, B. i

I 2 3 4 5 6 7 8 9

HORAS

G W-1l04 A
GW oS B

Figura 2@ n-elcrecimiento-de dos-cepas umuC.

3 Gféfllésbdé;trecimiento de la cepa GW1010 dinAl y GW1104

l=xA3 con y sin novobiccina 2oug m1-1

a'zaic”zea rpm de agitacion.
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UNIDADES DE' B-GALACTOSIDASA DE- FUSIONES:Mud(lac,Ap').

spués de induceién con
L @.24 en Ma. . - o0

CEPA t=4hrs t=6hrs

GW1010. dinAl’

Control-’ ‘9,9

Novobiocina

14:2

6.5
Novébiobina R A .7f5
Mitémicina c- '55.5'
Nov. + Mit: C 29.3

U = 1000 * [ ( D.0.420 - 1.757’ D;O;SSé ) /'t ¥V * D.0.600 }

Tabla 2: " Efecto de Nov. 'en la induccién de 2 'genes del sistema SOS.
Induccién de B-galactosidasa en las cepas GW101@ dinAl
y GW104@ dinD1 con mitomicina C 5ug ml-1 a DOggo

de ©.24. Las cepas fueron crecidas a 39°C en M9.
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1X) - Efecto de la resplesta OS en’; el SE de.. plas-

midos.

Se ' evalud f_hte»;éyrespues‘afs_$ e fniQelyde' SE en

plasmidos reportefés:‘aifiﬁ de determinar}si, cﬁmo'en el casce de la
respuesta HS, existe“ddrante la induccién un incremento en el SE. Para
ello se analizd la distribucién de los topoisémeros de un plasmido
reportero, extraido de células en las cuales se indujo 1la respuesta
SOS durante 10 minutos con mitomicina C en el medio (Figura 21t). No se
detectd un incremento significative en el SE de los pléasmidos, aun
cuando se de més tiempo en la induccién de la respuesta SOS (Figura
22). Lo cual indica que existe un mecanismo que permite el incremento

del SE de los plasmidos en HS v qQue no es igualmente activo durante el

sistema S0S. o que se requieren tiempos de induccion diferentes.
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C. S0s 10’

_ABUIST - Mitc
5 ug mi™!

Figura

o
-

SE de pléasmidos durante la respuesta SOS.
Topoisdomeros del plasmido pM501 en AB1157 durante la
induccién de SOS con mitomicina C Supg ml1~1 1@ minu-

tos. AB1157 crecid a 3@0°C en M9 a DO de 60¢0nm a 0.2.
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Figura. 22:

SE de-plé&smidos-durante la respuesta SOS.
Topoisomerocos del plésmido pMSO1 en AB1157 durante la
respuesta 303 inducida con mitomicina C 5Sug ml-1 a

3@°C. La cepa se& crecidé a DO de 0.2 en M9.
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fique la'éurva de
dosis de Nov. eﬁ e i 16 cual se seleccioné ©.5ug/ml
de Nov. camo equivélentes a los 20ug/m1 utilizados con la cepa silves-

tre.

Posteriormeﬁfe'ée'coﬁbarérén los niveles de SE de los
plasmidos presenﬁes en ia;mutanfe UmuC con:la iségena silvestre, esto,
en diferentes fases de crecimiento Yy en presencia o no de Nov. en el
medio; se  extrajeron.los plasmideos reporteros y posteriormente se
Separaron . por éléétkofgfesis para observar la distribucién de sus

topoisoémercs (Figura'ZA).

.
El éﬁ del DNA en la cepa UmuC present6 un comporta-

miente diferente al de su isogénica, dificil de explicar debido al
desconocimiento de la funcién de la proteina UmuC en relacién al SE
del DNA en la ceélula. Es claro gue su isogénica, como otras cepas
bacterianas., conforme aumenta la DO del cultivo, disminuve 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 distribucién de los topoisdmeros del plasmido re-

portero €n la cepa UmuC, es mayor conforme aumenta la DO del cultivo.

Para determinar si la sensibilidad a Nov., por parte
de la UmuC es especifica © no, se crecié a la cepa en medio Luria

s6lide Vv en presencia de bromuro de etidio, coumermicina o bien con
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rifampiciné, qué sén -antibiéticos de pesos moleculares y blancos de
accion diferehtes} observandose en todos los casos mayor susceptibili-
dad por péfté de la cepa umuC. Esto se podria explicar proponiendo gue
la cepa con la fusion en umuC presenta una alteracilén en la permeabi-

lidad de membrana a los diferentes antibiéticos.

Por otro lado habria que explicar:’ unt efecto

generalizado en la sensibilidad a los antibiéticos es.también'capaz.de

modificar el comportamiento del SE del DNA:
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QD 600 nm

> on

Figura 23+ -

de diferentes’c

24

“la’ cepa umuc.

wiléz uﬁuc en presencia

einovobiocina (e)e,
(4)0.5ug m1-1; [ mi=l; (o)sug mi-t, v

(o)10pgml-L,

El crecimiento fue en:
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Nov

20

se
oy
+
; 0.0 0.25 . 0D 038 ____,
Figura 24:

. Comportamiento del SE de los plésmidos en la cepa umuC en

diferentes fases del crecimiento y en presencia de Nov.
Electroforesis en gel de agarosa-cloroquina de topcisdmer
os del plasmido pMSO1 en la cepa GW1VQQ0 v GW1104 umucC, en
presencia o ausencia de novobiocina 9.5ug ml en GW1104 vy
20ug en GW100O. La novebiocina se afiadi¢ desde el inicio
del cultivo, vy las nuestras se obtuvieron a DO de 9.15,

2.25 y 0.55 de medio M2 a 20~C.
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) BSTR TESIS M0 mepg
SMIR D5 LA BiBusIcCy

n.vitro:-de la actividad de 1las

puede ser que"L.
a la temperatur

icadas, present

é.el;incremento en el SE;- pof3:ld

tro-la~actividad de las - topoisom-

para.detectar. esencia de.esta proteina.

Cbn el objeto de poder analizar el comportamiento del SE
del DNA en sistemas globales como HS y SOS., se decidié plantear el
andlisis in vitre de las actividades de las topoisomerasas I y II a.
trayés de la modificacién del patron de distribucién de topoisémeros

en geles con cloroquina (Figura 25).

En el ensavo para Top LI a 45°C se observaron 2 bandas de
plasmidos que posiblemente sefialan la presencia de cortes de una y 2
cadenas en el DNA v que muestran actividad parcial de la Girasa, sin
embargo a 39 grados que es la temperatura recomendable para el ensayo,
no se detecta una actividad fuerte de la enzima. la top I presenta
actividad a 42°C pero enriqueciendec la zona de plasmidos con cortes,
sin verse la actividad de relajacién y ligacién para generar el topoi-

somero siguiente.

Se  observdé que en las condiciones establecidas sélo se

79



estd detectando la actividad de corte por parte de las enzimas, y no
la actividad -completa de las mismas, faltando aun por estandarizar

adecuadamente la teécnica.
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PR

I
1k
i

se

HES We

C30° 42°45° C-30° 42° d5°

Top.I Top I

Clor}o‘quindn; 10

Figura -25:S~ ‘Ensavo  in vitro de SE de plasmidos para top I v 1I. a

diferentes temperaturas.

Electroforesis en gel de agarosa-cloroquina de topoisé¢
mercs del plasmido pMSO1l de ensayos in vitro para
topoisomerasa 1 v I1. Los ensavos se realizéron a 3@, 42
v 45 grados centigrados v la electroforesis se realizé en
presencia de cloroquina 10 y 25ug m1-1 para hacer migrar

mas o menos rapido las moléculas mas superenrclladas.
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-

pohfe

tiene en’ la rezu acionid

sigu1entes pstrategias

- Determinar: el’efecto que éligrado de SE tiene en ia ,ﬂxpresién dev

proteinas de HS va 1ando, de Nov v fase de creciml-

ento, el SE celular (res ltados:
- Estudiar el inc}eme elrSE:dqrantg;;a{,réépuesté‘
HS mediante-el empleo de,lo qloraﬁfenicéi y rifampicina

y la mutante rpoH termosenc: ‘adﬁﬁ‘&ll];IV'y_V).‘

- Determinar si- para‘la so e células sometidas LA estres T

por calor, se requlere de l" ac1én de:la proteina RecA que es

parte del sistema de regulac;én de'la respuesta SOS (resu;tado‘VII

- Estudiar el efecto que;él‘grado de'SE tiene en la expresién

genes del sistema 305 vy el comportamiento del SE en una mutante

(resultades V111, IX v X).

- Procurar sstablecer un sistema in vitro para evaluar el efecto

la temperatura tiene en la actividad de las enzimas top l.y:
rando . reproducir el incremento en la actividad de SE durante ‘élr,Hs,
con extractos celulares (resultados XI). iy

Obteni#éndose las siguientes observa;ionesx -conclusiones:

1) En las bacterias‘la'mddifiéapiéh,del grado de SE,

8z A ;



mediante el empleé de Nov., reduce la cantidad de proteina Dnak y GrokE
que se sintetiza en respuesta‘a un estrés de calor. Esta disminucién
es mas clara a los ‘1@ .minutos después del cambio de temperatura y en

fases tempranas del';u1t1y0'bacter1ano. Este resultado sugiere que el

SE puede modificar. ndﬁccién de la respuesta HS, tal vez a través

de la expresién . del ene‘régulador rpoH.

Elic oranfenicéi no inhibe si se afiade después de S mihutcs;rdél
cambid’ ehpéféﬁuré._ Estos resultados muestran que una proﬁéiné o
protéigsé qﬁe 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 proteina de HS, por

lo que wuna explicacién atractiva es que se trate de .proteinas que

estabilizan o incrementan. la-actividad de Girasa.

3) La respuesta HS es m&s intensa en una mutante GyrA
teméeratura—sensible.rﬂ Asi. también si se bloquea a la Girasa 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 Girasa antes del estrés o bloguearla durante

el HS.

4) 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 regulacién de la expresién de sus genes en relacién al SE no es

a3




homogenea’. por lo que es. poco pfobéble_gué;dépehdé?de:un;sblo'jregula—'

dor como en el caso del HS.

sy
presenta’ un. SE

tica fenctipic: ““hasta

el momento;,

fisio~:.

logia de la célula aun:fiera del sistema SOS.
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