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INTRODUCCTION

kL DNA de la mayoria de los orsganismos (procariontes vy
eucarionres), contiene una pequefia proporcién de bases metiladas.
.a m2tilacion de estas bases es una modificacién base-secuencia
espacifica y postsintética del DNA, que involucra la unién cova-
lente de grupos metilo a ciertas bases nitrogenadas (Gold vy
Hurwitz, 1964). Este fendmenc constituve un medio para alterar la
secuencia d= bases en reglones especificas del DNA de una manera
regulada vy permanente, y afade un nivel de informacién a la
doble helice.

Esta alteracién epigenética no es particular del DNA, otras
macromoleculas biolégicas también presentan la metilacién post-
sintética inmediata. En muchos organismos superiores los RNAs
son metilados en sus bases. Los estudios con c4lulas esucariontes
han mostrade que los grupos metilo se adicionan a bases nitre-
genadas de pre-mRNA, antes que ocurra el procesamiento (Nevins,
19873) . Lo anterior parece ocurrir con poca frecuencia o estar
ausente en orsanismos inferieres (Nevins, 1983). = El pre-RHA
ribosdmico (pre-rRNA) de célulac humanas v de Xenopus lacvis ge
modifica con la adiciédn de mas de 100 grupos metilo ernr sus basaes
nitregenadas v en la ribosa d2 nucledtidoe especificos (Maden,
1988). El1 RNA de tranferencia tambien presenta metilacién an
bases especificas (Rich v RajBabhandarv. 1976). Otras moleculas
biologicas capsces de metilarse son las prateinas (Havashi v cal
1276; van Hcoldz, 198%). Aunaue e ceonoce la existencia de aste
fenomenc en carbohidratos v lipldos, se ha prestado poca atencién

a 2llc (Hirata v Axerold. 1980)



Como puede netarse, la adicién de metilos a las macromolécu-
las es un fentmeno de amplia distribtucisn entre los organismos v
va en muchas publicaciones se ha irtentadc explicar la importan-

cia biolégica v los mecanismos que la ariginan

METTILACION DFEL DNA

El analieir del DNA de un gran numero de =species biolégicas
muestra que la metilacion es un fendmenc ampliamente distribui-
do a traves de la escala filogen2tica, Asi. e@ste evento se obser-
va desda lar bacterias hasta lo¢s vertebrados vy plantas; =in
embargo, es posible que existan algunas especies donde esté
ausente {adams vy Burdon, 1985; Marinus, 1987; Razin vy Riggs,
1980) .

La adicidon de grupoes metilo se efectla  después del paso de
la horquilla de replicacién sobre la hebrs nueva de DNA Y en el
surcao mayer., vy na interfiere con el apareamiento de 1lags bases
{Gold v Hurwitz, 1964). La metilacién se efectua mediante la
actividad enzimatica de metilasas (metil transferasas), sobre
bases espacificas de secuensias partviculares {Gold v Hurwits,
1464) , La molécula provadora universal del grupo metile es la S-
adenosil-L-metionina (AdoMet). que se origins por la transferen-
~ia enzimatica de la adenosina del ATP a la metionina (Cantoni,
1975) Se  conace muy pace acerca del mecanismy de reaccion  de
transterencia del grupo metile a lag bases. aungue por lo menos
se han descrito dos fases: la de reconocimienta del sitio v la
fase e catadlisis. Actualmente se sabe que la metilacisn de

procariontes y eucariontes difiere en las bases metiladas de cada



uno d=  =J1os. En procariontes =2 presenta la metilacidén de la
3denina v la citosina, mientras en eucaricontes ocurre solo se
metila la citorgina t{Marinus 1987; Razin v Riggs. 1980). Las
posiciones de adicion del metilo en ambos casos son los mismos
dentro de la base: en adenina =25 =] nitrégeno & (N6-m2A), Vv en
citosina es en el carbono 5 (5-meC) y excepclonalmente en el

nitrégeno 4. (N4-meC) (Wilson y Murrav, 1991).

SISTEMAS DE METILACION DEL DNA EN BACTERIAS

El estudio de cerca de 10,000 cepas bacterianas muestra qus,
la metilacion es comun entre las bacterias de todos los nichos
acoldgicos v grupos taxondmicos (Wilson y Murray, 1991). Esta
metilacion se da principalmente por la codificacion cromosoémica o
plasmidica de sistemas genéticos conocidos come sistemas de
Restriccioén-Modificacion (R-M) (Wilson vy Murray, 1991i). En 1la
mayoria de los casos, estos sistemas se integran por dos protei-
nas de actividad enzimatica diferente: es una endodesoxirribonu-
cleasa (R}, v la otra es una metiltransferasa de DNA (M). En
estos sistemas las endonucleasas catalizan la ruptura de la doble
cadena del DNA, va se=a 2n el sitic de reconocimiento o a distan-
cia de aste; por 21 contrario, las M catalizan la adicién de
grupos metilo a una misma base de cada banda del sitio de
reconocimiento, y de esta manera evitan el rompimiento por las R
(Wilson v Murray, 1991). Los productos de metilacion estén
restringides a tres productos: N6 metiladenina, S metilcitosina y
N4 merilcitosina.

Los H-M se clasifican en tres tipos, de acuerdo a la compo-

gicién de enzimas. requerimiento d4e cofactores, simetria del



sitie de reconeccimiento v la posicisn del rompimiento del DNa.
Los ristemas tipo I se componen dea tregc pclipeptides: R (proteina
para corte del DNA), M (proteina para metilaczién del DNAY, v &
(proteina que confiers especificidad de c=spacie). En este sistema
la unioén de R a su secuencia de reconocimiento requiere AdoMet v
ATP, vy el rompimientc del DNA ocurre en una pogicién remota al
£itio de reconocimiento. La M tiens preferencia por DNA hemime-
tiladoe v =21 producto siempre es N6-metiladenina: lacs secuenclas
que son reconocidas scon asimétricas (Bickle, 1987; Wilson v
Murray, 1991). Los sistemas tipa II., son los méas simples y mas
numerosos. Las R v M actuan de manera independlente con
requerimientes minimos. Las R requieren magnesio (Mg), actuan
como dimeros vy gortan en 2l sitio de reconocimiento; las M
requieren AdoMet, son activas como monémeros, la metilacién
ocurre en el sitio de reconocimianto v se pueden generar los tres
productos diferentes de metilaciédn; sus sitios de reconocimiente
son basicamente simetricos (Bickle, 1987; Wilson y Murray, 1991)

Los sistemas tipo III (codificados en P1 y p1SB), son los menos
abundantes Vv en ellos 15 subunidad M confiere especificldad de
secuancia para la restriccién v la metilacién. La subunidad M per
se actna como metilasa. mientrae que come heterodimero con  1le
subunidad R actia como metilasa v nucleasa., La metilacidn re-
quiers AdoMet v la restriccién, ATP. En presencia de ambos cofac-
toraes s£e genera una competzncia del propio heterodimero por la
medificacidén v restriccien en la misma reaccién, Los sitios de
reconocimiento son asimétricos, no estan interrumpidos y de 5 a

& nt de2 leongitud. El corte ocurre aproximadamente a 25 nuclebdti-



des  del sitlo de reconocimiento (Bickle, 1987: Wilson y Murray.
1991)

Por lo general., se acepta que los sistemas R-M son activos
en la pratecclon de las células de la adquisicién de DNA extra-
fic {(particularmente de virus). Otras funciones alternativas
incluyen: a la reparacion, la recombinacién del DNA, vy la regula-

cién de la expresidn genética.

SISTEMAS DE METILACION EN ESCHERICHIA COLI K12

E. colli Ki2 28 una especie con 3 sistemas diferentes de
metilacisn de DNA que modifican aproximadamente el 2% de sus
adeninas y 1% de citosinan. Los sistemas EcoK (pertenece sl tipe

1 de R-M) v Dam metilan a adenina, mientras que la metilasa Dcom

I. Sistema Eco¥

El sistema EcoK se encusntra codificades en el minuve 99 del
mapa genético v se integra de los genes hesdR, haedM v hadS. El gen
hedM codifica para la metilasa HsedM. Esta enzima tiene un peso
molecular de £2 kDa v su actividad de metilacién la efectua sobre
la segunda adenina de la secuencia AAUC(BN)GTGC {(donde N puede ser
‘cualquiera de las cuatro bases) (Sain y Murray, 1980). La propor-
cién de adeninas modificadas por esta enzima en relacién al total
de las adeninas metiladas existentes, es de cerca del 1% (Mamelak
vy Bover. 1970). La funtién de este sistema de metilacién es  1la
descrita previamente para los sitemas tipo I R-M: es declr, para

el autorreconscimiento de DNA durante la restriccién de DNA



axtrafo que penetra a las cé&lulas. Sin embargo. este sistema no
as esencial para la viabilidad celular, va que mutantes en este

sistema no se ven alterados &n su cicle de divisién celular.

II. La metilasa Dam

La metilasa DPam (metilasa de adenina de DNA), estid codifica-
da por el gen dam en el minuto 74 del mapa genético (Lobner-
Olesen v col. 1992). 3u composicién peptidica de 278 aminoascidos
se organiza en una cadena sencilla zon un peso molecular de 32
#Da (Herman y Modrich, 19823). Funciena coms un monémere y metila
la adenina de la secuencia simétrica S5'GATC 3', entre 1.5 y 10
minutos después del pasc de la horquilla de replicacién (Campbell
v Kleckner. 1990). La metilacién Dam estéd asociada a varios
cambios fenotipicos v a algunas procesos importantes del cicla
celular.

Por 1la existencia de un desfaeamiento temporal entre la
replicaciédn v la metilacion, el DNA recién sintstizado =sta hemi-
metilado, v por lo tanto es distinto al resto del genoma. Este
estado hemimetilade del DNA proveé un lapso de tiempo durante el
cual algunos procasos celulares son activados o suprimidos. A
continuacidon se axponen los usos celulares rpotenciales de esta
informacidén sSuperinpueste por este estado de transicién de la

metilacion.

1. Reparacion de aparcecamientos erréneos {(mismatch),
La espacificidad de la reparacién dependiente de metilazién
estd determinada por el estadce de metilacién de las secuencias

GATC. Un hateroduplex que lleva modificadas las dos cadenas en

@



GATS no e un sustrato adecuado para la reparacién dependiente de
asta metilaciéen. Las moleculas ne metiladas e corrigen 1ndis;
tintamente en cualquiera de las dos hebras, mientras que el DNA
hemimetilade se repara sobre la hebra nc metilada (Messer vy
Nover-Weidner. 1988). La hebra modificada sirve como molde v los
sitioes GATC hemimetilados actian como seflal para discriminar la
hebra hija de la hebra parental (Modrich, 1991). Este sistema
puede operar en cualquier direccién v sobre una distancia sus-
tancial, ya que los sitios GATC pueden controlar la correccion de
mismatch localizados a kilobases de este (Bruni y col. 1988). Sin
ambargo, sitios GATC locslizados a mas de 2 Kkpb del mismatch
parecen ser relativamnente débiles para promover la reparacién.
5in embargo, Barras y Marinus (1988), mostraron en su analisis
teoérico de secuencias de DNA. que no existen zonas <carentes de
GATCs mayores de 2 kpb. Ademads de su capacidad para responder a
patronas de metilacisn del DNA, este sistema es capaz de reco-
nocer apareamientos erroéneos diferentes; los estudios in wvitro
sugieren que de los ocho apareamientos no complementarios posi-
bles, solamente C-C puede ser refractario a ls reparaciéon. o6-T,
A-C, A-A v G-G son buenos.sustratos y T-T, T~-C v A-G, se corrigen
de alta a baja eficiencia en funcién de las secuencias que los

flanquean (Modrich. 1989; Hodrich, 1991}

La reparacién dirigida por metilacién requiere de los pro-
ductos de cuatro genes mutador=2s.mutH, L, S v‘U; de la proteina
8SB  (proteina de unidn a hebra sencilla}, DNA polimerassa TII@,
exonusleasa 1. exonucleasa VII, RecJ exonucleasa v ligasa. Ademés

se requiere de cofactores talas como ATP, lcs cuatro dNTPs v



NAD+ . La informacion sobre el mecanismo de la reaczidn ne =28
completa. pars los estudios in vitro con lor preductos de 1o
genss mut, acoﬁlados con un analisis de los intermsdiarics de  la
reparacion revelan varias caracteristicas importantes de la
reaccién {Modrich, 1989: Modrich, 1991: Lahuae y col. 1989)

La correccion de un mismatch se inicia ¢on  1la  interscsién
espacifica de MutS (97 kDa) con el mismatch; este interaccidn
promueve la formacién de una asa =n forma de alfa en presencia
de ATF. MutH (25 kDa). 25 responsable del reconocimients del
sitio GATC mas cercanc v cataliza el evento primaric que confiere
agpacificidad de hebra sobre la reaccién dependiente de metila-
cion, Esto es, actua como endonucleasa d2bil. dependiente del
Mg2+, para cortar la hebra no metilada del DNA hemimetilado: <con
esto S5e marca e) extrems v la orientaciédn para iniciar la repara-
clén. Esta reaccién es dependiente de un mismatch y requiere
Muts, Mutl e hidralisis de ATP. MutL (70 kDa) funciona coma
homodimero v como interfase proteina~proteina entre MutS y  MutH,
mas que interaccicnar con 21 DNA; s=in embarse ne se ha atribuidoe
alguna funcison simple a esta proteina. Estudics de huella de
protaina en DHA (footprinting), muestran que MutlL se une al
complejo heteroduplex-MutS en pres:ncia de ATP. Una vez que se
gehera el corte en GATC, las reacclones de excisidon v resintesis
las catalizan 1las proteinas DNA helicasa 1II, evonucleasa I,
exocnucleasa VII, exonucleasa Rz=cJ. DNA polimsrasa III v ligasa.
La informacién zoncerniente a estas etapas es muy limitada. " Sin
emtarge. &l muped de fragmentas de ascisién ha revelado que  la

escision es bidireccional, esto es. se puede iniciar en cual-



quisr extrema, ya sea 3' o 5' del mismatch pero en el sitios de
la hebra donde se efactud el corte por MutH (Modrich, 1991
Lahuae v col. 1989},

La naturaleza discriminatoria de hebra especifica funcicna
en la reparaciéon postreplicetiva de =rrores sintiticos del DNA.
Actualmente existen avidencias claras pare afirmar que la corre-
ccion de errores dirigida por metilacién, contribuve en gran
wedida al mantenimiento de lo fiaelidad informaciconal del cromo-
soma bacteriano. Las células mutantes dam (deficientes on metila-
§3 ULam). muestran cambios fenotipicos en ralacidn a las capas
silvestras. Come resultado de la deficiencia en metilasa Dam y =n
condiciones normales, la tasa de mutacidn espontinea se {ncremen-
ta. un efecto que se atx‘ibu‘;'e a la pérdida de capacidad de
discriminacion de hebras durante la reparacion dirigida por 1la
metilacién Dam (Carraway v ccol. 1987; Marinus v Morris, 1975}
Ademas de este fenotipo mutador. las c2lulas dam- son hipersensi-
bles a luz ultravicleta v 8 mutdgenos gquimicos que inducen susti-
tucion de bases (bromouracile v Z-amincpurina) v omutaciones de
corrimiento de mensais (Yeaminocacridina v oxazolopiridocarbazol
(Marinus v Morris, 1974; Marinus y Morris, 1975), Estes andlogos
de bases ejercen sus efectos a nivel de sintesis de DNA, lo cusl
indica que las lesiones ocurren durante la replicacién (Marinus vy

Morris, 1974: Marinus v Morris. 197%5)

2. Regilacion de la expresidn genética.

La metilacidn del DNA puede regular procescos celulares a

través de su capacidad para alterar las interacciones entre



proteinas v el DNA. Esta interacclon esta involucrada en la ragu-
lacién genétiza a nivel de transcripcién, va que la presencia o
ausencia de metiles puede ser una condicién para que esta inter-
azcion sea la adecuada. La expresisn d=2 varios genes de E.
coli se modifica por la presencia de GATCE en lap regiones ~35 v
-10 de sus promotores (Barras v Marinus, 1989; Marinus, 1987) .
Algunos genes tienen una actividad transcripcicnal maver en un
eséado hemnimetilado {(despuzs de la replicaczidén © en mutantes
dan-)', mientrar otros tienesn una respuesta contraria, es decir,
6 expresan meior cuando estan mztilades en suz dos hebras.

La transposicién de In5 se incrementa de 5 a 20 veces en
cepas dam-, deficientez an metilacién de adenina en GATO; =2llo me
debe a que el gen tnp (que codifica a la transposcnasa). tiene un
GATC en la region -10 dq su promotor v su expresion es maver que
en célulat gilvestres (Barras v Marinus, 1989: Messer y Nover-
Weidner. 1938). Los transposones IS10 v Tnt0O estan regulados por
una ferma mas compleia en relacidon a la metilacien Dam. Thio
exhibe una tasa de transposicisn alta en mutantes dam, Este
afecta  =r una consecusncia directa de la ausencia de metilacidn
en dos sitios GATC =n la IS510 de su extremo derecho. Un sitic se
encuentra ean la regién -10 del gen de la transposonasa v en
ausencia del grupo metilo en este sitio, la transcripcidén del gen
se incrementa. El segundo sitio ©std =n =1 extremo opu=sto de la
5310, justo en =1 sitio de unién de la transposcnasa v la ausen-
cia de matilacian en aste sitio activa este extremo come  un
substrate para la transposonasa. La combinacién de leos efectos en

estos dos ritios GATC incrementa a mas de 100 veces la transposi-

1o



ci¢n de IS10 (Barras v Marinus. 1989: Marinus, 1987; Messer vy
Nover-Wedner ., 1988).

Los  genes  trpR v trpS, involucrades en el control de 1la
expresicn del oper4an de triptofano., tienen GATCs &n  su regién
prometera;: su actividad promotora se incrementa de 2 a 3 veces en
celulas dam- (Barras v Marinus. 1989: Marinus, 1985). Un efecto

similar se observa para los genes malk, @alPO. plnS v sulA, los

cuales tienen GATCs en sus regiones regulatorias (Barras v Mari-
nus, 1989; Messer y Nover-Weidner, 1988)

La expresion de los gen2s recA. lexA, sulA. uvrA. uvrB y
dinF (regulén 3038} también se increments de 2 a 6 veces en cepas
dam- . aunque de ellom solamente gulA tiene una secuancia GATC en
su  promotor (Peterson, 1985). Lo anterior parece indicar que en
ausencia de metilacién Dam occurre un ajuste en el nivel basal de
la expresién de=l sistema SOS, para mantener la viabilidad celu-
lar; de =sta forma, también se explica la letalidad de las mu-
rantes dobles dam~recA-. dam-rec-  dag-recC-. dam-rec- das-
lexA- v dam-polA- (Marinus y Merris. 197%: Peterecon, 1378%5)

Un efactto contrario, de inactivacion., se obegerva en 1la
exprzsion de log genes dnaA v miosC. Los promatores dnalP vy micP
contienan cada uno un s6lo GATC en su regién ~35. Su expresisdn se
va disminuida de 0.5 a 0.25 veces en cepas dam- {Barras y tari-
nus. 1989: Messer v Nover-Weidner, 1988). Las proteinas DnaA y
MinC se requieren para el inicio de la replicacién vy son regula-
das negativamente por DnaA: esto suglere que la expresion de
astos genes se reduce después del paso de la herguilla de repli-
cacion como un evento clave en el control del ciclo de replica-~

<ién v por lo tanto del cicle celular.

11



La expresién de penes codificados en bactaricfapgos también
sea modifica por su estado de2 matilacisn en sitios GATC. El  gen
mom (modificador de Mu) pertaneciente al fago Mu, v que modifica
adeninas del mismo fago, tiene tres sitios de reconocimiente de
Dam. La metilacién de estos tres sitice estimula la transcrip-
cion de mom por lo mence 20 veces., v en cepas dam- =1 gen noe  se
expresa (Marinus, 1984: Marinug, 1987). El gen cre ccdificade en
el bacteriéfago P1, contiene tres promotores; el promotor Pl, el
mas alejado tiene dos sitios Dam en gu regidn -35. La expresién
de este promotor se incrementa de tres a cuatro veces en cepas
dam-: =2n cambic el promctor P2z, aunque ti=ne un sitio GATC en s8u
regién -35, no muestra diferencia en su expresién en células

silvestres v dam- (Marinus. L19&7)

3. Control de la replicacién cromosoémica

La metilacién en adenina de GATC esta asociada con el con-
trol de la replicacion del genoma de E. coli (Marinus. 1987). EL
crigen minimo de replicacicon, opriC con 245 pb, contiene 11 sitios
bam, lo cual significa que tiene 10 veces mas de lo esperado por
acurrencia aleatoria. Sin embargoe. la metilacién de estos sitios
no parece ser esencial para la replicacién cromosdmica, va que
las células dam- son viables. Por otra parte, existen evidencias
experimentales ‘suficientes que indican que la metllacién se
requiere para la iniciacion eficiente de la replicacién. Observa-
siones realizades por Messer v col. (1935 sobre la transformazién

tiestizisente  Jde mutantse sjam.

con minicromoscomas metila

Llevan oriC <omce udnirce arigen de replicacién, hizo pensar qua la



metilaciéon Dam podria ser importante paras el inicio de la repli-
cacién. Posterisrmente Russel v Zinder (1988), mostraron que
las moléculas de DNA hemimetiladas son sustratos de afinidad baja
para la replicacién. Louarn y col. (1990), mostraron que la
velacidad de las fases de progresién de la horquilla de replica-
cibn v la terminacidén, no se afecta por el estado de metilacion
Dam en oriC. También l1a enzima Dam estd invelucrada en el control
de la iriciacién de la replicacion., v aunque 21 mecanismo de este
~entrol se desconoce, Boye v Lebner-Olesen (19891, demcstraron
que 1la coordinacién del la inicilacidn en E. coli puede ocurrir
solamente cuando el nivel de Dam intracelular estéd cuidadosamente
repulada. Las concentracionés altag o bajas de Dam son compati-
bles con una ocurrencia de iniciacién aleatoria en el tiempo,
mientras que. la 1iniciacién sincrénica se observa en niveles
intermedios de Dam, Las observaciones recientes reaiizadas por
Campball vy Kleckner (1990), permiten plantear un modelo mas
completo acerca de la participacién de la metilacidn Dam en el
crigen de replicacién para el inicio de este proceso. La observa-
cién acerca de que la matilacidn de oriC v los promotores de dnaA
requieren una mayor tiempo, 10 a 12 min (20 a 30% del ciclo
¢elular), después del paso de la horquilla de replicacidn, hace
suponer gque ocurre un secuestro de estas regiones durante su
astads hemimetilado. Pasiblemente esto ocurra a nivel de la mem-
brana externa, donde podria quedar blogueada la interaccion dal
DNA con la proteina Dam v la RNA polimerasa, Lo anterior correla-
ciona con una taia en 2l nivel de transcripcion del gen dnaA
thasta un 10%} (tZampbell v Kleckner, 1990), v por 1le tanto

tambisn una baja en la sintesis de DnaA. una proteins indis~
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pensable en las estapas tempranas del inicic de la replicacién.
Esto  implica que despuéas de cada inizio de replizacidn continua
un intervale de tismpo da coordinacién entre la reiniciacion de
oriC v la axpresion de dnad.

En resumen, todo parece indicar que el s2cuestrs de oriC v
dnan, de la maquinaria de replicacién v la RNA polimerasa respecs-
tivamente, no parmite las reiniciaciones prematuras v proves de
un lapso de tiempo para avanzar hacla =taepas de progresién de la
replicacién v fases tardias del :iclo de divisidn celular. BSin
embargo, esté de acuerdo con la propuesta de que la hemimetila-
cisn de oriC permite su adheeién a la membrana externa, v por  lo
tanto se asegura la segregacién cromosédmica adecuada hacia las

~¢élulas hiias (Campbell v Kleckner, 1990),

IIl. La metilasa Dcm

La prateina Dcm (metilasa de citosina de DNA). es una metil-
transferasa c¢onsiderada varlante de leos sistemas R-M  tipo II.
Consta de cerca de 473 aminonacidos para un pesco molecular aproxi-
mado de 53 kDa. Esta proteina modifica la citosina interna de la
secuenciz 5'CC(A/TIGG3’. El gen dem, =cdirficador de esta protei-
na. se localiza en el minuto 43 del maps cromosédmico v se integra
de 1600pb (Bhagwat v col. 1986; Schail y cal. 1990)

En el extremo 3' de dem =& encuentra sobrzlapade =1 gen vBr
v se tranecribe a partir d=l wismo promotaor de dem (Sohzil v col.
1990). El productoe codificads en ver os la proteina Vsr que
participa en el procesa ds reparacion de {fragmentos pequefios

(¢10 bases), «onocido como "verv short patch”. La manera de
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arganizacién de estoe dos genes predice ciertas ventajas para sus
funciones celulares, va qu2 Vsr constituve parte del sistema de
reparacion que puede corregir apareamientos erroéneos surgidos
por la desaminacién de S-meC (Sohail v col. 1990)

Una metilasa de citosina similar a la de E, coli K12 ecta

codificada en K coli ¢ y en plasmidos del grupo de incompatibili-
dad N (3om v cel. 1987; Urieli-Shoval, 1383); estas proteinas
reconocen la misma sscuencia v la misma posicion de metilacién de
citosina que Dem. La matilasa M. EcoRI1 codificada en pléemidoe
forma parte de un sistema de modificaciédn-restriccion tipo II
conocide como EcoRI1. El alineamiento de las secuencias de DNA vy
aminoc4acidos de la metilasa codificada en  plasmide v la Dom
muestra una similitud de 68.2% v 66.1% respectivamente, lo Jque
suglere un origen comin (Sohail v col. 19490},

A pesar «de sSu distribucién amplia en las  enterobacterias,
las funciones biclégicas de la matilacién de citosina ‘en la
pecuencia CC{A/T)GG no ha side todavia entendida, ya que mutantes
decm v E. coli B no manifiestan cambioe fenctipiceos apreciables en
relacién a las cepas silvestres. Sin embargo. astudios gen=ticos
‘muestran que S-med esta asoclada a algunos procesog netabdlicos
d=21 DNA. La presencia de citosina matilads incrementa la tasa de
mutacién espontans=a por Reneracién de apareamientos no complemen-
tarics v reduce la tasa de mutacion inducida por luz ultrévioleta
(Coulondre v col. 1978: Glickman v col. 1986). También estd aso-
ciada a cambios an los niveles de recombinacidn homdloga de
plasmidos. bacteristagos v cromosoma bacteriano {(Korba v Haye,

1982A: Xarba v Havs, 19828).
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1. La metilacion Dem y mutacién aspontanea

El surgimiento de apareamientos errsdnsos puede ocurrir por
razones diferentes: sin embargs, las razones principales son
tres: 1) dabida a errores de la replicacién: 2) a causa de 1la
acclén de factores celulares externos (mutagenos); v 3} por la
{nestabilidad inherente de la citosina v la S5-meC. En condiciones
fisiologicas normales., la citosina tiende a desaminarse esponta-
neamente, y al convertirse en uracilo resulta en la generacién
de apareamientos erroneos U/G. Este dafio al DNA se corrige por la
N-glicosidasa que libera la base nitrogenada del residuo de U,
Los sitieos spirimidinicos son entonces reconocidos por endonu-
cleasas especificas de estos sitios para completar la reparacién
del dafo causado (Lieb, 1991).

La S5-me” es mas iné;table que la citosina en condiciones
fiminlogicas. su desaminacién espontAnea genera timina y conse-
cuentemente apareamientos equlvocados T/G. Coulondre y col.,
(1978}, mostraron que =itios CCAGT <n lacl scn sities de alta
mutabilidad por genaracién de modones ambar (TA3) en la secuencia

CCAGG  debida a desaminacion de S-meC. Este efecte se observe en

ceras d= E. coli B. daonde ne exigte la metilacién =n citogina.
Para contrarrestar el efecto premutagénico causado por la
desaminacién esponténea de 5-meC o vor errores de replicacisn,
E. coli Ki2 contien2 =l sistema de reparacién conccido come VSP
(varvy short patch}), qQua repara fragmentos pequefos de DNA  marca-
dos por la presencia de aparcamientos T/G (Sohail, 1990: Lieb.

1991}, Este sistema consta de 18 endonucleasa Vsr de cerca de 18

kba. va mencionada antes. de MutH. MutL vy ODNA Polimerasa I
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{#odrich. 1991). Aunque la manera precisa de como se realiza la
reparacion por este sistema no estd bian entendida, se conoce la
actividad endchucleasa de Vsr tHennecke y col. 1991), Esta pro-
teina pueda cortar en hebras dobles de DNA en las secuencias
especificas CTWGN/GGWCN o NTWGG/NGWCC (W puede ser Ao T y N
puede gser A, T.C o G). El corte endonucl=olitico se realiza en las
secuancias del T/G. especificamente en la cadena donde se encuan-
tra T; también se sab2 que no es necesaria la presencla de grupos
metilo an la citosina de la hebra no cortada de la secuencia
sustrato. El corte deja libre al extremo 2' hidréxilo de la base
advacente a T. y al estremo 5' correspondiente al fosfato de T

{Hennecke v col. 1991).

2. La metilacioén Dcm v otros procesos celulares

Un incremente =n la tasa de recombinacién de mas de 4 veces
{comportamiento hiper-recombinante), fue observado en el bacte-
riotags  lambda v plasmidos raplicados en cepas arl- Foarka v
Havs ., 1982A. llorba v Havs. 1982B). El analisis cuantitative del
S-meC taotal de plasnido y fage lambda replicades en cepas arl-
muestra que ocurre una disminucién del 50 v 70%, respectivaments=,
de S-meC. La interpratacion actual a este fenémeno es qua, proba-
blemente. el producto del gen =rl gea un factor necesaric para la
actividad eficiente de 1la metilasa Dcm. En ausencia de este fac-
tor. la actividad de Dem puede no ser éptima y las secuencias
CCLA/T)IGG se pueden metilar parclalmente: lo sitios hemimetilades
v/o no metiladoes podiian ser blanco prefarencial de lesiones al
DNA. v a su vez podrian ser reconocidas como substratos recombi-

nogenicos (Korha v Hays. 1982A; Korba v Haye. 1982B)
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Por otra parte. los estudics in vitro & in vivo &n =21 pen
lacI de B. coli muestran que la formacién de fotoproductes  (6-4)

pirimidina~-pirimidona con luz UV se

en los =itios
TC{A/T)IGG cuando existe la metilacién Dem, mientras un  efecte
contrario ocurre en mutantee dcm {(Brach v Haseltine, 1982: Glick-

man v col. 1986)

En resumen: =l papel biclégico de la adenina metilada en E.
coli se conocs solo en parts, pero =1 papel dz la citosina meti-
lada en 1os sitios Dem se desconace. Por ello, se considerd
importante continuar con los estudies sobre la citosina metilada
en E. coli. Para =zeto. &n este trabajo se plantearon tres estra-

tegias principales:

1. Determinar en que gRéneros de Eubacterias se encuentra presente
aste patrén de metilacidn, Responder a esta pregunta  permite
conocer si  Se trata de un patron comun a las Eubacterias o se

encuentra presente unlcamente en algunos ganeros.

2. Realizar un analisis de su distribtusién en un nimero represen-
tarivoe d2 secuencias de DNA de E. coli presentes en el GENBANK.
Estos analisis representan una altarnativa interesante v comple-
mentaria a los enfoques experimentales. Por ejemplo, Barras v
Marinus (1988), llevaron a cabo un analisis do exte tipo para
adenina metilada. Este analisis reforzé en buens medida los datos
aexperimentales sobre su particlpacion 2n el proceso de reparaciédn

afectuade por el sisztema MutHLSU, dapendiente de metilacién Dam.

snremants 52 publicd un anslisis de la metilacion Dom | ques



parmite proponer qua esta metilacisn es importante para  detarmi-
nar la frecuencia da ciertos colisonuclaétides en el cromoscma de

E. coli (Merkl v zol. 1992).

3. Estudiar si los patrones de metilacién Dam y Decm se  mantienen
durantae la respuesta celular a un estras de calor. E. coli K12
ofrece una respussta al estrés caldérico que se caracteriza por
la induccién de la expresion del regulon de estrés calérico . La
induccion se manifiesta como la sintesis incrementada v transi-
teria de cerca de 20 proteinas ‘lag proteinas de estreas calérico)
v una disminucién de la exprasién de las proteinas 2n  ganeral
{Lindquist, 1986: Neldhardt v van Bogelen, 1987). En estd estra-
tegia se planted¢ probar la hipotesis de que durante la raspuesta
celular a estreésg calérico, el DNA que se sintetetiza puede no
metilarse. Es posible que durante el estrés calérice la sintesis
baia de proteinas en general podria afecter de alguna forma el
estado de metilacién Dam o Dem del DNA bacterfiano, ya Sea por una
sintesis disminuida de ambas metilasas. o por la pérdida d= su
actividad enzimatica a causa de su desnaturalizacion por caler.
Esto implicaria., para el caso de la m=2tilacién Dam, que el siste-
ma de correccién que depende de esta metilacidén dejarie de
funcionar en forma correcta. En el caso de Dem, la generacién
transitoria de sitios Dom hemimetilados pedria inducir, como va
se mencioné. dafic al DNA e hiperrecombinacién. Por lo tanto, la
inhikicion transiteria de la metilacion padria inducir un incre-
mento en aventos mutazeénicos., que a su vez incremetaris la varia-

bilidad poblacichnal.



Lea primera estrategia, 1llevada a cabo en otro trabajo.
muestra que la metilacidn Dcm solamente se encuentra en  géneros
de la familis Enterobacteriaceae que estan relacionados sstrecha-
nente a Escherichia:- Shigella, Citrobacter, Salmonella y
Klebsiella (Gémez-Eichelmann y cal. 1291). Los resultados de 1la

segunda v tercera estrategia se presentan en este trabaio.



MATERIALES Y METODOS
MATERILIALES

1. Cepas de E. coll, plasaidos y bacteriofago utilizados en este

trabajo.
CEPA Caracteristicag y referencia de su origen
Ce00 thr- leu- thi- F- lac- (Bachman, 1972).
C600 Nal come C500 mas Nall (Hanahan, 1963)
GM30 thr- leu- thi- his- lac~ @tr-
{Marinus v Morris, 1975).

GM31 zome GM30 mas dcm- (Marinus y Morris,
1975})

GM33 F- dam- (Marinus v Morris, 1975).

AB1157 F- thr- leu- thi- lac- arg- (Kenyen y
col. 1986).

w3iie Prototrofa F-

PLASMIDOS
pPBR322 ApY TcT (Balbas v col. 1986} .
pLN4a ApT Tc¥ groEL groES derivado de pBR32S

{Favet v col . 1988).

BACTERIQFAGO

Pivir litico (Miller, 1972).

2. Medios de cultivo utilizados.

Los medlos de cultivo se esterilizaron en autoclave a 110°C,
a 15 libras de presion v durante 25 minutos.

MEDIV LURIA (LB}

Bacte triptons i0 g
Extracto de levadura 5 b4
NacCl 10 2
Timina 0.002 g
NaQOH 2.5 M 1 ml
Apua desionizcada 1000 ml



MEDIO EM PLACA CON AGAR SEMISOLIDO (L1)Y.
Medio LB 1000 ml
Bacto agar 20 g

MEDIOS EN PLACA CON ANTIBIOTICOS

tivas.

MEDIC MINIMO (M5).
Preparado <omo M1
Traonina
Leucina

con la

HMEDIO MINIMO (W71},
Preparado comc M1 con la
dos histidina. leucina v

MEDIO EN PLACA MCCONKEY.
Medio MeConkeyv
Agua desionizada

HEDIO LURIA EN PLACA CON
LB

caCl. ©0.28 M

Dextrosa 20%

Después de la esterilizacidn del medio de <cultive Li se
adiciond 21 antibiatico requeridoe en sus concentraciones reepec-

Ampicilina 200 mg/mi

Cloramfenicel 25

Espectinomicina 25

Estreptomicina S0

Kapamicina 25

Acide Nalidixice 20

Tetraciclina 25

MEDIC MINIMO (M1)

NH,C1 1 7

KPO, 3

NaPO,, 6

NaCl 0.%

Bactoagar 20

Daxtrosa 20% s 10 ml

MESO, 287 3 mi

Vitamina Bl 0.1% 0.16 ml

Agua desionizada 1000 ml

adicidn de:
20 ug/ml
20 ug/ml

adicion de 20 ug/ml de leos aminodci~
treonina .

50 g

1000 ml
CALCIO.

500 ml

S5 wl

S ml

I~
[



3.

MEDIO TES 2X (pH & 51,

Pnliatilenglicol 8000 20%
Dimetil sulfoxidoe 107
Clorure de Magnesic 50 mM
Madio LB

MEDIQ AGAR BLANDC DE LURIA CON CALCIO (LCAB).

Madio Luria 1% ml
Nacl 4 g
3.5 g

0.25 M 5 ml

20% S ml

Agua desionizada 500 ml

MEDIO DE DILUCION PARA BACTERIAS (MD}
MES0,, . 7THZ0 2.5 g
Agua desionizada 1000 ml
Soluciones y buffers empleados.

SOLUCION DE PRONASA (Smg/ml).

Pronasa (Merck) 50 mg
Trizma-HCl 10 mn, NaCl 10nmn 10 ml

Incubar por 60 minutos a 27°C v almacenar a -20°C,

BUFFER TE 10X

Trizma-hase 3.027 g
EDTA 0.570 g
Agua desionizada 500 ml

BUFFER TBE 5X

Trizma base g.45
Acido bérico 0.45 M
EDTA 0.05 M

SOLUCION DE RNAsa (10 mg/ml).

RNAsa 100 mg
Acetato de sodin 0.1 M

EDTA 3.3 x 1075 pH &.5 10 ml

Hervir la s2lucién de enzima por 5 minutos -a BO°C

SOLUCION I

glucosa S0 mM
EDTA 19 mM
Trizma HCL pH 8 25 mM
Lisozima 4 mg/ml

N
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SOLUCION 17

NaCOH 0.2 N

5DS 17

SOLUCION III

Acetato de Potasio M

acido acatico glacial 5 M

SOLUCION PARA ADSORCION DE BACTERIQFAGO Plvir.
CaClyp 1.66485 g

MgS0O,, . 7H20 7.395 g

Agua desionizada 101 ml

TRIPTONA 17%.

Triptona 1 g
Agua derfionizada 100 ml
SOLUCION DE ACRILAMIDA 20% Y BIS~ACRILAMIDA 0.8%,
Acrilamida 30 g
Big-acrilamida 0.8 g
Agua desionizada 100 ml

PERSULKFATQ DE AMONIO 107%
Parsulfato de amonin 100 ng
Agua desionizada 1 ml

SECUENCIAS DE DNA DE E. coli 12.

Una muastra repr

zentativa de 49 secuencias de DNA de E. coli
cdel GENBANK release 5%.0. fueron usadas para este estudio. Las
cecuencias E£eleccionadas =stan distribuidas aleatoriamente en el

mapa genitjce v representan cerca del 4.5% del total de nuclesti-

dos del «aromosoma bacteriano. Las secuencias  son; ECOACE
17.7400) ECOAMPLUFR  (5,482b),  ECOARABAD  (4,473b). ECOARACK
(1.172b), ECOBIRA {2.491b). ECOBTUCED {2,800b), ECOCARAB

{5,227b), ECODLD (2,340b). ECODNAZX (2,218b). ECOFHUACD (4,607b)
ECOGALLYS (4.295b), ECOGLTA (12,063b). ECOGLTX (1,514b), ECOGUABA
(23.531b), ECOHSZDY (2.528b)., ECOILVIH (2,323b), ECOLAC (7.477b)

ECOLIVJIK2 (1,107b), ECOLP28 (1,688b). ECOMALB (6,545b), ECOMUTH
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SOLUCION IT

NaOH 0.2 N
sSDs 19
SOLUCION III

Acetato de Potasio IM
acido acetico glacial &M
SOLUCION PARA ADSORCION DE BACTERIOFAGO Plvir.
CaClg 1.66485 g
Mgso,, . 7H20 7.295 g
Agua desionizada 100 ml
TRIPTONA 1%.

Triptona t g
Agua desionizada 100 ml

SOLUCION DE ACRILAMIDA 30% Y BIS-ACRILAMIDA 0.8%.

Acrilamida 30 g
Bis-acrilamida 083 g
Agua desionizada 100 m}

PERSULFATO DE AMONIQ 10%
Persulfato de amonio 100 ng
Agua desionizada 1 ml

SECUENCIAS DE DNA DE E. coli 12.

Una muaestra repra2sentativa de 49 secuencias de DNA de E. coli
Jdel GENBANK release 55.0, fueron usadas para este estudio. Las
cecuencias seleccionadas e2sgtén distribuidas aleateriamente en 2l

mapa genatica v reprasentan cerca del &.5% del total de nucledti-

dos del cromosoma bacterianc. Las secuencias son: ECCACE
(7,740p) ECOAMPCFR  (5,482b), ECOARABAD (4,478b), ECOARACK
€1.172b), ECOBIRA {2.491b), ECOBTUCED (2,600b), ECOCARAB

{5.2270), ECODLD (2, 340b). ECODNAZX (2,218b). ECOFHUACD (4,607b),
ECOGALLYS (4,295b), ECGGLTA (12,063b)., ECOGLTX (1,514b), ECOGUABA
(2.531b), ECCHSDK (2,528b). ECOILVIH (2.323b)}, ECOLAC (7,4770),

ECOLIVJKZ (1,107b}. ECOLP28 (1,688b). ECOMALB (6,54Sb), ECOMUTH

24



pos distintos.

CALCULO DE LA VIABILIDAD CELULAR.

Para determinar la viabilidad celular de los <cultivos., se
tomaron alicuotas de 100 ul de cultivo en la fase ge crecimeinte
deseada v se diluveron en MD hasta 10-% o 10-%. Se sembraron en
placas de L1 volumenes de 100 ul de las dilucicnes, y se incuba-
ron a 37°C de 12 a 18 horas. El numero de <#lulas viables se
obtuvo de la suma de las colonias por plsca multiplicado por 10 vy

por el factor de dilucion.

TRANSFORMACINN BACTERLANA

Se empled el Método descritso por Chung v col. (1989)., Se
inocularen 10 ul de cultive fresco de la cepa deseada en 10 ml de
medio LB. El cultivo se hize & 30°C con agitacién constante
hasta una DO de 0.4 a 550 nm. 5e tomé 0.5 ml de cultive vy se
mezcld con 0.5 ml de medic TSS 2X; se homogeneilzd parfectamente vy
la mezcla se transfirié en volumenes de 100 ml 2 tubes eppendorf.
Se adicionarcen cantidades variatles d= DNA (de 100 ng a 1 ug), se
mezc16 v ese incubd en hiele durante 32 minutos. Posteriormente se
di® un estres de 43°C durante 5 minutos, v 52 regresaron  1og
tubos a 30°C por S minutos mas. A continuacion se afladieron 900
ul de LB dextrosa v =2 incubd a 37°C con asitacién 3 a 14  horas.
La seleccién de c#lular transformantes se hizo por sembrado
directo de 100 ul del cultivo =n placas de seleccién adecuado v

se incubaren de 12 a 14 horas a 37°C.

PROPAGACICUN DEL BACTERIOFAGO Plvir

Para la propagacion de Plvir se inccularon 10 ul de cultivo



fras~a 42 la cepa 00 Nal &n 10 ml de LB vy se dejé crecer a 390°C
hasta una 0O de 0 4 (2 x 108) calulas /ml). Se afiadio CaClz a una
conzentracion final de & mM. Un ml de <ulvivo se mezeld con 5 ul
de Pivir (103 utp/ml). La mezcla se incubd a 37°C  durante 20
minutos. sin agitasién v se sembré por vaciado, empleando medio
LCAB, en placas de LC. Las placas se incubaron a 37°C por 8 horas
v se afjaddié 1 ml de LB v se incubd a 4°C durante 12 horas. Con
una espatula se recuperé la capa de agar blandc de la placa con
2]l lisado: &= afjadieron 5 gotas de cloroformo, se mezcld vigoro-
samente y se centrifugd a 8000 rpm a temperatura ambiente por 10
minutos. Se recuperd el sobrenadsnte { donde esta Pivir) v se

adicionaron 200 ul de cloroformoe (Miller, 1972).

TITULACION DE Pilvir

Para titular el fago se utilizd la cepa sensible AB1157. Se
inocularon 100 ul de cultivo fresco de AB1157 en 10 ml de LB v se
dejo crecer hasta una DO de 0.4 a 37°C. El cultivo se concentré
10 veces por centrifugacién v volumenes de 100 pyl se mezclaron
coen: 100 nl de una solucioén de CaCly 15 mM, 100 pl de lisado
fagico en concentracién de 10-5, 10-6 v 10-7. A la mezcla se le
affadié¢ 2.5 ml de LCAB a 137°C, se homogeneizé por sgitacién v  se
sembrd an cajas de medio LC. La incubacién fue de 12 a 14 horas a

37°C (Miller, 1972).

TRANSDUCCION COM Pivir.

e hizo un cultivo de fase logaritmica de crecimiento (DO
0.4) de la cepa GM31 v se concentrd 10 veces por centrifugaciédn.
Para realizar la adsorcién de Pl se adicionaron 1los siguientes

compuestos: 500 ul del cultivo concentrado, 500 ul de CaClp 15 mM
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3¢ mM Yy 500 ul  de lisade « =n Una concentracion

g % 107 ufp/ml, para tener una propearcicn 4e inteccién de un fa

par cada 20 bacterias. En 105 controlas de infec:sion se sustituve

Plvir por medio LB. Los inarzdisntss se mzzclaron suavenente v se
incubaron a 27°C 20 miputos =in agitasisn. La mezcla se centrifu-
B0, se dashech’ 21 sobrenadante. v la pastills se lavd dog  veces

con MDD, Finalmente. la

regusrpendis en HD v se

an placas de medio

M7 « 200 ngsml de estrepromici-

nat  (Miller. 1972)

METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

PURLIFICACION DE PLASMIDOS POR LISADOS CLAROS

Para la purificacién de pTasmidos se siguieron dos métodos
cimilares:

1. LIZADOS CLAROS SEMIPURIFICADROS.

Los cultivos en diferentes fases de cr=scimiento v bajo

diferentes

ndicionas s cosecharan por centrifugacidn a 7000
rem por 5 minuteos a 4°C. Se recuperd la pastilla v se mezcld
suavemente  <on 2 ml de pronasa (5mg/ml), 2 ml de 3D3 10% v  se
incubsa a 37¢C una hora sin agitacién hasta qua la solucién quedd
clara. A zontinuacién se agrego 0.5 ml de HaOH 3 M y s2 fncubd 30
minutos a temperatura ambiente. Se adicionaren S.4 ml de NaCl &
I, v £& mantuvo en hiele 2 a 14 horas. Para =2liminar 21 complejo
SDS-NaCl-DNA  cromosomico, se <2ntrifagéd a 10.000 rpm durante 15
minutog & « °C. 3Se recupers 2l sobrenadante, v para precipitar el
Dl sz agresd polietilenglicol 8000 o 6000 2 una concentracién

final de 10%. La solucion e incubd de 4 a 1a horas a 4°C. E1 DHA



e obtuve por centrifugacion a 7,000 rpm por 15 minutos a 4°C oy

la pastilla =2 resuspendis

2n 500 pl da TE. Para eliminar la
contaminacién con  RNA, =2 agregaron 40 ul de una soluclén de
RNAsa 10mg/ml v la mezcla g2 incubd a taemperatura  ambiente du-
rante 30 minutcs. Para desproteinizar la seolucidn se =xtrajo con
un volumen de fenol egqulitrado con amortiguador TE vy varics
valumenes de cloroformo. la fase acuosa se recuperd siempre. Para
precipitar 21 DNA de afadieron 1:2% de Natl & M v 2 volumenes de
etancl absaluto. La precipitvacidn se raeslizéd toda la noche a  4°C
v al dia siguiencte se centrifugd a 10.000 rpm de 10 a 15 min a
av, Decspués d= secar la pastilla se resuspendid en TE i1X ¢ en

agus desionizada v esteril.

2. LISADOS CLAROS.

Los cultivos se cosecharon por centrifugacién a 7,000 rpm
durante 10 minutes. Las pastillias se resuspendieron en 1 nl de
sclucidn I con RNABa v 8¢ dejaron a temperatura amblente durante
10 min. Para lisar & las bacterias se agregaron 2 ml de solucidén
I1I. v se mantuvieron en hiels por 10 minutos. Para precipitar el
DNA cromosomico = adicionaron 1.5 ml de solucién III. me dejéd en
hiele durante 10 minutes v = centritupgd a 10,000 rpm por 15 min
El scbrenadante se racuperd v se mezcld con un voluman de  fenol-
cloraformo 1:1 v se@ centrifugd 3 min a 10,000 rpm, La fase acuosa
superior se mezcld con 2 volumen<s de etanol absoluto v se incubd
a -20°C de 12 a 14 horas. El precipitado s= centrifugd a 10,009
rpm  por 15 minutas. la pastilla obtsnida se lavo con etancl  al
70%. se secd v §ir resuspendid en 40 o 50 ul de arua desionizada y

estéril (Maniatis v =21, 1982).
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DIGESTION DEL DNA CON ENIIMAS DE RESTRICCION.

El ONA fue digeridoc con diferentes enzimas de restriceion en
una ralacion constante de una unidad de enzima por cada micreogra-
mo de DNA; de acuerdo al protocole recomendads por leos provedores
{Bethesa Research Laboratories v New England BioLabs). Las enzi-

mas que se utilizaron fueron: Mbol, Dpnl. EcoRII. v BatNi

VISUALIZACION DE FRAGMENTOQS DE DNA POR ELECTROFORESIS.

Se prepararon geles de acrilamida al 72 v se montaron en
camaras de electroforesis varticales (Maniatis v c¢ol. 1982). Las
muestras de DNA digerido se mezclaron en una relaciéon 1:5 con
colorante de ficoll. se depositaron en el gel v sBe corrié la
electroforesis a 140 volts durante 2 horas. El gei fue tehildo con

bromureo de etidio (0.5 ug/ml) v se& fotografid

ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE DNA.
El smistema Pustell pars =21 anAlisis de secuencias fue usado
para analizar las secuencias de DNA v su traduccién en aminodci-~

dos .
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RESULTADOS

I. DISTRIBUCION DE LOS SITIOS DE METILACION EN DNA EN ADENINA

{DAM)} Y CITOSINA (DCM).

1. Frecuencia de los sitios Pam y bcm en el cromosoma de E. coli.

La frecuencia de los sitios GATC (sitios Dam) v CC(A/TIGG
{sitios Dcm) en las 49 (207,530b) secuencias de DNA cromesémico
de E. coli K12 pe datermine mediante la division del numero de
bases totales entra el numero total ds sitios. Los valores que se
obtuvieron fueron: un sitio Dam cada 2i4b, un sitio CC(A/T)GG
cada 351b., un sitio CCAGG cada 804ab, v un sitio CCTGG cada 623b.
Los valores de frecuencia para los sitios Dam fluctuaron entre
82b v 660b por cada sitlio. mientras para Dem ne fueronh mencres a
250b ni mayores a 1.179b por sitio. La distancia entre dos
sitios Dcm o dos sitios Dan no fue mavor a 2000b. Los intervalos
n  los  valores de frecuencia de los sitios Dem  por secuencia,
revela que estos sitios no estén distribuides uniformemente en el
cromosoma de E. coli

La frecuencia eegperada para estos sitios si su distribucién
es al azar es: un sitio CC(A/T)GG cada 512b, un sitio CCAGG o
CCTGG cada 1.024b v un sitio Dam cada 256b. La frecuencia de
astog mismos sitios cal:sulada por la aplicacién de=l analisis
sarial de Markov es: | eitio CCAGG cada 707b. un sitio CCTGG cada
497b v vi zitlo GATC cada 173b. Los rasultados de este trabajo

muestran una frecuencia de sitios Dem mayor que la esperada por



ocurrencia aleataria. pero menor que la eseperada por el an&lisis
de Markev (Phillips v ¢ol. 1987). La frecuencia de los sitios
Dem  calculada en este trabajo {un sitio cada 351b), es parecida
al tamaic promedio de los fragmentos obtenidos por gradiente de
centrifugacién después de la digestion de DNA de E, coli © con
BstNI (380b). Los sitior (CTGG fueron mas frecuentes que los
sitios CCAG3., como Be esperaba de la frecuencia de los tetranu-
rleotidos €CAG, CAGG, CCTG, CTGG, v de loe trinucleotidos CAG y
CTG.

En consideracién de la sugerencia de que el contenido de
sitios CC{A/T)GG podria ser proporcional al contenido de C+G, se
realizé el andlisis de la frecuencia de sitios bDcm contra el
porcentaje de C+G (Bayen v Dalmon, 1976}; en la Figura 1 se
muestra una correlacién baja entre estos dos parametros. Con
raspecto a los sitios Dam, Barras v Marinus (198R8), 2n un anéli-
si8 de 79.333b encontraron una frecuencia promedio de un sitie
por cads 222b, el anadlisis presente muestra un frecuencia maver

de acurrencia. un glitio Dam cada 214k
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Figura 1. Correlacion entre la frecuencia de sitios bem v el

porcentaje de (C+G) de las secuencias de K. coli K1Z. Los numeros

en la curva corresponden a las 49 secuencias de DNA enlistadas en

Materiales y Métodos,
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2. Frecuencia de los sitios CC(A/T)GG, CTAGG, CCAAG, CTTGG Yy

CCTAG en regiones codificadoras y no codificadoras.

Debido al requerimiento de regiones no codif: ras  para
este andlisis. 25 secuencias de DNA de mayor numer. de bases
fueron seleccionadas para calcular la frecuencia de los sitios
Dem vy los sitlos CTAGG. CCAAG, CTTGG y CCTAG (sitios P: secuen-
clias que podrian sureir por la desaminacioén espontanea de 5S~meC
an los sitios Dem}. Los resultados en la Figura 2 muestran que la
frecuencia de los sitios Decm v CCTGG es mayor en region codifica-
dora que en la regién no codificadora. La frecuencia de CCTGG en
ragiones no codificadoras fue similar a la frecuencia azarosa
esperada. Por el contrario, 15; sitios CCAGG fueron mas fre-
cuentes en reglén no codificadora que en repldn codificadora.
Estos resultados sugieren una seleccién positiva para CCTGE, vy
negativa para CCAGG en la region codificadora.

La frecuencia de los sitios P g2 determind debido a que
estos sitios pueden ser generedos por desaminacién espontanea de
S~meC en las secuencias CCAGG/GGTCC y CCTGG/GGACC (Coulondre vy
col. 1978: Lieb. 1991). La frecuencia de los sitios P fue mucho
mas baia que la frecuencia aleatoria predicha o por el método de
Markov (Phillips y col. 1987) Como se muestra en la Figura 2, lo
anterior es especialmente cierto para CTAGG vy CCTAG: la baja
frecuencia de estos dus sitios puede deberse a una fuerza selec-
tiva negativa que opera sobre estas secuencias, ya que ambos
sitios contienen el tetranucleotide CTAG v el trinuclaotido TAG.

Estas secuencias son de las menos abundantes an g, coli, ya que

contienen al codon TAG de terminacion d2 la traduccién (Phillips
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v o cel. 1987). A pesar de la baia frecuancia de los sitios P,
estos se encontraron con frecuencia maver en regicones codificade-
ras que en regiones no codificadoras

La frecuencia de los sitics Dam se 4ztermind¢ también en  las

25 secuencias. La frecuencia general fue dz un sitio cada 213b,

“n la rvegién <xdificadora de un einic ads 17

todificadora a2 un sitic cada 302t Estas walores

los repertados por Barras v Marinus (1228), para egtos sities.

B 3 DO 0

CUAGG COTCG

oA MW conirimanora g L::C'I'_HFIC:AUOHAI

( —d

Figura 2. Frecuencla de log siting de metilacién Dom en 2l DNA de
E. coli K12, Las aituras dz las barrac repressnten log valores
promedic de la frecuencia de los sitios Dem, correspondientes a
25 de 1las 49 secuenciac de DNA utilizadas en este estudic. La
frecuencia esta dads como el numers de sitios Dom per cada 1.000

taseg. W puede ser A o T.
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Figura 3. Frecuencia de sitios P en 21 DNA de E. coli K12. Las
alturas de las barras corresponden a los valores promedio. ds=
las frecuencias de los sitios P, obtenidos en 25 de laz 49 se-
cuencias usadas <n este estudio., La frecuencia se muestra como el

numere de sitics por cada 1,000 bases.
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3. Distribucién de los sitios Dcm en el cromosoma de E. coli.

Para determinar el patrén de distribucién de los sitios Dem,
se analizaron 1las trece secuencias de mayor numere de Dbases.
Estas secuencias constituveron un total de 109,495b (87,111b
secuencias codificadoras vy 22,384b no codificadoras). El procedi-
miento fue similar al seguidp par Barras v Marinue (1988). Un
vacio se defini¢ come una regién de por leo menos 1,024b sin
sitios Dem v un grupo como una regién de 200b <on 3 0 mas Sitios
Dem:  esto  corresponde a tres veces menos o a 8 veces mas del
valor promedic para un sitio pem {un sitio cada 35ib).

Los resultados indican que estos sitios no exhiben un patrén
de alternancia vacio-grupo-vacio-etc., u otro patrén regular de
distribucién, como el repovtado por Barras y Marinus (1988) para
los sitios Dam. La sobreposicion de la distribucidn de los sitios
Dam y Dcm no muestra alguna relacién entre ambos patronas.

En las 13 secuencias se ldentificé un total de 24 grupos vy
11 vacios. De los grupos, 22 de ellos se localizaron en regidnes
coditficadoras, v 2 an regiones ne codificadoras; 8 vacios ag-
tuvieron presentes en regidén codificadora. uno en no codificadoras
v  dos que incluveran region codificadora v noe codificadora. La
Tabla I muestra leos principales grupos y vacios de este analisis.

Las fecuencias ECOCARAB v ECOUNCT mostraron una distribucion
de los sitieg lam v Dem difersrente a la del resto de las secuen-—
cias analizadas La sscuencia ECOCARAB que contiene a los genes
GarA v carid contiene des regionee vaciae de sitics Dem, Yy tres

para Dam. De manera general. un vacio de Dem o Dam contiene



sitics  Dam > Dom recpectivament=:. £in embargo, <esta secuencia
contiens un vacis para Deom v otre Dam traslapados en 21 gen carB
(Figura 4). Por otro lado. la s=2cuencia ECOUNCC, la mas grande de
todas las secuencias analiczadas, contiene el operdn unc, que
codifica para las ® subunidades de la ATP sintetasa, el origen de
replicacidn ori v 7 genes mas. Esta escuancia contiens polament2
un vacio para sitice Dem. v & grupos de beom localizades princi-
palmente en el operoéon unc
Aunque 1la funcién de =sta distribucidén no se conoce, es

probable que particips en la int=sraccisdn DNA-proteina v./c¢ DNa-
membrana, vy que sea importante para la replicacién del DNA o la

regulacién de la expresién genética.

Ecocarab

\Q?O 20100 30LOO 40|OO 5000 b
"“iﬁ!lf“' A R car_ B

Vacios de sitio Dem [1297 b 10 149% b ]

Vacios de sitio Dam { 193 ¢

[

Figura 4. Lacalizacién de regiones vaciae de citioe Dem en . la
secuentia ECOCARAB. En <larc v obscuro, regiones codificadeoras v

no coditicaderas. rscpectivamanta.
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TABLA 1. IDENTIFICACION DE LOS PRINCIPALES VACIOS
Y GRUPOS DE SITIOS DCM.

SECUENCIA VACIO(b) LIMITES GRUPQ® UBICACION

ECOACE 3/56 1,518-1,671

ECOCARAB 1,401 3,027-4,517

1,207 1,547-2,843

ECOGLTA 1,869 264-2,122 3/33 11,464~11,408
3/87 12,120-12,202

ECOLAC 1,264 4,280-5,543 4/82 7,083-7,184

ECONRDA 3/110 4,815-4,924

ECOTHR 3/93 279-371

ECOTHRINF 1,489 6,061-0,539

ECOUNCC 4/68 3,728-3,815
4/147 182-309

* NUMERO DE SITOS DCM / NUMERO DE BASES.



4. Ildentificaciéon de genes con frecuencia alta vy baja de sitios

bcm.

En las 49 secuenclas gue se analizaron en =ste trabaio, se
identificaron los ganes que presentaron una frecuenczia de sitios
Dcm  mayer de dog veces v manor de 0.5 veces c¢on respecto a la
frecuancia promedic de 2#stos sitios en la regisn codificadora tun
sitioc Dem  cada 330b). Los genes con alta © bafjs frecuencla en
sitios Dcm se muestran en la Tabla II. Cinco de los hueve genes
~on fracuepncia altra en Doem pertenecen al operédn unc, lo acual
coincide con la presencia de grupos d= sitios Neom en la secuencia
ECQUNCC. La integrazidén de grupos por esta caracteristica no
permitié identificar otras caracterist;:as comunhes entre eastos
genes. Del total de genes analizados solo el 9% v 7% mastraron
una reduccion ¢ un incremento del doble o mas respectivamante, en
la frecuencia de sitios Dem. Un analisis similar se efeztud para
secuancias completas v para regiones ~odificadoras: sin embarge,
los datecs no indicaraon la existencia de grupos. Elle significa
que el intervalo de variacién de la frecuencia de lo sitios Dcm

es estrecho 2n el cromosama bacterianc.
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TABLA II. GENES CON FRECUENCIA ALTA Y BAJA
DE SITIOS DCM®.

TAMANO

GEN (b) SECUENCIA F**  PRODUCTO

FRECUENCIA ALTA:

unctC 420 ECOUNCC 70 ATP sintetasa, subunidad epsilon

rpsP 249 ECOTRMD 63 Proteina ribosomal S16

unel 393 ECOUNCC 98 ATP sintetasa, polipeptido Uncl

uncf 471 ECOUNCC 118 ATP sintetasa, subunidad beta

915 388 ECOUNCC 144 Proteina G156

uneG 884 ECOUNCC 144 ATP sintetaza, subunidad gamme

suceh 870 ECOGLTA 145 Succinil-CoA sintetasa
subunidad aifn

gidB 824 ECOUNCC 156 Proteina GidB

rnH 468 ECORNHQ 1686 Ribonucleasa H

FRECUENCIA BAJA:

dld 1,716 ECODLD 1,716 D~lactnto deshidrogenasa

ecoK 1,385 ECOHSDSK 1,385 Enzima EcoK subunit

lacs 1,264 ECOLAC 1,254 Lactato permeasa

pheA 1,181 ECOPHEAE 1,161. Corismato mutasa-prefenato
deshidrogenasa

birA 988 ECOBIRA 988 Proteina bifuncional BirA

trpA B07 ECOTGP 807 ‘lriptofano sintetasa
subunidad alfa

ecarB 3,222 ECOCARAB B05 Carbamoil fosfetato subunidad

alfa



fhut 798 ECOFHUAC 788 Proteina PhuC

nipA 747 ECOLP28 747 Lipoproteina 28

frdB 735 ECOAMPCF 735 Fumarato reductasa, subunidad
Fierro-Azufre

phoM 1,425 ECOPHOM 713 Proteina PhoM

mutl 690 ECOMUTH 880 Proteina MutH

trpC 1,359 ECOTGF 660 Antranilato {somerasa

¢ CON UNA FRECUENCIA DE SITIOS DCM MAYOR DE DOS 0 MENOR A
0.5 VECES, EN RELACION A LA FRECUENCIA PROMEDIO DE ESTOS
SITIOS EN REGION CODIFICADORA DE 25 SECUENCIAS: L SITIO
DCM/ 330b. SE ANALIZARON 318 GENES EN TOTAL.

*¢ LA FRECUENCIA (F) ES IGUAL AL NUMERO DE SITIOS DCM DIVI-
DIDO ENTRE EL NUMERO DE BASES DE CADA GEN,



S. Identificacién de genes con frecuencia alta en sitios bcm y
baja en sitios Dam y viceversa, genes con frecuencia bala en
sitios Dcm y alta en sitios Dam,

Es posible que los patrones de metilacién jueguen un papel
importante en 1la determinacién de la frecuencia de mnutacidn
espontanea del genoma de E. coli. Les sitics Dam y Dem podrian
definir dos clases de genes: una de genes c¢on una frecuencia de
mutacién mAs elevada que la de los genes promedio, y otra de
clase de genes con una frecuaencia de mutacion bala. Los genes con
tasa baja de mutacién podrian representar preferentemente a genes
de mantenimiento. mientras que los genes con una tasa de mutacidrn,
alta poedrian representar compartimentos del genoma con capacidad
mavor para conferir adaptacién.

51 se considera el efecto de los patrones de metilacidén Dam
v Dcm sobre la tasa de mutacidn. es posible que genss con balina
frecuencia en sitios Dam vy frecuencia alta en sitics bem y  vice~
varsa, muestren una glta v baja tasa de nutacidn respectivamente,
~omparados con genes con una frecuaencia promedic de sitios Dam vy
Dem. La tasa alta de mutacion puede debarse a une actividad defi-
clente del sistema de reparacidn dirigida por metilacidn Dam, vy
la probabilidad alta de transiciones C a T debido a la desamina-
clén de 5-meC en las secuencias CC(A/T)GG. Una tasa baja de muta-
cion podria ser a causa de una 2ctividad eficiente del sistenma
dirigido por metilaciin Dam para reparar aparegmientos erronecs vy
una probabilidad baja por desaminacion de S-meC. Con esta per-
spectiva se trato de identificar genes con una frecuencia alta de

sitios Dem  {(dos veces o mas que la promedio) v una frecuencia
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baia 0.5 veces ¢ menos) da sitios Dam v vizsversa. Solamente  un
gen de 138 penes analizsdos mostrd estas caracteristicas: wuncF
con un sitio Dam cada 471b v un sitio Dem cada 118b, No se iden-
tificéd ningun gen con frecuencia alta de sitics Dam v frecuencia
baia en sitios Dcm, o frecuencia alta em ambos sitios,

Este analicis sugiere que existen pocos genes con una  tasa
de mutacion alta o baja determinada principalmente por losg
patrenes de metilacién Dam v Dem. La tasa de mutacion esta deter-
minada por varios evantos enzimdticos compleios; en este analisie
solamente s2 consideraron los eventos ceoncernlentes @ la  desami-

nacién de S-mel v los sitios de metilacién Dam.

6. Frecuencia de los sitios P en genes con frecuencia alta y baja
en sitios Dem,

Debido a que la desaminacién espontiénea de S-meC puede dar
origen a los sitios P (Coulondre v zol. 1978; Lieb, 1991), v
estos a su vez, por el sistema VSP, pueden originar sitios Dcm
(Bhagwat Vv McClelland. 1992; Merkl v col. 1992), una posible
sorrelacién entre los sitios Dem y los sitlos P se determind.
Para este estudlo se seleccionaron un total de 28 genes con mas
de 1000b: 14 da =2stos genec prasentaron una frecuencia alta en
sitios Dcm (promedio de un sitio Dem por sada 229b) v los otres
14 genes presantaraon una frecuencia baja de sitics Dem  (promedio
de un sitio Dom por cada 732b). La frecuencla promedics de los
gitios P para los z2enes ton alta v baja frecuencia en sities Dem
fue de un gitic cada 2,573b v un sitio cada 1.705b respectiva-

mente. El analiris de 28 genes con un tamafia menor a  1,000b
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mostro resultados similares. Estos resultados sugieren una corre-
lacion inversa entre la frecuencia de sitios Dem v la  frecuencia
de sitios P La correlacién puede deberse a la conversién de
sitinos Dzm en sitos P por la desaminacién espontdnea de S5-meC o
por la conversién de sitios P a sitios Dem debide a2 la  actividad

reparadora del sistema VSP o por la combinacién de ambos eventos.

7. Sitios Dcm en oriC y promotores de genes.

Lo revicn oriC (sitic de origen de replicacién cromoadmics),
contiene una  frecuencia alta de sitios Dam, 11 sitlos en 250L
(Barras v Marinus. 1989). Estce 1l sitios estan precsentes en
E.coli, Salmonella tiphymurium, Enterobacter aerogenes y Klebsi-
ella pneugoniae (Cleary vy ceol. 1982). Como 82 muestra en 1la
Figura 5. el oriC d& Erwinia caratovora contiene 9 de los 11 dae
los sitios Dam (Takeda v col. 19827. El oriC de E. coli contiene
dos sitios Dcm, uno de los cuales se localiza entre los sitios
Dam 6 y 7, mientrae el ctro aestid en =l extremo 3' del sitio Dam
9, GATCCYTGG. Entre gl gitioc Dam 6 v &l segundo sitio Dem hay 50b,
los cuales contienen 4 sitios Dam v 2 sitios Decm. Los cuatro
sitios Dam estén presentes en las cinco especies bacterianas. Sin
embargo, zon excepcisdn del segundo csitio el cual esta unicamente
presente en E. coli v K. pneumoniae, lcg sitics Decm no se con-
servan (Figura S). Estos resultados sugieren que la metilacidn
Dam, pero no la Dem, 25 importante para la regulacidn del inicio
de la replicacién del cromosoma de las eubacterias.

Tambien sge determino la distribucién de los sit:os Dem en
lzs  promotores. Los promotoras d=2 los genes present=s en las 49

secuencias, asi como de los enlistados por Harley v Raynelds



(1987}, fueron analizados. Como se esperaba, ningun sitio Der me
=ncontrd en 1a region ~10. v solanente un sitio Dom esta presente
2n la reglion -35 del promotor en el gen gltA. Es probable que 1s
ausencia de sitios Dcm en los promotores asté directamente rela-

cionada a la secuencia particular de estas regiones.

ORIGEN DE REPLICACION MINIMO
Bam H

100 200

0
a) 44 i 4 § X

[ASHios Dam +Sitios Dcm ]

Figura 5. Distribucién de sitios de metilacién Dam v bem en el

origen de replicacién minimo en especies de la familia Entero-
bacteriaceae. a) E. coli, b) Salmonella typhismurium, =)
Enterobacter aerogenes, d) Klebsiella pneumonise, o) Erwinia

caratovora.
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8. Los sitios liem y la codificacion de aminoacidos.

La relacion entre los sitioe Dem y la codificacidn de  ami-
noacidos se determind en 55 genes (19,863 codones)., Para esto se
calculd  1a frecuencia de los codenes ACC (Thr), UCC (Ser), CCC
{Pro}, GCC (Alad, CCA (Pro), CCU (Prod. CAG (Gln) vy CUG  (Leu),
ast  como los mismes codones en los silties Dem. Estos codones se
eligleron porque en «tleos se pueds encontrar la 5-meC en las tres
posicicnes. primera, segunda v tercera. Del total de codones
analizados =21 16% (3.187 codenes) potencialmente podrian contener
5-m2C, pero saolo 178 (0.9%) contisnen a la citasina metilada. De
los 178 codones que contienen 5-meC, los mas frecuentes fueron
los que contenian a la citosina metilada en primera posicién, CAG
¥y CUG (64%): en la segunda (CCA., CCU) v tercera {ACC, UCC, (CC,
GCC) posicidn, =e encontraron en un 17% y 19% respectivamente de
dichos codones. El numero alto de codenes CAG fue sgorprendente,
ya que la desaminacidon de S-meC en este codén podria inducir 1la
transicién de € a T, v como consecuencia la ga2neracidén de un
codén de termind de lectura de RNAm (Coulondre v col. 1978; Lieb,
1991) .

La frecuencia de sitics Dcm varié entre los genes, desde un
gitic por cada 70b hasta un sitis cada 1.176b, por lo que 5€
determiné la composicién de amincacidos y el uso de codones en
ganes con diferentes frecuencias de sitios Lom. Para este anali-
sis los 5% genee <ce crganizaron en tres clases: Clase 1 (L,727
codones) . 15 ganes zon la frecusncia de Dcm mas baia {prome-
di¢ de un sitie cada 917b); Clase I1 (2,953b codones), 15 genes

con la frecuencia de sitios Dcm mas alta (promedio de un sitio
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cada 143b) v Clase [II (10.183 codones). 25 genee con una  fre-
cuencia de eitics Dem en &l intervale d= 222t a 590b  Sor  cada
sitic

La Tabla Ill muestra l¢s resultados de este anédlisis. La
composicién de aminodcidos en las tres clases de¢ genes es simi-
lar, aunque se epcontraron diferencias menores en el uso de
codones. Por ejemplo. CUG se usa con menor frecuencia en genes de
la Clase I. Sin embargs, no se pudo establecer ninguna correla-

21i6n clara en estos datos.



TABLA {II. USO DE SITIOS DCM PARA CODIFICAR

AMINOACIDOS?®.
AMINOACIDO GENES***

CODON®* CLASE | CLASE 11 CLASE IIf
Leu 10.5 8.5 8.9
cuG 47.9 57.0 65.0
Gln 4.0 4.0 4.3
CAG 68.5 72.2 72.4
Pro 4.5 4.2 4.7
ccu 15.5 22.4 12.2
CCA 18.1 24.0 16.8
cce LLS 12.8 6.2
Thr 4.9 5.2 6.2
ACC 47.2 51.6 53.2
Ser 5.6 4.0 ’ 5.0
ucc £5.3 17.8 23.5
Ala 9.6 11.0 9.4
GCC 26, 20.2 18.8

SOLAMENTE LOS CODONES QUE PUEDEN CONTENER 5-MEC FUERON
CONSIDERADOS EN EL ANALISIS. PORCENTAJE DE AMINOQACIDOS
EN PROTEINAS CODIFICADAS.

AMINOACIDO: PORCENTAJE DE AMINOACIDOS EN LAS PROTEINAS
CODIFICADAS POR LOS GENES DE CADA CLASE.

CLASE It 15 GENES: CLASE IIl: 15 GENES; CLASE IIL: 25

GENES.



IX. LA METILACION DAM Y DCM DURANTE ESTRES CALORICO

1. Efecto del estrés calorico sobre la metilacion Dam y Denm.

La informacién presente en la introducciin de este trabaje
muestra que no se conece una funcién de la metilacién bPcm en
condiciones normales de crecimlento. Sin embargs, se considerd
come una alternativa el estudidé de la metilaci¢én del DNA en
condicicnse de estrés celular (condiciones a las cuales E. coli
puede estar expuesta en un ambiente natural). El estrés calsrico
es una condicién importante para explorar en la busqueda de una
funcién celular posible de la metilacidn Dem, Come 52 mencionéd
anteriormente, durante un estrés de calor ocurren cambios bioqui-
micos que permiten adecuar a las célnlas a las nuevas condi-
cicones de su ambiente. Una respuesta bien conocida en E, coli es
el incremento en la sintesis de proteinas de estrés calorico v
una disminucién de 1la sinteseis de lac proteinas en general
(Neidhardt v van Bogelen, 1987)., Ez posible que bajo las condi-
riones de estrés caloérico el DNA no s2 metile correctamente. La
falta de metilacion puede deberse a una expresién baja de los
genes dam y dem. o bien a la pérdida de la conformacién activa
de 1las mztilasas Dam v Dcm. La disminucidn en la metilacién  Dam
puede incrementar la tasa de mutacién espontanea a causa de una
actividad reparadora ineficiente por el sistema MutHLSU depen-
dientz de la metilacién Dam. También puede modificarse la regula-
cion  del inicio de la replicacién, asi como la expresién de los
genes cuva regulacion estd influenciada por la metilacién Dam.

La inhibicién de la metilaciédn Dem puede originar un estado

hemimetilado del DHNA. Los sitios Dem hemimetilados pueden sufrir



rupturas. y com> consecuencia transformarse en un substrato para
las enzimas de recombinacién, Esto pu=de aumentar significativa-
mente la frecuencia de recombinacién, Kerba v Hays (1982), mos-
traron un incremento e. la tasa de recombinacion dependiente del
estado de metilacién Dem.

Para obszervar la metilacién Dam v Dem durante cheque térmico
se recurri6é al uso de la cepa (600 Nall' [(rasistente al $scido
nalidixico). transformada con el plasmido pBR3ZZ2, Cultivos de 1la
cepa COO0O/pBER322 en crecimiento a 3n°C se cambiaron Subitamente a
temperaturas de 44 s 47°C. La temperatura del estrés se eligiéd de
tal manersa que fuera lo suficiente alta como para disminuir el
erecimiento celular (que no fuera letal), y que al mismo tiempo
permitiera la replicacion del DNA, La fase de crecimiento loga-~
ritmico de pO 0.4 a 550 nm (2 x 108 células/ml) se escogiéd debido
a «que en esta fase las c4lulas presentan un crecimiento balan-
ceado que disminuve 1la influencla de otros factores =n  los
resultados de los experimentos,

El emplec del plasmide pBR222, para observar el efecto del

calor sobre la metilacidn, permitid identificar con mavor preci-
sién los fragmentos de restricciédn del DNA  que se obtienen por
corte  anzimatico. 31 s2 usa el DNA crowmosédmice para observar el
efecto del estrés. 2s probable que s2 generen fragmentos de
restriccion muv grandes que no puaden sapararse 42l DNA no  fraz-
mentade o csortado por causas diferentes al calor. Ademds, se
conoce el patron de restriccidn de pBR322 con diferantes  enczimas
talze comus Mbol. EcoRII v BstNI. v su numero de sitios de metila-

zién Dam (22) v Dem (6) (Balbas v col. 19863, Lo anterior permite
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identificar la lozalizacién precisa de los sitios Dcm no metila-
dos, Después de aplicar el estres, se purific¢ el plaésmido, Y
para observar su estado de metllacién se traté con enzimas que
cortan ONA no metilade en adenina y en citosina. Se esperaba que
2l DNA no metilads en adenina se cortara con Mbol (corta DNA no
metilade en la adenina de SATC), v que el DNA no metilade en
citosina se fragmentara en presencia de EcoHIl (corta en eitios
CC(A/TIGG no metilados en la citosina interna). E1 DNA hemimeti-
lado nc ce fragmenta con estas dos enzimas, por lo que no fue
posible detectarlo en este trabajo. Sin embargo., la falta de
corte en DNA con Mbol y EcoRII., puede ser debida a la inhibicién
de la actividad enzimAtica por exceso de sales., o 2 residuos de
fenol en la solucién de pBR322. Para desce;tar esta posibilidad,
en los experimentos de restriccisén del DNA se {incluveron con-
troles para constatar la pureza del plasmlido. En una mezcla de
reaccion de cads experimento se adiciond un microgramo del plés-
mide PBR322 no metilado en adenina de GATC o en citosina de
Ce(A/TIGG. Otra opcién fue cortar al plasmido con la enzima Dpal
(corta DNA metilado @&n adenina d2 GATC) v con BstNI (corta DHA

en sitiose Dem v no es sensible a metilacion en citesinal.

Despuss de la digestién enzimatica de pBR322, lcs fragmentos

e separaron en geles de acrilamida v se tifieron con bromure de
atidio.

.La Figura 6 muestra que la metilacién Dam no se afecta

cuandc se aplica un estres de 44-45%°C f(carriles 2) o un ostrés de

46-47°C  (carriles 3). Los carriles 1| represeantan c¢ontroles de

pBR322 no metilade =2n adenina de GATC sin cortar (£) v cortado
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zon Mbal (M), 31 existieran fragmentos de plésmido en los
carriles 2M v 3M similares a los presentes en =1 patrén de re-
striccion de pBR322 en el carril 1M, ello significaria que hubo
corte en los sitios GATC/CTAG v por lo tanto que existen sitios
GATC ne metilados en las dos hebras. El carril 3D muestra 1la
dlgestién con Dpnl, come se advierte, =1 patrén de fragmentos de
PBR322 generadc con Dpnl =5 muv parecido al resultante con 1la
enzima MboI. Loe controles © =e introdujeron para verificar 1la
integridad d=l plasﬁido, 28 decir, que no tuviera cortes por
razonze diferentes al tratamiento enzimatico.

La metilacion de citosina en los sitios CC(A/TIGG muestra
cambios cuando se exponen las células a cambics subitos de tem-
peratura. En el carril 3E de la Figura 7, correspondiente a un
estres calorico de 46-47°C, pueden observarse fragmentos de
plasmido cuando se lz digiere con la enzima EcoRIl; esta proteina
corta DNA en la secuencia CC{A/TIGS cuando la citosina interna no
esta metilada. También puede notarse que el patrsn de restriccién

no es gimilar al que 83 ve en =l carril 1E. 3in emberge, este

campico =n el patréan de metilacidin no s sbewrva (carril 2E),
cuand~  se dio un estres de 44-4% °C.  Los contralas (C) del DHa
ne  cartado con EcoRIT gz incluvercn para as=sgurar que los frag-
mentes cbservades fueran unicamente producto d=21 corts enzimdti-
co. Los controles 1C vy tE corresponden a pBR322, no metilado en
los sitios Dem. tratado sin v Con enzima EcoRll  regpectivamenta;
21 objietivo de =2ste control es comparar logs  patrones de
restriccién resultsntee de plasmidos cbtenidoz de células en
astrag v el patréon de un plasmido replicado en una cepa =in

metilacién Uom. En un intento por obtener un rendimiente éptimo
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de plasmido que pudiera ser cortads con EcoRIT, =21 estres caléri-
e se dié en fases d2 crecimiento d2 DO S.25 v Q.3 para  dar
oportunidad a que 21 plasmido =2 replicard mayer numero de veces;
los datos no se muestran. pere los rasultados fusron similares @

log obtenidos con una DO 0.4

Figura ©. Efecto del estrés calérico sobre la metilacid4n Dam.
Patrén  de vestriccién del plasmido pBR322 purificado 42 la cepa
Ce00 Nall 1t 2¢ un 2ontrol de pBR322 no metilads en la adenina de
GATC 2 v 3 corresponden a plasmidos de cultives incubados a 44
4% ¥ 4H~47 °C resp=activamente. : pBRAZZ, M: plasmidoe tratade

TO6N Mbel v D Plismide digeride con Dpnl.
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Figura 7. Efecto del estrés calérico sobre ls metilacién Dem.
Patrén de restriccion de pBR3I22 (capa CE00 Nall'y. 1 es un coltrol
de un plasmido no metilado en citesina. 2 vy 3 corresponden a
plasmidos obtenicdaz de cultivos incubados a 44-45 °C v 46-47  °C,
respectivamente. C) pBR322Z sin tratamiento con enzima, E) plasmi-

do cortado ¢on EcoRII
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2. Efecto del tiempo de estrés de 47°C sobre la metilacién Dam vy
Dem.

Para estudiar =i 2] patrén de metilacién Dam se mantiene
durante un estrés prolongedo a 47°C v si la disminucién de la
metilacién Decm es un evento transitoric ¢ permanents, las células
se incubaron por tiempos prolongados de 2strés. En estos  expari-
mzntos se eligieron tiempos de 4 v 6 haras de estres. En  la
Figura 8 se muastran 10s resultades para la metilacidn Dam. Los
carriles 1M v 1P carresponden al estade de metilacién Dam del
plasmide obrenido de 1a cepa C600 NalT despuss de 4 horas de
2streg  calo-rico. 1 zorresponde al plasmide  tratado c¢on  la
enzima Mbol que corta en la secu=ncia GATC -:uand_o no esta metila-
da la adenina. Puede neotarse gque no hav frazmentos de plasmido,
lo cual se interpreta como una ausencia de secuencias GATC/CTAG
no metiladas (secuencias metiladas en una sola cadena o matila-
das completamente no son sustrato adecuade para Mbol). Rerultados
similares se observaron cusndo el tiempo de @strés se incrementéd
a seis hnvas: 2M (plasmide tratade con Mbol) =5 similar a 1M, nc
hav aparicién de fragmentos de restriccian. En Iog carriles 1Py
2P se mumstra 2] patrdén de restriccién de pBR322 no metilado en
GATC/CTAG., que s5e adicione a la mezcla d2 reacciéan con  enzima
HboI como un control de la pureza del plasmido purificado después
del estrés calorico. La estabilidad del patrén de petilacién  de
adenina en GATC es noteoria a pesar de los tiempos preolongados de
estrés. )

En 21 caso de la metilacisn Dem, los resultados de un estrés

prolengado fueron diferentes a los de up estres de 2 horas. En la
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Figura 9 muestra los resultados. Los carriles 1E vy 2E, que
zorresponden a plasmido tratado con EcoRII después de 4 y 6 horae
de estrdas raspectivamente, no muestran fragmentos de DHA genera-
dos  por corte con la enzima. Loe carriles 1P y 2P con pBR322 ne
metilade en sitios Dem se incluveron como control de 1la pureza
del plasmido y la actividad adecuada de EcoRII en la mezcla de
reaccién. Lor resultados se corroboraron en experimentos poste-
riores. donde =2 observé un comportamiento similar de 1los pa-
trones de metilacidén Dam v Dcm al aplicar un estrés constante
desde el vprincipio de crecimiento del cultivo bacteriano. En
estos experimentos se did un estrés constante de 47°C hasta que
=l cultive alcanzé una DO 0.4 (region media de la fase de creci-
miento exponencial). La Figura 19 muestra log resultadoss: el
carril DamM muestra que no hay generacién de fragmantos de DHa
despu4s de incubar a pBR3I22 con la 2nzima Mbol. =1 carril Damd
es un control de purera del plasmido. que esta vez se incubé con
Dpni. ¢emo  pueds notarse, se obtuvo el patrén dé reatriccidn
esperade para este plasmido. El patron de metilecién Dem  tampoco
se vio alterado. como Se muestra en el carril DomE.  cuando  se
incubé al plésmido con EcoR1l; su centrel (carril DemP) de pursza
del plésmido con la adicidn de pBR322 no matilade en citosina
también muestra los fragmentos del plasmido asperadoe. Los resul-
tados muestran una dependencia de tiempo para la recuperacién del
patrén de metilacién =n citoeipa. Es dificil de sater lo que

sucede en relacion a la expreslon del gen dem - sy regulacién a

nivel de transcripcion baio las condicionss de estos experimen-
tos. Se conoce la axistencia de proteinas que se sobreproducen

durante 2l estrés calérico v que tienen una actividad de chapero-

57



nina sobre otras proteinas {Kumamoto., 1991): es probable que 1la
recuperacidén del patrén de metilazisn Dem sea el resultado de una
actividad optima de la metilasa Dem por el contacto ccn chapero~

ninas, durante estos tiempos prolcnegados de estrés.

Figura 8. Efecto del tiempo de estrés a 47 °C schre la metilacidn
Dam. 1 v 2 muestran los patrones de restriccién. de pBR322 obteni-
des después de una incubacidén de 4 v 6 horas respectivamanta. M:
plasmido tratado con Mbol, P) control de pureza del plasmide por

adicion de pBR3LZ no metilado en <itosina v trazado c¢on MbolI.
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Figura 2. Efecto del tiempo de estreés a 47 °*C sobre la metilacién
Dem. 1 v 2 corresponden a plasmidos obtenidos de la cepa C600
Nall después de 4 ¥y 6 horas de estrés., E: pBR322 tratado con
EcoRII, P) centrol de pureza del pladsmido; se afiadié a la mezcla
de reaccion pléasmido no metilado en citasina v se corté con

EcoRIl



Figura 10. La metilacién Dam v Decm durants estras calérico
constante a 47 °C. pBR322 se purificod de la cepa C600 Nalf des-
pués de una incubacién constante a 47 *C  y se cortd con enzimas.
Dam v Decm, son los patrones de restriccién pSra los sitios de
metilacién Dam y Dem, respectivamente. M) pBR322 tratado con
HMboI D) plasmide tratado con Dpni, E) plasmido cortado con

EcoRII, P) control de pureza del plasmido.
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3. Influencia de las proteinas GroEL y GroES sobre la metilacién
Dcm durante estrés caloricc.

Los resultados antericres nog gfueri2ren que podria  haber
factores que ce sintetizan 2 se acumulan durants peraicdos  largos
de estrés, v que pusden colaborar en la recupsracién del patrén

de metilacién Dem. Le actividad c ids

oL

& <chapsronina  aque

pose=n las protzinas GroEl v QroES conduios a emplearlas  para

]

probar =sta hipatesis, Para 28to se recurrid al uso del plasmide

e

multizoplia pLN44, donde £ encuentran clonados los genes groEL v

BroES. El numaras de coplac ds d=

sta plaemido permite una

gobraproduccion de las proteinas  GroEL v GroES. 3in embargo. los
plésmidos pBR3Z2Z v pLN44 pertznecen al misme grupce de  incompati-
tilidad. v no se pueden mantener juntcz =n una misma c2lula por
varias generaciones: esto nos llave a realizar los  exparimentos
de patron d= metilacién Dom en el mismo nlasmido pLN44. La Figura
1l muestra que la sobreproduccion de lac proteinas GroEL v GroES
esta involucrada de aisguna manera an =1 mantenimiaents del  patrén
de meztilacién Dem  durants estrés celérico. El  carril E
corraespeonde al plasmido tratade <on anzima EcoRIT v puads notarse

lz susertia e frasmentos

restricsién de pLNa4, lo que indica

que el patran 4de rectriccidn de Dom s= encuentra 2n condiciones

nermales ¢ qQue por 19 menos 21 DNA esté hemimatilado, Los
carriles ' v B son zontrolss del plasmido: © corresponde 2 plas-
mide ne tratade =2on enzima de restricsién. - 2 al plasmido trata-

de con 12 enzima BstNl quz fragmenta DNA indapendientamente de la
presencia o no de S-meC en los sitice Deom. Es dificil saber a qus

rivel

g0 de mztilszién actuan GraEL v SreES. Lo que  si



eg clarce es que hay una influencia impertante en el mantenimiento

del patrén de metilaciédn Dem después de 2 horag de estrés a 47°C.

Figura 11. Influencia de las proteinas GroES y GroEL sobre 1la

metilacion Dem durante estrés calorico. El plasmido pLN44 (groESs,

groEL) ee purifico de la cepa 600 Nall despuée una incubacién a

47 °C durante 2 horas. C) control de integridad del plasmido, sin

tratamiento enzimdtico., E) pLN44 incubado con EcoRII, o}

!

pLN4&
cortad> con BgtN1l
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4. Efecto del estrés calorico sobre la metilacién Decm en cepas

diferentes de E. coli K12.

Una vez descritc en la cepa CA00 Nall el fentmeno de la
disminucién de 1la metilacién Dem durante estrés de calor, el
siguiente pasco fue investigar si este fendmeno se presenta an
otras cepas de E. coli F12 o unicamente en la cepa C600, Para
esto se seleccionaron 4 cepas dif2rents=s: CH00, W3110, GM30 v 1la
AB1157. La cepa CH00 mostré resultados similares a su cepa iso-
génica €600 Malf, Cuando la cepa C600 se incubd a 47°C durante
dos horas. la restriccion del plasmide pBR322 con EcoRII mostré
la gena2racién de fragmentos d2 restriccién tipicos de este
plasmido, similares a los gen=rados en la cepa C600 Nall después
del estrés., El1 fendmenc contrario ocurrid con las cepas W3110,
GM30 v AB1157: es decir, no hubo generacidn de fragmentos del
plasmido cuando este se dirigié con EcoRIT. La Figura 12 muestra
estog  resultados: loe carrilee 1, 2 y 3 correspcnden a DHNA  de
plasmidos aobtenidos de las cepas W3110, GM30 vy AB11S7 tratados
con  EcoRI1. El «¢arril ¢ repreeenta un control del patrdon de
restriceidn  tipico d= pBR322 tratado con  EcoRII, j=epuss  de
afiadir a la mezcla dz reacciédn enzimitica de la cepa W3110 1 ug
de  plzemids  sin nevilacidén en log gitics Dom. En resumen., se
ohservé  aus la disminucien 32 La matilacion Dem a 47°C durante

d.e haras &£s un &venta Aquse anicamente ccurrid en la cepa C5H00.



s -4

Figura 12. La metilacion Dcm en cepas diferentes d= E. coli

durante estrés calérico. pBR222 purificade 32 cepas de E. coli v

tratado con  EcoRIi, después de 2 horas de estres a 47 2. 1:

W3110, 2: GM30, 3: AB1157 y P: control de pureza de pBR322.
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5. Efecto del estrés caloéorico en la metilacion Dca de una cepa

transductante para el gen dcm procedente de la cepa C600.

En estos experimentos se probd la hipotesis de que el fe-
némeno de disminucién de la metilacidn en citoeina podria ser a
causa de la presencia de un g=n dcm mutante en egta cepa, Yy por
lo tanto su producto la metilasa Dcm podria ser una proteina
sensible a la temperatura. Se efectud la transduccién del gen dem
de la cepa C600 a la cepa GM31 dem- igogénica a la cepa GM30,
previamente utilizada. La transduszién se realizé por medio
del bacteriofago Pivir, y ce =ligiéd como marcador al operén de
histidina que estd a menos de un minuto de dem <n el mapa genéti-~
co de E. coli. La cepa receptora GM31 es his- y dem-. Primero se
seleccionaren las transductantes His+, posteriormente se purificd
=l DNA de ectas cepaB v se cortd con EcoRII. Las posibles trans-~
ductantes His+ Dcms metilan la citesina, v por lo tanto su DNA no
debe ser digerido por esta an=ima.

La probabilidad de obtenar una cepa cotransductante His«
Dem+ era de 4 a 25%, por lo que se probaron un total de 20
transductantes de histidina v asi se identificd la cepa JRI1E His+
Dems+

A continuacién se realizé la transformacién de la cepa
resultante JR15 con el plasmido pBR322 para realizar log  experi-
mentss bajo las mismas condiciones que con la-CA00. Después de
crecer a »0°C a la cepa JR1S/pBR322 hasta una DO 0.4 (2 x 109
células/ml). se aplicéd un estres de 47°C durante dos horas, s=

purificé el plasmido. se incubd con EcoRII v me observd su patrén
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de reetriccién en geles de acrilamida. La Figura 12 mu=stra quea
no existe un patrén de rastricecién cuande el pléasmida es  tratade
<on ECORITY ‘carril EY. Kste indics Ja prerapcia de grupos metile
en  por lo menass uns de las cadenas de nuclestidas de)l plasmide
que no permiten su coarte con esta enzima. Les carriles ¢ v Poco-
rresponden a controles de la integridad del plasmide v de su
pureza. respectivamente. En el carril ¢ se trata de plésmide
incubado con la mezcla de reacciédn para EcoRII zon excepcién de
la epnzima v en el carril P se adiciond un microgramo de pBR322 no
metilado en leos sitios Dem y se muestra el patrén de restricciédn
esperads para este plésmido. El fensmens no parece ser depen-
dienta del producte del gen dom prevenicnte de la cepa €600, sine
dependiente del fonds genético v del contaxto :x2lular donde se

encuentre.
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Figura 13. Patrén de metilacion Dem de una ceps transductante del
gen2 dem de la c=spa TG00, pBRAZZ s2 purificéd de la cepa JR1S (dem
his) despuds de una incubacidn a 47 °C durante 2 horae v se traté
con  EcoRIl. . plasmido sin tratamiento enzimatico, E: pBR322

tratade con la enzima. P: contrel de pureza del plasmide.
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DISCUSTON

El coddn CAG se encontrd ~on maver frscuencia en los sitios
CCAGG. Est2 codon puede cambiar por desaminacidn espontéanes de
S-me’ a UAG. que es una senal para téarmino d= traduccién. Esta
observacion junto con una menor fracusncia observada de estos
sitios en regicn codificadera que &n no zodificadora, sugieres la
axistencla de una fuarza de seleccidn negativa sobre los sitios
CCAUG en la regioén codificadera. Por ctra parte., la frecuencis de
CCTGG  fue mayor en regiones codificadoras que &€n no codificado-
ras., vy CUG fue el codon de mayor frecuencia encontrado en estos
sitiog. La desaminaci¢én de S5-mel en CUG puede generar UUG, el
cual codifica para el mismo amincacido come CUG. 5in embargo, CUS
er un codon preferencial fuerte en 3. coli. Este hacho puede ser
importante para determinar una frecuencia mas alte en region

codificadora que en no codificadera.

La comparacién de las frecuencias de los sitios P en las
regicnes codificadoras sugiere que algunos sitios Dem  podrian
originaree de sitiss P o viceversa. La hipotesis de la conversién
de 1log zitiss P a sitlog Dem se ve apovada en la  abundancia de
pentanucledtidis v tetranucledstidos relacicnades a sitios Dem
{Bhagwat vy McClelland 1992; HMerkl v col. 1992), Estos estudlos
suglieren que el sistema de reparacidn V3P deplets al nzenoma de
gecuencias que contiensn T tales come CTAG, TAGG., CTTG v TTGG.
mientras 1o anriquece de las secuencias coéresnondxantes cen C,
CCAG. CAGG. CCIG v TGG. Esta dieminucion en el numera de sacuen-

clas ¥ ni ge observa =n Bacillus subtilis (Merkl v cel 1992)

By
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¥ © en Saccharomyces cerevisiae (Bhagwat y lcClelland 1992}
Estos  dos organismos no contienen gen2s homologos a dem v ver
Sin embargc, para apovar la hipétesis dz que la metilacién Dem v
el csistema de reparacién VSP determinan la disminucion de 1los
sitios P en E. coli K12, es importante determinar lae frecuencias
de estas sgecuencias en cepas mas proximas evolutivamente a E.
coli Ki2. Por ejemple.E. coli B (una c=spa dom- natural) o entero-
bhacterias que no presentan metilacidén Dem como: Enterobacter,
Serratia, Yersinia y Proteus.

La distribucion de los sitios Dem mostré que el vacio mas
grande para estos sitios (1,869b) fus mas cortd que 21 vacio mas
grande para los sitios Dam (1,913b). Sin embargce, debido a 1los
valores de las frecuencias de los sitios Decm v Dam, se esparaba
un  tamane mayor para les vacies de los sitios Dem. JDarras vy
Marinus (19883}, propusieren qu= la ausencia de vacins de Dam

superiores a 2.000b significa que todo el genoma d2 E. coldl

25
suceptible de reparacién posreplizativa de apareami=ntos erroéoness
por 21 esistema MutHLSD dependiente de metilacidn Dam. La precen-
cia de vacios de sitios Dcm es probable que dependa principal-
mente de las fuerrtas selectivas que actuan a nivel de los  penta-
nucleotidoe. 3in embargo 5-meC., la presencia de los eitios Dcm
tambien podriz dirigir un sistema de reparacién posreplicativo
para apareamientos erréneos diferente al sistema dirigido por
metilacién Dam. Este sistema podria ser diferente a VSP, va que
5-meC no es esencial para la actividad de Vsr (Modrich 1991). En
este contexto, saria importante verificar la tasa de mutacién

espontansa en <=pas dcm v dem-.

< determinar =i la metila-

cién Dom ocurra poco tiemps después 42l paso de la horquille de



replicacion. coms ccurre con 1a mztilacion bam. Varios grupos de
sities GATC =2stan localizadcocs en regicnes en  las cuales 1la
interaccién proteina-bDNA depende del estado de metilacion de loao
sitios GATC. Los grupes de GATC que juegan un papel en procesos
regulatorios estan 1localizados en oriC. v en las regiones promo-
toras de log genes dnaA y mioC (Marinue 1987). Sin embargo. ya
que ningun grupo d2 sitios Dem 52 encontre en regiones promotoras
© &N oriC =8 probable que la metilacién Dem carezca de una fun-
cién regulatoria.

El anelisis realizado en este trabajic no apoya la hipotesis
de que los patrones de metilacidén Dam v Dem podrian generar dos
clases de genes con tasa de nutacién diferente.

Los experimentes realizados sobre ia metilacisn durants
2strés caldrico aportan algunoc datos importantes de nsta modifl-
cacién del DNA. Los resultados sobre ls metilacién de citosina 2n
la secuencia CC(A/T)GG en las cepas (600 y C600 Nal muestran gque
ocurre una disminucién de la metilacién Dcm  cuando se expone a
las ceélulas a3 un estrés de 47 °C durante dos horas. Sin
embargo,pBR322 no muestra un patrén d2 restricciédn tipieo de un
plasmide desmetilado cortado con EcoRIY. Es  probable que las
fragmentos de DNA que generan se daban a qus 2xisten sitios Dem
del plasmido que estan prefersncialmente desmetilados o qvz la
metilacién es parcial v gquedan solo dos o tres uitios sin meti-
larse., L2 generacién de fragmentos de peso molecular alto eig-
nifica que axisten sitios prazfersnilalmente no metilades y que
la egeneracién de un e2stado nco metilado del plasmido ocurre solo

parcialment=. La posibilidad de que la disminucion de la metila-
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cioén Dem sea un 2fecto de la falta de la sintesis del donador del
grupo metilo (S-adenosilmeticnina)  se puede descartar, va qus la
matilacién Dam =& mantiz=ne a 47 C. Lz ausencia d= fragmentos de
restriccién  después del tratamiente con Mbol asi  lc musstra.
Tampoco puede deszartarse tampoco la posibilidad de qus  algunos
sitios Dam o Decm esten hemimetiledes v debide al método utiliza-
do en este trabajo para identificar DNA no metilado, no sea
posible determinar su existencia. La carencia de metilacién Dem
durante estrés calérice podris ser interpretada <ocme un  efecto
directe de la temperatura éobre la expresisn del gen dem o sobre
la actividad enzimatica de la proteina Dom. La recup=aracién de la
metilacion de Llos citics Dom podria ser .consecuencia de la
expresién de niveles normalaes del gen dem v/ por el ‘restableci-
miento de una <onformacién activa de la metilasa. La termosensi-
bilidad de la enzima Dcom padria ser determinada en ensayos de
metilacién realictadss in vitro a 47 €. Los resultades muestran
que el estado desaetilado de algunos Bitios Dcm de pBR3I22 es una
situacién transiticria, va que se observé la metilacién normal
de lo sitios Dem =n tiempos prolongados de estrés, aunque es

posible que el plasmido se &ncuentre todavia en un estado hemime-

21 estrés caldrico ccurre la sintesis incrementa-
da de proteipas con2cidac como chapereoninas. La funcidén de chape-
rona melecular de la proteins Dnall, GroEL v GroES es bien conmci-
da (Ellis. t491. LaRosa v van Dyik, 1991: Neidhardt v #cClelland,
1987) Eg posible qu2 las proteinas GroE funcionen <ome  chaparo-~
ninas para la metilaca Dem, o para el preducto peptidice del  gen

arl  ‘qus  zn

aric para La acrtividad 4ptima de la metilasa

Nemy (Karbs v Havs  19232A). va quae despuss dc tiamras prolongs

1



de estrér ocurre la regensracidin del patran o metilasién Dom. Lo
anterier se afianzd c¢on la obssrvacion de que 2! patréan de

metilacidén Dem se mantiene durante el estras

2n una =

Aue sotraproduce las proteinas GroE (Figura t1). Es probable que

ante una sobreacarga celular de las protaeinas GroE el pariede de

tiempo en el cual la disminucién de la metilacién Dem ocurre  sea

menor o no exista., v por lo tanta no ez posible abservarle con 21

u

uso de enzimas de restriccién. Se penséd en la posibilidad de que
este fendmeno de disminucién de la metilacién Dem podria s=r  de
distribucién generalizada entre las cepas d= E. coliF12. En =21
andlisis de la metilacisn Dem durante estrés calédrico &n 4 cepas
{W3110, GM30, ABL1157 y C&00), se pudo observar que la inhibicién
es un fenémeno exclusive de la cepa C6Q0; tal vez debido a la
presancia de un gen dem mutante =n esta cepa que produce una
proteina sensible a temperatura (Tg) alta. También es posible que
la cepa CE00 codifique un zen arl mutante y una proteina Ts vy
qus no parmite una matilacion eflciente de los sitios Dem  como
observaron Forba v Hayes (1982H), La  primera posibilidad se
ensavo daspués de transferir por transducsién con el fago Pl al
gen dem  de la cepz 0600 5 la ce=pa GM31 dem- La cepa GM20 o8 una
cepa isopénica a la GM31 que no muestra cambio 2n la metilacidn
Dem  desouize  del estrés caldrico. La transduccién permitiéd  la
recuparacion del patron de metilacisn Dzm. Sin embargo, la meti-
lacién Dem ne se inhibid durante un chogque  térmice bajoe  las
mismas condiciones que con la capa CG90. Lo anterilor sugiare que
=l fondo genétice v 2l contexto celular son factores determi-

nantes  para la expresion del gen dem =n estres calérice. La
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inhibicien de 1la metilacidén durante estrés calérico permite
continuar la expleracioéon para intentar encontrar alguna posible
funcion tioclseica del patrdn de metilacién Dem  justamente bajo
estas cohdiciones. La opciédn a explorar en investigaciones futu-
ras se encaminara hacia los fendmenos de recombinacion genética
durante estrés calérico. Korba v Hayes (1982). mostraron una
influencia c¢lara del estado de metilacién Dcm en este evento

matabsdlico del DNA.

D&l presaente trabajo vy de otros datos publicades en  la
literatura, no es porible deducir la funcidén biolégics para la
presencia de metilacién en citosina (S-meC). En este trabaijo, 52
podria proponer que las metilasas de DNA en bacterias podrian
tener una funpcion comﬂn.lavproteccibn del DNA e=n contra de 1la
raestriccién enzimatica. La frecuencia y distribucién de bases
metiladas. asi como 1la funcién de ciertes sitios metilados,
podria ser interpretado como una congecuesncia de la adquisicion
previa de lor patrones de metilacién. La adquisicién de la meti-
lacién UDem preobablemente tuve lugar despuss de la separacion de
la linea evolutiva que dio »srigen la familiaEnterobacteriaceae v
# Aeromonas., pero antes de la divieién que die origsn a
Escherichia. Shigella Salmonella v Kiebsiella por un lado v a
Serratia por el otro (Gémez-Fichelmann v col. 1991). La funcién
original de la wetilacién Deom podria ser la protecciédn del  DNA
celular de la enzima EcoRIJ que zsta codificada en el sistema de
modificacion-restriceisn  llevade por varios plasmidos del  grupo
de incompatibildad N. La metilaza Dem v la metilasa del sistema

EcoRIl (M.EcoRI1) &stan emparentadas evolutivamente de forma
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estrecha: M.EcoRII complementa cepag dem. para metilacion v las
secuencias de log genee dem v M. EcoRII mucstran un 66% d2 simili-
tud (Sohail v col. 1990), La presencia de la metilacién Dam en
gAnerss v espacies eubacterianar diferentes, que incluye bacte-
rias gram positivas (Dingman 1990: Gémez-Eichalmann 1979: Hattmsn’
vy c¢ol. 1978), suglere que este tipo de metilaclédn aparecié¢ mas
tempranamente que la metilaczisdn Dom. Unz explicacién alternativa
podria  ser que este patran de metilacién =25ta relacicnado con
anzimas de restriccion que raconocen sitios Dam, las cualas estan
distrihbuidas ampliamente entre las =ubacterias. La primera propu-
esta parsce mas probable va gue los sirios Dam tienen tunciones
agpecificas diferentes (Barras y Marinus, 1989); este hecho su-
glere un tiempo largos de accian de fuerzas selectivas sobre este
patrén de metilacion v posteriormenten la adquisicién y  fija-
cibn de estas funciones

En un zontexto evelutive es probable que los plésmidos que
llevaban codifizada a EcoRIl =jerciercon una saselsccién negativa
sobre las poblaciosnes de sus capas hospedaras de enterobacterias.
Las células sobrevivientes fueron principalmente las que ad-
quirisroen =1 gen de la proteina M KEcokll. La organizacién de los
genas  del sistema EcoR1l es . EcoR11-B EcoRIl, les genes =stan
orientadss en direccién opuesta v entonces  tienen diferentes
promotor=s  (Sohail v col. 1990). El zontexto genético de dem  as
distipts. Este gen esta advacents 2 ver, v al parecer ambog son
transcritos a partir d=1 misme premotor. Una posible explizacién
para la organizacicn dem-vsr =g qus el r=eultado de 25ta  fusisn
dix ventaias selectivas a esta c2lula. La m=2tilssa Dcm v 1la

proteina Vsr recaonocen la misms secusncia (CU(A/TICS)Y: Dom metila



la citosina interna v Vsr repara los apareamientos equivecades
T/G en la s=zcuencia reconocida.por Dem.  5in embargo, Vsr tambien
repara estos apareamientos en las secuenciac NTAGG y CTAGN sin
requaerimiento de S-mef! (Modrich 1991). Ec posible que ver aexitie-
ra antes de la fusion de estos dos genes. Debide a la desamina-
zién de S-meC en los sitios Dem, existid un  incremente en la
proporcian des errores de apareamiento, por 1o que es probable que
se saturara la actividad correctora de la proteina Vsr antigua.
La fusién nueva dcm-var asegurd una sxpresién  coordinada  de
ambos genes. Esta fusioén aunada a la presencia del gen arl, al
cual optimisa la actividad de la metilasa Dcm (Korba v Haves
1982}, contribuve a asegurar el mantenimiento del patroén de meti-
lacién de citosina para la proteccidn Jdel DNA cromosédmico de la
proteina R.EcoRII y una reparacién eficiante de los apareami-

entos erréneos T/G generados por la desaminacion de S5-meC,

51 se tomd ceomo base la hipétesis de que la funcién original
de la metilasa Dcm fue la de proteger al DNA cromosomico de
enzimas d=z restriccioén codificadas por plasmidos, se vierten
alpunas predicciones; ) En cepas de entercbacterias qus carecen
de metilacisn Dem, deben estar prescentes genes homdlogos a  wvar
involucrados en la reparacién de apar=amientos T/G. 2) La presen-
cia de genes homdlogos a arl an =ubacterias que llevan dem y 3)
Los  hespedercs  de los plismidos que codifican a  R.EcoRI ae

rastringen a esp2ci2r con metilacidn Dem.
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CONCLUSIONES

El analisis de los resultadss del presante trabaie sobre la
distritucién 12 1o sitios Dam v Dem. v su metilaci*n durante
estreés caldérice permite obtener las conclusiones sigulentes:

1. La frecuzncia d4e los gitior D2m e euperior a la esperada

aleatoriamente. pero menoar a la esperada por el método de Markov.

2. Los sBitios CCTGC presentan una frecuencia mayor en  las re-
giones .codificadoras que en las no codificaderas: 1o contraric
ocurre para les sitios CCAGG. 5in embargo, ambes sitios no mues-

tran un patron repular de distribucién.

3. Ez probable que loe gitios Dem no sean importante: para la

iniciaciacién correcta de la replicacisn en oricC.

4. Eg probable que exigtan pocos genee para los cuales la tasa de
‘mutacidén estas determinada principalmente por la metilacién del

DNA.

5. Los patronse d2 distribucion da2 leg egiticg Dam v Dcih no  muesse

tran alguna relacién estre si,

6. La metilacién Dem se inhibe cuando s2 aplican periodes cortos
de estrés calérico a 47 °C., Por el contrario la metilacisn Dam nc

se afecta bajo estas miswmas condiciones.



7. La scobreproduccicn de las preteinas GroEL v GroES  e2sta inva-
lucrada en el mantenimiento del patrén de metilazisn Dem.  du-

rant2 estrés zalorico d=2 47 °C,

8. La inhibicién de la metilacisn Docm durante estrés  caldrico
ocurre sclamente en la cepa $600., v no =n otras cepas de E.. coll

Kiz.

9. La termosensibilidad de la metilasa bem codificada por el gen

dem  de la c=pa €600, depende del fondo genétice y del contexto

cslular en que se encyentre.
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