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l N T R o D u e e I o N 

lH r.1tM de la mayoría de los organismos (procariontes y 

eucarion~es), contiene una pequefta proporción de bases metiladas. 

La m~tilacion de estas bases es una modificación base-secuencia 

especifica y postsintética del DNA, que involu·;ra la unión cova­

lente de grupos m~tilo a ciertas bases nitrogenadas (Oold y 

Hurwitz, 1964). Este fenómeno constituve un medio para alterar la 

secuencia d.: bases en regiones especificas d~l DNA de una manera 

regulada y permanente, y añade un nivel de información la 

doble hélice. 

Esta alteración epigenética no es particular del DNA, otra!: 

macromoleculas biológicas también presentan la metilación post­

slntética inmediata. En muchos organismos superiores los RNAs 

son metilados en sus bases. Los estudios con c~lulas eucariontes 

han mostrado que los grupos metilo se adicionan a bases nitro­

genadas de pre-mRNA. antes que ocurra el procesamiento (Nevins. 

198J) . Lo anterior parece ocurrir con poca frecuencia o estar 

ausente en organismo~ inferiores CNevins, 1983). El pre-RtlA 

ribosómico (pre-rRNA) de células humanas v de Xenopus laevis se 

modifica con la adición de más de 100 grupos mietilo eL sus bas'3:s 

nitrogenadao y i::n la ribosa d~ nucleótidoe especificos <Haden, 

1988) El RNA de tranferen·:ia también presenta metilación o?.n 

bases esp~r:-1fi•:as lRir.h v P.a1Bahandarv. ¡g76). Otras molecula.E 

biologi~~s cap~ces de metilarse son las pr~te~~as IHavashi v col 

l'.,,7f); van Hc·l 1j"""::. 19139l. Aunq1Je 13e conoo:e l& .;;:xistencia de este 

fenomeno ~n ~a1·~ohidratos v lípidos, se ha prestado po~a atención 

a ello !Hirat& v Axerold. 1980) 



Como puede notarse, la adición de metilos a las macrr;imolécU·· 

las es un fenómeno de ampliei distribu·:i·!•n entre los organismos v 

ya en muchas publicaciones se ha irtentado explicar la importan­

cia biolO~ica v los me~anismo~ que la originan 

HETILllCION D~:I, DNll 

El análieis del DNA de un gran número de ~spe~ies biológicaE 

mu~stra que la metilacion es un fen0meno ampliamente distribui­

do a través de la escala filogenétio:a. Asi. este evento se obser­

va desde las bacterias hasta los vertebrados y plantas; Ein 

embargo, es posible que existan algunas especies donde esté 

ausente 

19801. 

{Adams y Burdon, 1985; Marinus, 1987; Razin y Riggs, 

La adición cte grupos m'=tilo se efectúa después del paso de 

la horquilla de replicación sobn.~ la t1ebra nueva de DNA Y en el 

surco mayc•r. v ne• interfiere con el apareamiento de las base~ 

fGold v Hurwitz, 19f.iLil. La m-etila·:16n se efectúa mediante la 

actividad enzimatica de metilasas <metil transferasasl, sobre 

bases eE'.pe•:.LficaE de se·:uen·:.ias particulares <Gold v Hurwi t::. 

1964). La m.:.l.::icula prov~rJora universal del grupo m~tilo es la s­

adeno~il-L-metionina lAdoMetl, que se origina p~r la transferen­

cia enzim~tica ~e la adenosina del ATP a la m~tionina (Cantoni, 

197$1 Se con.:·ce muv P·)CCI 3c~rca del mecani!:m·:o de reacción de 

transfer1;::ncia >jel grupo metilc· a la~ bases, c.unque por lo menos 

se han descrito dos fas~s: la de re~onocimiento del sitio v la 

faSl3 ,je catálisis. Actualmente se sabe que la metilaci·!in de 

procariontes v eucariontes difiere en las bases metiladas de cada 



unv d-e O:::!J..Os En pr•:.·:ariontes s~ presenta la rnetilación de ll!I 

3~~nina v la citosina, mientra~ en eucariontes ocurre solo se 

metila la cito~ina IHarinus 1987; Razln v Riggs, 1980). Las 

posiciones de adi~ión del metilo en ambos casos son los mismos 

dentro de la base; en adenina es tü ni tr6geno 6 ( N6-meA), y en 

citoslna es en el carbono s (5-meCl y excepcionalmente en el 

nitrógeno 4 CN4-mecl <Wilson y Hurrav. 1991 l 

SISTEMAS DE HETILACION DK!. DrlA EN BACTERIAS 

El estudio de cerca de 10,000 cepas bacterianas muestra que, 

la metilacion es común entr~ las bacterias de todos los nichos 

ecológicos Y grupos taxonómic·:>S (Wilson y t1Urray, 1991}. Esta 

metilaci6n se da principalmente por la codificación crornosómica o 

plasmidica de sistemae genéticos conocidos como sistemas de 

Restricción-Modificación (R-M> (Wilson y Murray. 1991). En 13. 

mayoria de los casos. estos sistemas se integran por dos prot~i­

nas de actividad enzimática diferente: es una endodeaoxirribonu­

cleasa CR), v la otra es una metiltransferasa de ONA <Hl. En 

estos sistemas las endonucleasas catalizan la ruptura de la doble 

cadena del DNA, Ya sea en el sitio de reconocimiento o a distan­

cia de ~ste; por ~l contrario, las M catalizan la adición de 

gru?OE metilo una misma base de cada banda del sitio de 

reconocimiento, y de esta manera evitan el rompimiento por las R 

CW!lson y Hurray, !991). Los productos de metilación astán 

restrin.eidos a tres Produ.ctos; N6 metiladenina, 5 metllcitosina y 

N4 metilcitosina. 

Los H-M se clasifican en tres tipos, de a~uerdo a la cornpo­

sicion de enzimas. r~querimi~nto d<e -:.ofactores, sirnetria del 
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sitio de. recon.,t::imiento y la posicii:•n doel rompimiento del ONA 

Los E"istemas tipo 1 se componen d~ tree pc·lipeptidc·s: R (proteína 

para co:irte del DNA). M íproteir.a para m-etila·::ión del DNA). v s 

(proteína que confier""! especifii:;:idad de e~p~<:ie). En este sietema 

la unión de R a su secuencia de ret::onocimioentv requi~r~ AdoMet v 

AfP. y el rompimiento del DNA ocurre en una poeición remota al 

gftio de reconocimiento. La M tienoe proeferencia por DNA l1emime-

f:ilado v "3-l producto siempre ee N6-metiladenina; lae secuencias 

que son reconocidas sen dSimétricas !Bickle, 1987; Wilson v 

i1urraY. 1991) Los sistemaEI tipo II. son lc•s més simples y més 

num€rosos. Las R v M act~an de manera independiente con 

requerimientos minimos. Las R requieren magnesio (Mgl, actúan 
> 

como dimeros y cortan en el sitio de ra~onocimiento: las M 

requi~ren AdoMet, son activas como rnonómeros, la metilación 

ocurre en el sitio de re.:onocimiento v se pueden generar los tres 

productos diferentes de metilación; sus sitios de reconocimiento 

son bl!:s!carnente simétricos f Bicklc, 1987, Wllson y Murnw, 1991 l 

LOE sü.::temas tipo III t codificados en Pl y plSB>, son los menos 

abundantes v en ellos la subunid~d M confiere especificidad de 

secu-e:ncia para la restricción v la metilación La subunidad M per 

se 3.<:tt:1a como metilasa, mientras qu-: ·:c•mc· het~rodimi:ro i:on la 

subunidad R actüa como metilaRa y nucleasa. La metila~ión re-

qui~r1:: Adl?Het y la restricción. ATP. En presencia de ambos cofac-

tQres Ee genera una compe·t.1:::ncia d-:1 propio heterod1mero por la 

modifica~ión v r~striccion en la misma reacciOn. Los sitios de 

reconocimiento son asimétricos. no estén interrumpidos y de 5 a 

6 nt de longitud. El ~orte ocurre aproximadamente a 25 nucleóti-



dc·s d~ l sitio r:te reconocimiento < Bic'1:le, 1987: Wi lson y Hurray. 

1991) 

Por lo general. se ai:epta que los sistemas R-H son activos 

en le. pr..,teccion de las células de la adquisición de DNA extra-

ño (particularmente de virus) Otras funciones alternativas 

incluyen: a la repara.:.!On, la recombinación del DNA, y la regula­

ción de la expresión genética. 

SISTEMAS DE HKTILACION EN ESCHERICHIA COL! K12 

K. coli Kl2 es una especie c.on 3 sistemas diferentes de 

metilaci6n de DNA que modifican aproximadamente el 2~ de sus 

adeninas y 1% de citosinafJ. Los sistemas EcoK {pertenece al tipc· 

de H-M~ v Dam metilan a adenina. mientras que la metilasa Dcm 

I. Sistema Ecoif 

El sis cerna EctJI< se encu.::ntra codif icadc• en ei minut:o 99 do;:l 

mapa g~nético y ~e integra de los genes hsdR, hedH y hadS. El gen 

hsdH codifir.a pan~ la metilaaa HedM. Esta enzima tiene an peso 

molecular de 62 ~:Da v su actividad de m~tilación la efectúa sobre 

la segunda adenina de la s~cucncia AAl'.(i?N)GTGC <donde N puede ser 

·cualquiera de las cuatro bases) <Sain y Hurray, 1980). L~ propor­

ción de adeninan modificadas por esta enzima en relación a.l total 

de las adeninas metiladas existent&s, es d~ cerca del l?. (Mamelak 

y Bover. 197Ql La funt:"ión de este sistema de metilación es la 

descrita previamente para los si temas tipo I R-M: es decir, para 

el a1.1t0rrer.nnrJcimiento de DNA durante la restricción de DNA 
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~xtrano ~ue penetra a tas célulae. Sin emt•argo. este sistema no 

es esen·:iel para la viabilidad ,:elular, va que mutantes en este 

sistema no se ven alteradc•s en su ciclo de división c.elular. 

II. La metilasa Dam 

La metilasa Dam (metilasa de 8denina de DNAl. está codifica­

da pc•r el gen da,., en el min.uto 74 del mapa genetico ( Lobner-

1.:Hesen v col. 1992) Su composición peptidica de :278. aminoácidos 

se: organiza en 11na caden<l sencilla -:on un peso molecular de 32 

l':.Oa CHerman y Hodrich. 19821. Funciona com-:i un monóm'=ro y metila 

la adenina de la secuencia simétrica 5'GATC 3', entre 1,5 y 10 

minutos después del paso de la horquilla de replicación (Campbell 

y Kleckner. 1990) La metilación Dam está asociada varios 

cambios fenotípicos v a algunas pro.::esos importantes del ciclo 

celular 

Por la existencia de un desfasamiento temporal entre la 

replicación y la metilaciOn, el DNA recién sintetiZBdo está hemi­

m~tilado, v por lo tant.o es distinto al resto del genoma. Este 

estado hemimetilado del DNA proveé u~ lapso de tiempo durant~ el 

r:ual algunos procesos r.elulares son activados o suprimidos. A 

\Ontinuación se exponen los usos celulares ¡:'Oten·:iales de es"t:e 

informac.ión superi11tpuesta por estP. estado de transición de la 

metilaci(.',n. 

l. Reparación de apareamientos erróneos {mismatch). 

La espacificidad de la reparación dependiente de metila·:ión 

está determinada por el estado de metilación de las secuencias 

GATC. Un h-eteroduplex que lleva m.::idifi<:adas las dos cadenas en 
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GA1(' no es un ~1Jstrat.o adecuado para la reparac16n dependiente de. 

-~sta m-etilai:i~n Las m0l~-:ulas ne· metiladas Ee corrigen indis­

tintamente en cualquiera de las dos hebras, mientras que el DNA 

hemimetiladc se repara sobre la hebra no metilada lMesser Y 

Nover-Weidner. 1988). La hebra modificada sirve como molde y lo~ 

sities GATC hemimetilados actúan como serial para discriminar la 

hebra hijn de la hebra parental CModrich, 1991). Este sisteme. 

puede operar en cualquier dirección y sobre una distancia sus­

tancial, Ya que los sitios GATC pueden controlar la corrección de 

mismatch localizados a kilobases de este (Bruni y col. 1980). Sin 

embargo, sitios GATC locali:<:ados a mas de 2 ~:pb del mismatch 

parecen :ser relativaniente débiles para promover la reparación. 

Sin embargo, Berras y Marinus (19881, mostraron en su análisis 

teórico de secuencias de DNA. que no existen zonas carentes de 

GATCs mayores de 2 kpb. Además de su <:apacidad para responder a 

patrones de metilación del DNA. este sistema es capaz de reco-

nocer apareamientos erróneos diferentes; los estudios in vitro 

sugieren que de loE ocho apareamientos no complementarios posi­

bles, solamente C-C puede ser refractario a la reparación. G-T, 

A-C. A-A y 0-G son buenos ºsustratos y T-T, T-C v A-G, se corrigen 

rJe alta a baja eficiencia en f1.1nci6n de las secuencias que los 

flanquean rModrich. 19eg; Hodrich. 19911 

L;i. reparación dirigida por metilaci6n requiere de los pro­

ductos de cuatro f;'!enes mutadores.rautH, L, S y U: de la proteina 

SSB (proteina de uniór) a hebra sencilla), DNA polimerasa III, 

ex:onu-: leas a I. o:~xonuc leas a VII. RecJ exc•nuc leasa v ligas a. Ademáa 

se requiere de cofactores t.ales como ATP. lc·s cuat1·0 dNTPs y 

7 



NALl" . La información sobr-e el tn".:!canismo d~ la reac·:.i6n 

completa. p~r'' los estudios in vitro .:c-n le•::: prc·duo:tot: de loe 

genes 11ut:, acoplado:os i:on un análisis de lof' intermediaric·s de la 

reparación revelan varias características importantes d.re la 

r"!acción (Mcidrich, 1989~ Modrich, 1991: Lahuae y col. 1989). 

La corrección de un mismatch se inicia c~n la interacción 

especifica de MutS (97 k.Dal con el mismatch; esta interacción 

promueve la form~ciOn de una asa ~n form~ de alfa en presencie 

de ATP. MutH í2S kDal. es responsable del reconociiniento del 

sitio GATC mas cercan0 v cataliza el evento primario que confiere 

~spectfictdad de hebra SQbre la reacción dependiente de metila­

c !On. Est:\l es, actua corno endónucleasa ·jébil. de,p<:!ndiente del 

Mg2+, para cortar la hebra no metilada del DNA hemimetilado: ~on 

esto se narca el ~xtremc v la orientación para iniciar la repara­

ción. Esta reaccié·n ~s dependiente de un mismatch y requiere 

Hut5, MutL e hidróliE.is de ATP. HutL 170 kDal funciona como 

homodimero v como int~rfase pr0teina-proteina entre HutS y HutH, 

mas que interaccionar con el DNA; stn embar~o ne sg ha atribuido 

alJ;una función simple a esta pr::it~ina. Ectudios .je hue-lla de 

proteina en DNA ffootprintingl. muestran que HutL se une al 

compl<e:Jo hett:!roduplex-MutS en pri;::s-.~ncia de ATP. Unét vez que se 

genera el corte en GATC, las reac..:i.:ines do: excisión v resintesis 

las catalizan las proteinas DNA helicasa II, ~xonucleasa l, 

exonur.leasa VII. exonucleasa R.;:cJ. DNA P•:>Um-=rasa III v ligas a. 

La inf·:'lrmai:ión r:onr.erniente t\ c,stas etapas es muy limitada. Sin 

embargo. el m~peo d~ fra~mentos de ~scis1ón ha revelado que la 

escisiones bidireccional, estQ es. ~e puede iniciar en cual-



f'.:IUi·!:r ll!xtr~m.-:•, va sea 3' o 5' del mismatch pero en el sitios de 

la hebra ·:tonde se efectuó el corte por HutH <Hodrich. 1991: 

Lahuae y col. 1989). 

La nat1Jraleza discrimin~toria de hebra especifica funciona 

en la repara·:ión p<:istreplicativa de -::rror'3S sintéticos del DNA. 

Actualment<: existen evidenciar, claras para afirmar que la corre­

ccion de err0res dirigida por m@tilaciOn. contribuye en gran 

m"!:dida al mant"3nlmi·~nto de l<..' fidelidad informacional del cromo­

soma bacteriano. Las célula~ mutante~ dam Cd~ficientes en metila­

sa üam). muestran cambios fenotipicos en relación a l9s cecas 

silvestres. Como resultado d'3 la deficiencia en metilasa Dam y ~n 

condiciones normales, la tasa de mutaciOn espontanea se incre~~n­

ta. un efecto que se atribuve a la pérdida de capacidad de 

discriminación de hebras durante la reoaracion dirigida por la 

metilaciOn Dam ccarraway v col. t9B7; Harinus v Horris. 1975). 

Ademés de este fenotipo mutador. l~s células dam- son hiperEensi­

blee a luz ultravioleta v a mutágenos qu1micos que inducen austi­

tucion de b~~e~ ftrom0uracilo v 2-aninopurinal v mutaciones de 

corrimjento ~e men~ai~ (4-aminoacridina v oxazol•)piridocarb~zol) 

(Marinus v Hor~is, 1974: Harinus y Horris. 1975). Estos an6logos 

de bases ejercen sus efectos a nivel de sintesi~ de UNA. lo cual 

indica que las lesiones ocurren durante la replicación (Marinus y 

Morris, 197~: Marinus v Morris. 19751 

2. Regulación de la expresión genética. 

La metilación del DNA puede regular P!'Ocesos celulares a 

través de su capai:idad para alterar las interacciones entrE:! 
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proteinaa y el DNA. Esta interacción esta involucrada en la r~gu­

lación genética a nivel de trans~ripción, va que la presencia o 

ausen~ia de rnetiloE puede ~er una condición para que esta inter­

a-:ciein s~a la adecuada. La expregio!in d-:? vari•:-s genes de H. 

coli se modifica por la presencia de GATCs en las regiones -.35 

-1 o de sus promotores e Barras v Mari nus , 1989: Mar inus, 1987 J • 

Algunos genes tienen un~ actividad transcripcional mayor en un 

estado hemirnet!lado <después de la repli·:a·:ión o en mutantes 

daK-1. mientraH otro~ tienen una respuesta contraria. es decir, 

se expresan m~jcr cuando estan metilados en sue dos hebras. 

La transposicié·n de 1ns se increm<entei de !3 a 20 veces en 

cepa!:: dam-, i:lefii:ientee ~n metila.:ion de adenina en GATC'; ~llo e~ 

dehe a que el ~en tnp {qu8 cQdifica a la transposonasa), tiene un 

ltATC en la region -10 de su promotor v su expreEión es mavor que 

en célulaL Eilvestres (Barras v Harinus, 1989: HeEser y Noyer­

Weidner. 1988). Los transp·:is·:ines !$10 v TnlO ~stán regulados por 

una forma mas comple.ia en relaci•Jn a la metilacic.n Dam. TnlO 

exhibe una tasa d<J transposio:iQn alta en mutant-?s da11. Estr= 

efecto eF una conzecuencia dire~ta de la ausencia de metilación 

en dos sitLos GATC -.=:n la rs10 rje su extremo derecho. Un sitio se 

encuentra en la región -10 d-::1 gen de la transposonasa y en 

ausencia del grup~ m~tilo ~n este Eitio, la transcripción del gen 

se incrementa. El segund·:i sitie> ~.!st~ 13.n -:1 13.Xtrem-:i 0puesto de la 

tSIO. justo en ~l sitio de unión de la transposonasa v la ausen­

ci& d~ m~tilaci~n en ~ste sitio activa este extremo ~orno un 

subE:trato para la transposonasa. La cotnbina~it·n d-e los efectos en 

estos dos sitios GATC incrementa a más de 100 vco:es la t1·~msposi-
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ci~·n de ISLO !Barras v Harinus. 1989: Marinus, 1967; Meeser y 

Noyer-Wedner. 1988) . 

Los g1?nes trpR v trpS, invr:ilucrados en el control de la 

expresi~·n del operón de triptofano. tienen GATCs en su región 

promotora: su actividad promotora se incr~menta de 2 a 3 veces en 

célul~~ dam- <Barras v Marinue. 1989: Harinue. 19851. Un efecto 

similar se observa para los genes malC:, malPO. glnS y aulA, lo~ 

cuales tienen GATCs en sus regiones re~ulstorias <Barras v Mari­

nus, 1989; Hesser y Noyer-Weidner, 1988). 

La expr-:sión de los gen-=.s recA. lexA, sulA. uv:-A. uvrB y 

dinF (regulón SOS> también se incrementa de 2 a 6 veces en cepas 

da1n-. aunque de ellos e:olamente eulA t i-:!ne una sec•Jencia GATC' en 

su promotor f Peterson, 1985). Lo anterior parece indicar que en 

aus~ncia de metilación Dam ocurre un ajuste en el nivel basal de 

la expresión del sistema SOS. para mantener la viabilidad celu­

lar; de Asta forma. también se explica la letalidad de las mu-

r.antes dobles da.m- recA-. dam- recO- .j3111- r"1CC- daru-recJ- dnu-

lexA- v dam-polA- (Marinus y Morrie. 1975: PeterEon. 1~85). 

Un efecto contrario. de inactivacion. se obEerva en la 

~xpresion de loEJ genes dnaA v mioC Lc-·e prDmotoreE dna'.::P y mic·P 

contienen cada uno un sólo GATC en su región -35. su expresiQn se 

v~ diüminuida de 0.5 a ú 25 veces en ~epas dam- íBarras y Mari­

nus. 1989: Mes ser v Nover-Weidner, 1988 l . Las proteinas OnaA y 

Mi0C' se requieren par-a el inir:io de la replica~ión y son regula­

das negatiuamente por DnaA. esto sugiere que la expresión de 

estos genes s~ reduc~ despuér. del paso de la horquilla d~ repli­

cacion como un evento clave en el control del c..1 ..:lo di? replica­

~iOn v por lo tanto del ciclo celular. 
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La expresión de genes cvdificados en bact~riofagos también 

se modifica pi:0r ·su est3do de moetila<:Vrn en sitios GATC'. El gen 

11.om. (modificador r.te Mul pB:rteneciente al fago Mu. v que modifica 

adeninas del m:i.smo fago, tiene tres si ti os de r~cono·:imiento de 

Oam. La. metilaci6n de estos tres sitios estimula la transcrip­

cion de mom por lo menos 20 vecee. ven c~pas dam- ~1 gen no se 

expresa (Harinus. 198~: Marinus. 19971. El gen ere ~odificado en 

el bacteriófal]:o Pl, contiene tres promotores; el promotor Pl, el 

ma.s alejado tiene dos sitios Dam en E:u región -35. La expresión 

de este promotor se incrementa d~ tres a cuatro veces en cepas: 

dara-: i::!O •"'.:ambio el promc•tor P2. aunque tiene un si t ~.o GATC en su 

región -15. no muestra diferencia en su expresión en células 

silvestres Y dam- (Harinus. 19871. 

3. Control de la replicación cromos6mica 

La m"!!tilac16n en edenina de GATC esta asociada con el con­

trol de la replicacion del e:enoma de E. coli fHarinus. 1987). El 

origen minimo dt;;: replicoci-::·n, QriC c·:on 245 pb, contiene 11 sitios 

üam. lo cual significa que tiene 10 ve~es mas de lo esperado por 

~currencia aleatoria. Sin embargo. la m~tilación de estos sitios 

no parece ser esencial para la rnPlica·:ión cromosómica, va que 

las células dam- son viablei:J. Por otra parte, ex1s'.:i;::u evidencias 

experimentale~ ·sufic.ientes que indican que la metilación se 

requiere para la iniciacic·n eficiente d~ la replicao:i6n. Observa­

.. ~iones realiZc"ld<·~ por Messer v col. C1985\ sobre la transforma.:ión 
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metilaciOn Dam podria ser importante parb el inicio de la repli-

caci6n. Fosterii:•rmente Russ19l y Zinder f 1988), mostraron que 

las molécula~ de DNA hemimetil&das son sustr~tos de afinidad baja 

para la replicación. Louarn y col. {1990), mostraron que la 

V"?lc:icidad de las fases de progresión de la horquilla de replica­

ción y la terminación. no se afecta por el estado de metilaciOn 

Dam en oriC. También la enzima Darn está involucrada en el control 

de la i~iciación de la replicacion. v aunque el mecanismo de este 

'=ontrol se desconoce. Boye v Lobner-Olesen ( 1989 l, demt•straron 

que la coordinación del la iniciación @.O E. colí puede ocurrir 

solamente cuando el nivel de Dam intracelular esté cuidadosamente 

regulada. Las concentraciones altas o bajas de Dam son compati­

bles con una ocurrencia de iniciación aleato1·ia en el tiempo, 

mientras que la iniciación sincrónica se observa en niveles 

intermedios dE: Dam. Las observaciones recientes realizad&E por 

carnpbell y Kleckner (1990), permiten plantear un modelo mas 

completo acerca de la participación de la metilación Dam en el 

~·rigen de replicació.n para el inicio de este proceso. La observa­

c iC·n acerca de que ld m.::tilacié1n de oriC ·¡ los promotor ea de dnaA 

requieren una mayor tiempo, 10 a 13 min 1 2Q a 30?. del ciclo 

celular>. despué& del paso de la horquilla de replicación, hace 

suponer que ocurre un secuestro de estas re~iones durante su 

.:::stad0 hemimetilado. Posiblemente esto ocurra a nivel de la mem­

brana externa, donC:e podria quedar bloqueada la interaccion del 

ONA con la proteína uam v la RNA polimerasa. Lo anterior correla­

ciona con uná ba.ia en el nivel de transcripción del gen doaA 

íhast.a un 107.} (1;ampbell v Kleckner. 1990). v por lo tantc.• 

tambi~n una baja ~n la sintesis de OnaA. una proteins india-



pensable en lae estapas tempranas del ini~io de la replicación. 

Esto implica que después de cada ini~io je replic&cion continua 

un intervalo 0je ti-empo de ci:iordinaci6n entre la reiniciacii:·n de 

oriC y la expreeiOn de dnaA 

En resumen, todo parece indicar que eJ s:-e·:uestr·:· d.z: oriC y 

dnaA. rJe la maquinaria de replica.: ion v la RNA polim~rasa respec­

tivamente, no permite las reini-:.ia·:iones prematuras v provee de 

un lapso de tiempo para avanzar hacia etapei~ de progresión de la 

replicación v faseg tardias del ·:iclo de división celular. Sin 

embargo, esto de acuerdo con la propuesta de que la hemimetila­

ción •je oriC permite su adheeión a la membrana externa, v por lr.i 

tanto se ase~ura la se~regaci6n cromosómica adecuada ha~ia las 

células hi)as (Campbell v Klec~ner, 19901, 

111. La m~tilasa Dcm 

La pr~reina Dcm tmetilasa de citosina de DNA). es una metil­

transferasa considei·a.ja variante de los sistemas R-M tipo II. 

Consta de ..:erco d~ 473 aminoé.cidos para un peso molecular aproxi­

mado de ~3 ~:Da. Esta proteina modifica la ·:.it•:>sina interna de la 

secuenci:o. S'CC(A/TlGGJ'. El gen dcm, .-:odifi-:adr:•r de esta p1.·otei­

na. se localiza en el minuto 43 del mapa cromosómico v se integra 

de 1600pb {Bhagwat: y col. LSl8t>; Sohail y ci:ol. 1990) 

En el extremo 3' de dcru 21::: enr:.uentra sobr·::lapadi:• el g¿n ver 

v se transcribe a partir d~l mis~o promotor· de dcm C3oh~il v col. 

199•)l. El producto c~difi-:ad·:, en vsr e:s la proteina Vsr que 

participo. en 

(111.1 bases). 

el proceso de reparación de f!"agmentos pequer.os 

i:onoci.do .:orni:• "verv s-hort.: patch". La manera de 

]~ 



/)r~anización d~ ~stoe deos genes predice ciertas ventajas para sus 

funciones celulares, va qu-9 Vsr constittive parte del sistema de 

reparación que puede corregir apareamientos erróneos surgidos 

por la desaminación de 5-meC (Sohail y col. 1990). 

Una metilasa de citosina similar a la de E. coli K12 eeta 

codificada en H coli e y en plásmidos del grupo de incompatibili­

dad N C3om v col. 1987: Urieli-Shoval. 1983); estas proteinas 

reconocen la misma secuencia v la misma posición de metilación de 

ci tosina que ltcm. La meti lasa ~l. EcoRll codificada en pláemidoe 

forma parte de un sistema de modifi~aci0n-restricci6n tipo !I 

conocido o:.omo EcoRil. El alineamiento de las secuencias de DNA y 

aminoácidos de la metilasa codificada en p.!Bmnido v la Dcm 

muestra una similitud de 68.2~ v 66.lf. respectivamente. lo .:¡ue 

sugiere un origen c~mún fSohail v col. !99C1J. 

A pesar de su distribución amplia en las enterobacterias, 

las funciones biológicas de la metilación de citosina en le 

secuencia CC{A/TlGG no ha sido todavia entendida. va que mutantes 

dcm y E. coli B no manifiestan cambioE fenotípicos apreciables e:n 

relación a las cepas silvestres. Sin embar~o. ~stud.ios gen.aticoE> 

muestran que 5-mec esta asociada a algunos proce$OB metabólicos 

del DNA. La prese.nc.ia de cit•:isina meti.lada incremen"ta ln tas.:- de 

mutación espontánea por ~eneracióD de apareamientos no complemcn­

tariN::: v reduo:e la taGa d~ mutación inducida por luz ultravioleta 

(Coulondre y col. 1978; Glickman v col. 1986). También esté aso-

ciada cambios ~n los r.iv~les de recombinación homóloga de 

pl~smidos. bacteriófagos y cromosoma t•acteriano (Korba v Hays, 

1982A: !(orba v Havs. 198281. 
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1. La metilación Dcm y mutación eopontñnea 

El surf!imiento de apareamientos err·:>neos puede ocurrir por 

razones diferentes: sin embar.i~:·:., las razoneE. principales son 

tre~; ll d~bida a error~s de la replicació11: 2) a causa de la 

acción de factor~; celulares externos <mutá,e;:enosl; v 3) por le 

inestabilidad inherente de la citosina y la 5-meC. En condiciones 

fisioloeicas normales, la c!tosina tiende a desaminarse espont~­

necsmente. y al convertirse en uracilo rcsul ta en la generación 

de apareamientos errcneos U/G. Este daño al DNA se corrige Por la 

N-glicosidasa que libera la base nitrogenada del residuo de U. 

Los sitios .9pir1midinicos son entonces reconocidos por endonu-

0:-leasas especificas de estos sitios para cvmpl'=-tar la reparación 

del daño causado <Lieb. 1991 l 

La 5-me~ es más inestable que la citosina en condiciones 

fiBiologicas. su d~s~minación espontánea ~enera timina y conse­

i:uentemente apareamientos equiv-:icados T /G, Coulc·ndre y col. 

(19781. mostraron que ~itios CCAGG en lacl son eitios de alta 

mutabilidad por .e•:;!n-:ración de r;odones ambar ( TAG l en la secuencia 

1:'CAGG d~bida a des.aminacion de 5-meC. Este efecto se observo en 

cepas: d~ E. coli B. dQn·:le no 0;:xiEte la metilación -=n ·:itoEina. 

Para contrarrestar el efecto premutagénico •:ausado por la 

tiesaminación espontánea de 5-mo:c o ~or errores d~ replicaci~n. 

E. c0li K1.:¿ r::ontien-: ~1 sistema de reparación o:ono•:ido come· VSP 

(VP.rv short patch), qu.: r1~para fragmentos pequefios de DNA marca­

dos por la presencia de apar..::amientos T/G (Svhail, 1990: Lieb. 

1991}. E~te sistema consta de la endonucleasa Vsr de cerca de 18 

kDa. va mencionada antes, de MutH. HutL y DNA Polimerasa 
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{Modrich, 19911. Aunque la manera precisa de como se realiza la 

reparación por este sistema no esta bién entendida, se c~noce la 

actividad endcnucleasa de Vsr 1Hennecke y col. 1991), Esta pro­

teína pueda cortar en hebras dobles de DNA en las secuencias 

especificas CTWGN/GGWCN o NTWGC/NGWCC (W puede ser A o T y N 

puede ser A.T.C o G). El corte endonucleolitico se realiza en las 

secuencias del T/G, específicamente en la cadena donde se encuen­

tra T: también se sabe que no es necesaria la presencia de grupos 

metilo en la citosina de la hebra no cortada de ln secuencia 

sustrato. El corte deja libre al extremo 3' hidróxilo de la base 

adyacente a T. y al estremo 5' correspondiente al fosfato de T 

CHennecke v col 19911 

2. La metilnción Dcm y otros procesos celulares 

Un incremento en la tas:9- de recombinación de más de 4 vo::ces 

<comportamiento hiper-recombinante), fue observado en el bacte­

ri0fa.g·:· lamt•da v pldsmidoE replicados en cepaR arl- j :·: :-rba 

Hav~. 1982A. l'.orba " Havs 198281. El análisis .:uantitativo del 

5-me:C t·:otal de pHtsrnido y fago lambda replic.ados en <-".:!pas nrl­

muer,tra que ocurre una disminución del SO v 707., respec~ivament~. 

de 5-mec. La interpro:tación actual a este f~nómeno ee que, proba­

blemente. el producto del gen c.rl eea un factor necesario para la 

actividad eficiente de l!:'I met ~lasa ricm. En ausencia de este fac­

tor. la actividad de Dc.m puecle no ser óptima y las secuencias 

CCI Al'f )GG se pueden me ti lar parc!alm-=nt'=: lo si ti os hemim'2tiladcs 

vio no metilados pod1·ian ser blanco pref~rencial de lesiones al 

DNA. v a su vez PC•drian ser reconocidas como substrattJs recombi-

nocénit:.os lK•)rba v Havs. 1982A; Korba y Hav~. 19828). 
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f'c0 r ot:ra parr.e. los est•Jdi oE in vitro .:. .in vivo ~l een 

la.el de F.. coli mu-:e.tran qu"? la fc•rmai:i•:•n de fotc•product<:!S Cfl-4) 

pirimidina-pirimidona t:c·n lu'.!. UV se ·=·tiserva en lo~ ;::itios 

~C!AIT)GO r:-uando existe la metilacion llr.m, mier1tras un efecto 

contrario ocurre en mutantee dcm <BraEll y Hse~ltin€, 1982: Glick­

man y col 1986) 

En resumen: el papel biológico de la adenina metilada en E. 

coli se conoce solo en parte, pero el papel de la citosina meti­

lada en los sitios Dcm se de:scon·:ice. Por ello. se considero 

import.ante continuar con los estudios sobre lti citosina metilada 

en E. coli. Para .;oeto. en este trabajo se plantearon tres eEtra­

te~ias princiDale~: 

l. Determinar en que géneros de Eubacterias se encui::ntra presente 

este patr-:·n de metilai:.ión. Responder a esta pregunta permite 

ccinocer si se trata de un patron común e. las Eubacterias o se 

encw~ntra presente únicamente en ali:;!unos géneros, 

Z. ReAli=ar un anélisi~ de su distribu:iOn en un número represen­

tativo de secuencies de DNA de E. coli presenteE' en el GENBANK. 

Estos analisi~ rcpreDentan una alternativa interesante v comple­

mentaria a los enfoQtJes experiment31E:s. Pc·r ejemplo. Barras y 

Marinus Cl9$8). llevaron a cabo un an~lisis de este tipo para 

adenina metilada. Este analisis reforzo en buena medida los datos 

experimentales sobre su participacion en el proc~so de reparación 

efectuado por el sistema MutHLS\J, dependiente de metilaci6n Dam. 

F:-::·:ien"C-:m-::nr . .:: ~-= put•licó un andlisis de la m..:=tilaciOn Dcm que· 



permite proponer qu~ esta metila·::i.;n es iml::":•rtantr: Para det:ermi­

nar la fr~eu"=!n•:ia d>:: cierto$ oligonucl~ótidos ~n el cromosoma de 

~. colJ <Her~l y ~ol. 19~Zl. 

3. Estudiar si l·J~ patrones de m.:tilación Dani y Dcm se mantienen 

durant~ la respue3ta celular a un estrés de calor. E. coli JCl~ 

ofrece una respuesta al estrés calórico que se caracteriza por 

la ind1Jc.:ión de la expresión del regulon de estrés calórico . La 

inducción se manifiesta ~orno la s1ntesis incrementada Y transi­

tória de cerc~ de 20 prote1na~ ~lar pr~teinas de estre~ calóri~o) 

v una disminución de la expr~sión de las proteinas en general 

(Lindquist. 1986; Neidhardt v van Bogelen. 1997). En está estra­

tegia se planteó probar la hipotesis de que durante la respuesta 

celular a estrés calórir:o, el DNA que ~e sintetetiza puede no 

metilarse. Es posible que durant8 el estrés calórico la síntesis 

baja de proteinas en ~eneral podría afectar de alguna forma el 

estado de metilación Dam o Dcm del DNA bacteriano, ya s~a ror una 

sintesis disminuida d~ ambas metilasas. o por la pérdida d~ su 

actividad enzimatica a causa de su desnaturalizaciun por calor. 

Esto implicaría. para el caso de la metilación Da~. que el siste­

ma de corrección que depende de esta meti.lación dejaría dE:: 

funr:ionar ~n forma C•:irrecta. En el ceso dt.. Dcm, la generaci.ón 

tranzi tor ia de si ti os D-:.rn h-:mim<::-tilad0s podría inducir, c<Jmo ya 

se m~ncionó. dafto al DNA e hiperrecombinacion. Por lo tanto. la 

inhibicion transi~oria de la rnetilacion P~dria inducir un incre­

mento en eventos mutoeenicos. gue ó su vez in~remetarib la varia­

bilidad pobla~ional. 
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Le primera estrategia, llevada a cabo en otro trabajo. 

muestra que la metilación Dcm solament"2 ~e encuentra en géneros 

de la familia Enterobacteriaceae que estan relacionado~ estrecha-

mente Escherichia· Shigella, Citrobacter, Salmonella y 

Klebsiella COómez-Eich~lmann y col. 19~1). Los reEultados de la 

segunda y teri:era estrategia se presentan en este trabajo. 
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H A T F. R I A L E S y H E T O D O S 

H A T K R l A L F. S 

1. Cepas de E. coli. plés•idos y bacteriofago utilizados en este 
trabajo. 

CEPA caracteristicas y referencia de su origen 

C600 

C600 Nal 

GH30 

GH31 

GH33 

W3110 

PLASMIDOS 

p8R322 

BACTERI(.)FAGL.') 

Plvir 

thr- leu- thi- F- lac- ( Bachman, 1972}. 

como C600 mas Nalr <Hanahan, 1983) 

thr- leu- thi- hie- lac- atr­
C Har i nus v Morris. 1975). 

como GH30 mas dca- CHarinua y Morrie, 
1975) 

F- da11.- (Harinus v Morris, 1975). 

F- thr- leu- th;- 1ac- arg- (Kenyon y 
col. 1986). 

Prototrofa F-

Apr Ter IBalbas v col. 1986). 

Apr Ter groEL groES r:lerivado de pBR32S 
fFavet v col 1986). 

litico !Miller. 1972). 

2. Hedioa de cultivo utilizadoR. 

Los medlos de cultivo se esterilizaron en autoclave ~ llOºC, 
a 15 libras de presión v durante 25 minutos. 

MED!t.' LUHIA CLHl 
Saete> triptons 10 " Extracto de levadurc-1 5 g 
NaCl 10 g 
Timina o. 002 g 
NaOH 2.~ M l ml 
A~t1a desioni:::ada 1000 ml 
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MEL>!U EN PLACA CON AGAR SEM!S•)Lll>(I t Ll \ 
Medio LB LOOO rnl 
Saeto a~ar 20 ¡g 

MEDIOS EN PLACA CON ANTIBIOTICOS 
Después de la esterilización del medio de cultivo Ll se 

adicionó el antibiótir.o requerido en sus concentraciones respec­
tivas. 

Ampicilina 200 mg/ml 
Cloramfenicol 2.:1 
l!:spect in•:imicina 25 
Estreptomicina 50 
Kanamicina 25 
Acid.; Nalidixico 20 
T"=treciclina 25 

MEDIO M!NIMO <Hl) 
NH4Cl g 
KP04 
Na PO" 6 
NaCl 0.5 
Bactoagar 20 
Dextrosa 207. .• 10 ml 
MgS04 2:.n 1 ml 
Vitamina Bl 0.1% o. 16 ml 
Agua des ionizada 100(1 rnl 

MEDIO MINIMO IMS\. 
Preparado -:orno Ml ·:on la adición de: 
treonina 20 u~/~l 
Leuc.ina 20 ug/ml 

MEDIO M!N!MO (1171. 
Pr8parado come Ml con la adicion de 20 ug/ml de los aminoéci­
rjos histidina. leucina v treonina 

MEDIO EN PLAr:A McCONKEY. 
1'le-:1io McC'on~'."=!V 

A~ua desioni=ada 
so g 

1000 ml 

11EL,IO LURIA EN PLACA CON CALCIO. 
LB 500 ml 
caCJ·, o.25 M 5 ml 
Dexti=osa 207.. s ml 



t1Eül0 T~iS 2X r ¡:,Ji 6 $) . 

PQli~t1lenglicol aooo 
Dimeti1 sulfoxid~ 
Cloruro de Magnesio 
Medio LB 

20lt 
10:? 
50 mH 

MWIO /\OAR BLANDC• DE LURIA CON CALCIO ( LCAB). 
M'9dio Luria l~ ml 
NaL'l g 

3 .$ g 
cacl~ 0.25 M 5 ml 

5 ml De:-:ti=osa 207.. 
Agua desionizada 500 ml 

MEDIO DE Ll!LUCION PARA BACTERIAS (MDl. 
MgS0 4 . 7H¿O 2.5 
Agua desionizada 1000 

g 
ml 

3. Soluciones y buffers empleados. 

SOLUO:ION DE PRONASA (5mg/mll. 
Pronasa <Herck) 
Trizma-HCl 10 mn, NaCl lOnmn 

so mg 
10 mí 

Incubar por 60 minutos a 37DC v almacenar a -2ovc. 

fJUF'FER TE 10); 
Tri::ma-base 3.027 g 
EDTA 0.570 g 
Agua des ionizada 500 ml 

BUFFER TBE sx 
Trizma base 
Acido bórico 

EDTA 

SOLUCION DE RNAss. (10 1ng/ml). 
RNAsa 
Acetato de sodio 0.1 M 
EDTA 3.J X 10-S pH $.S 

0.45 M 
O. t+S M 

0.05 M 

100 mg 

10 ml 

Hervir la 9')1Ución de enzima por 5 minutos ·a 80ºC 

SOLIJCION l 
~luo:osa 
lWTA 
Trizma w.:l pH 8 
Liso::imil 

SO mM 
10 mt1 
25 mM 

L¡ mg/ml 
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SC1LUC l(1U 11 
NaOH 
SDS 

SOLUCION I!I 
Acetato de Pota&io 
ácido acético glacial 

SOLLIC ION PARA ADSORC!ON 
CaCl2 
MgSo4 • m:w 
A~ua d~sionizada 

TR 1 PTON A l?. . 
Triptona 
A~ua de~ionizñda 

0.2 N 
1 3 

3 M 
:, M 

DE BACTERIOFAGQ Plvir. 
1. 6648!:· g 
7 395 !'! 

100 ml 

1 g 
100 ml 

SCILIJCION DE ACH!LAM!DA 
Acrilamido 
Bis-acrilamida 

30~'. Y E:IIS-ACRILAMIDA O. 87.. 

Agua desionizdda 

PEP.SUl4FATO DE AHONIO lOia 
Persulfato de amoni·:-' 
Agua d~sionizada 

SKCUENCIAS DE ONA UE E. coli 12. 

J(l f! 
o 8 ~ 
100 ~l 

100 mg 
1 ml 

Una mu~stra r'!prese:ntativa de 49 secuencias d~ DNA de E. coli 

del GENBANV relea se S~·. O. fueron usadas para este estudio. Las 

eecuencias seleccionadas -::s:.tán distrib'uidas aleatoriamente en el 

mapa gen-=tjco v repres-=ntan c-=rca del 4.5?. del total de nucloeóti-

dos del r.r0mosoma bacteriano. La~ secuencias son: ECO A CE'. 

1 7. 7"40ttl. ECUAMP('Fí~ f 5, L182b l . Ei:'.!OARABAD 14.478b) . ECOARAC!( 

( 1. l 72bl. ECOBIRA r.::.491b). ECOBTUCED (2,600b), ECOCARAB 

r5.227bl. ECODLD 12,JtoOt•). ECOUNAZX r2,218bl. ECOFflUACD 14,607b)' 

ECtXiALLYS {4.29Sb). E('(IGLTA (13,063bl. EC(1tJLTX 1 l ,514b), ECOGUABA 

¡:~.531t"I}. ECOH3DY. 12.528b}, EC'QILVIH f2,323b), ECOLAC (7,477b), 

ECOLIVJK2 11, 107bl, ECOLP28 ( 1,688bl. ECOMALB 16 ,545bl, E'.COMUTH 



SOLU•.:.:l(•N I I 
NaOH 0.2 N 
SDS 1 ~ 

SOLUCION III 
Acetato de Potasio M 
acido acético glacial :. M 

SOLLICION PARA ADSORC!ON DE BACTERIOF"AGO Plvir. 
CaClz 1.664BS g 
MgS04 . 7H20 7 ?-95 'F. 
Agua desioni=ada 100 ml 

TRIPTONA 1%. 
Triptona 1 g 
Agua deEionizada 100 ml 

SOLUCION DE ACR!LAM!DA 30% Y 
Acrilamida 
Bis-acrilamida 
Agua d~sionizada 

PERSULFATO DE AMONIO 10% 
Persulfato de amoni~ 
Agua desioni~ada 

SECUENCIAS DE UNA DE E. coli 12. 

8IS-ACRILAMIDA o.e?.. 
30 ~ 

o 8 i; 

100 ml 

100 ffif,' 

t ml 

Una mu~stra representativa de 49 necuencias de DNA de E. coli 

Jel GENBANK release 55.0. fueron usadas para este estudio. Las 

Eecuen:ias seleccionadas eetán distribuidas aleatoriamente en el 

mapa genetico v repr1,3sentan cerca del "; .57. del total de nucle·~ti-

dos del r.romoscrna bacteriano. Las secuencias son: ECOACE 

f 7. 7Li0bl. ECUAHf'CFR i S, ti82b) , ECOARABAD ( 4, 478b). ECOARACI< 

(l. 172bl . EC:OBIP.A ( 2.49lbl. ECOBTUCEO <2,600b), i;:cocARAB 

( 5. 227':• 1 . ECODLD ! 2. J40t-I . ECODNAZX 1 2, 218b I . ECOFHUACD ( 4, 607b I , 

EC(IGALLYS (4,29Sbl. ECC:·GLTA (13,063b). EC'OGLTX (l ,Sl4b), ECOGUABA 

<:'.53lb). ECOHSDIC: 12,528b). ECOILVIH <2 • ..323bl, ECOLAC (7,477b), 

ECOLIVJK2 f1.107bl. ECOLP29 (1.698bi. ECOMALB (6.54Sb;, ECOMUTH 



pos distJntos. 

CALCULO DE LA VIABILit•At• CELULA~. 

Para determinar la viabilidad celular ·ie los •:ultivos, se 

tomaron alicuot.as de 100 ul de ~ultivo en la fase ae crecimeinto 

deseada y se diluveron en HD hasta 10-$ o 10-~. Se sembrar~n en 

placas de Ll volumenes de 100 ul de las diluciones, y se incuba­

ron a 37<JC de 12 a 18 h·:>ras. El número de .:élulas viables se 

obtuvo de la suma de las colonias por placa multiplicado por 10 y 

por el factor de dilucion 

TRANSFORMAC 10N HA('TE~ l /dlA 

Se empleo el Método descrito por Chung v col. ¡¡g99¡. Se 

inocularon 10 ul de cultivo fresco de la ·~epa deseada en 10 ml de 

medio LB. El cultivo se hizo a Jocc con agitación constante 

hasta una [H) de 0.4 a 550 nm. Se tomó 0.5 ml de cultivo y se 

mezcló con O. 5 rnl de medio TSS 2X; se h-:im<,gene!zó p~rfectamente v 

la mezcla se transfiriO en volumenes de 100 ml a tubcs eppendorf. 

Se adic.ionarc.n cantidades varia.ble~ d·~ DtlA frJe 100 ng ~1 1 ug), se 

mezr:ló v ee ini:ub6 en hioL: durant-:: 3° minutos. Posteriormente se 

di~ un estrés de 43ºC durante 5 minutos. v se regresaron los 

tubos a JOºC por 5 minutos més. A continuación se afiadieron 900 

ul de LB dextros~ v F~ !ncub~ a 37~c con agitación 3 a 1¿ horas. 

La sele ... r:ión de célulaE' transformantes se hizo por sembrado 

directo de 100 L•l del culti•ro en p13ce~ de sele~cion adecuado y 

s~ incubaron ~e 12 a 14 horas a 37~c. 

PROPAGACJCtN DEL BACTER!UF'AGO PlVir 

Para la propa~acion de Plvir se inocularon 10 ul de cultivo 



ft·'!!::·",.'.t t:!~ la cepa •'fd)fl Nal "=O 1 o ml de LB y se dejó crecer a 30•c 

h:t.~ta una llO r:te O 4 r 2 x toEI l c4lulas /ml l . Se ciM.adio cacl2 a 'Jna 

i:on·:entración final de :. mH Un ml d'2' .:ultiv·:i se m~zi:lo con s 1Jl 

rje Plv1r ( io8 •Jfp/ml l La mi:zcla se in-:.ubó a 37ºC durante 20 

minutos. sin agita~ión v se sembró por vaciado, empleando medio 

LCAB. en placas de LC. Las placas se incubaron a 37°C por 8 horas 

y se anadi6 1 ml de LB v se incubó a 4uc durante 12 horas. Con 

una espatula se recuperó la c.:apa de agar blando de la pl'3ca con 

el lisado; ?q a~adieron gotas de cloroformo, se mezcló vigor~-

samente y se centrifugó a 8000 rpm a temperatura ambiente por 10 

minutos. Se recuperó el sobl'enadsnte r donde esta Pl vir) v se 

adicionaron 200 ul de cloroformo (Miller. 19721. 

TITULACION DE P!vir 

Para titular el fago se utilizó la cepa sensible A81157. Se 

inocularon 100 ul de cultivo fresco de A81157 en 10 ml de LB y se 

dejo crecer hasta una DO de 0.4 a ~7°C. El cultivo se concentró 

10 veces por centrifugación y volumenes de 100 µl se mezclaron 

con. 100 1ll de un¡:¡ soluciOn de CaCl2 15 mM. 100 µl de lisddo 

fagico en concentración de 10-s. 10-& y io-7. A la mezcla se le 

anadió 2.5 ml de LCAB a J7ºC. se homogeneizó por agitación y se 

sembró en °:a;as de medio LC. La incubación fue de 12 a 14 hora:; a 

37'C (Mill-.r. 1972!. 

TRANSDJJC'CION CON Plvir. 

~e hizo un cultivo de fase logaritmica de ~recimiento (LJO 

0.4) de la cepa GM31 v se concentró 10 veces por cent1·ifl1gaci6n. 

Para realizar la adsorción de Pl se adicionaron los siguientes 

compuestos. 50(1 ul del cultivo concentrado, 500 ul de CaCl2 1!:• mM 
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- Mg3(l~ '30 mH y soo ul de lü:a·jr:· i~¡:i·:c• >0:n uria ceoncentrac ieor1 ,j:~ 

S x 10 7 ufp/ml, para te11er una prop~1-cien de inf~c~ión de ur1 fag0 

por cada 20 bacterias. En los controJ~s .j~ infecr:i0n se sustituvc 

Ptvir por medio L8. Lo~ 1n~1·~cti~nt0s se mezclaron suaveM~nte v se 

incubaron a J?ºC 20 minutos sin ~~J.te~l·)tl La r1~2~la se centi·ifu-

gO, s~ deEhech~ el sobrenadante. v l~ pastill~ se 10v6 ·~0s veces 

~n pl~~as de madio rte s~leccl~n 'M7 ~ ~IJ~ mg1~1 de estr~ptomici-

METUDOS DE BlOLOGI/\ MOl .. EGlJI.hH 

PUHlFIC1\í..'.I1)~J DE PLA$MIDOS POP. L!SADOS CLAf'.':.1S 

Para la purifica·:ión doe p!ásmidos se siguieron dos métc.,:li:•s 

s:imilares: 

l. LlSA[JOS CLAROS SEMIPURIFICADOS 

Los cultivoE en diferantes fases de crecimiento bajo 

dif~rente~ ·:.r_·ndic1C·nr~s s•:: ·>)sechar :in por ctntriíLl;:aciOn 7000 

rpm por S minutos e ~ºC. Se recup~re la pastilla v se mezclo 

s:uav+':mente -:.on 2 ml de pronasa { Smg/ml 1, :. m.1. de SDS 103 y s~ 

in~ubo a 31~c una hora sin agitación hasta qu9 la solución qued6 

clara. A -:ontinllaci6n se a.1:.~regó 0.5 ml de riaoH 3 M y se incubó 30 

minutos a temperatura ainbiente Se adicionaron S.4 ml oe NaCl S 

rt. v se mantuvo ~n !1iel0 3 a 14 horas. Para eliminar ~l ~omplejo 

SD~-Nacl-DNA cromoso1n1co. se ~~ntrif·JgO a 10.00Q rpm durante 15 

1nintrtos a ~ ºC. se recupero el sobrenadante, v para precipitar el 

ü!JA se agre~o p0lietilenglicol eooo o 6000 a una concentrac16n 

final de L0'7 •. La soluc i.nn se incubó d8 :.. a 1.:.. h·:•ras a 4ºC. El DMA 
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ee 0btuvo por centrifugación a 7.oou rpm por 15 minutos a 4°C y 

lo pastillri s:-e res-uspendi·~· -;;n ~·'JCI µ1 d-= TE. Para eliminar la 

contaminación con RNA. se agreEaron ''º 1-11 de 1.1na solución de 

RNAsa 1Clmg/1nl v la mezcla Ee incubo a temperatura ambiente du­

rante 30 minutos Para despt·oteinizar la solución se extra.io con 

un volumen de fenol 0qulibr3do con amortiguador T~ y ''arios 

volumenes de cloroformo. la fase acuosa se recupero siempre. Para 

precipitar 01 DNA de afiadi~ron 1 :2S de NaSl S H v 2 volumenes d~ 

etanol absoluto. La precipitación se re8liz6 toda la noche a 4ºC 

al d1a siguiente se centrifu~~ a 10.00U rpm de 10 a 15 min a 

~~u. Después d~ secar la pastilla se resuEpendió en TE lX o en 

agu& de3loni~ada v este1·il. 

2. LISADOS CLAROS 

LoE cultivos se cosecl1aron por centrifugación a 7,000 rpm 

durante 10 minutos. Las pastillas so?. resuspendieron en 1 ml de 

solución I con RNAso y s~ de1aron a temperatura ambiente durante 

10 min. Para lis~r ü las bacterias se agregaron 2 ml de solución 

II. v se mantuvieron en hielo por 10 minutos. Para prectpitar el 

DNA cromos~mico se adicionaron 1.5 1al de Eolución III. ee dejO en 

h1.elc:• durante 1(' n1inutos v :o_,-, r:o:::ntrif11C"6 l.1. 10.t•OO rpm ¡;-or· 15 min 

El so:,brenadant~ se r•~cuperó v se mc:::.::10 con un volume11 de fenc·l­

cloroformo 1:1 y se ~entrifugó 3 mina 10,000 rpm. La fase acuosa 

superior se mezclo con .2 110lumen.r:s de etan-:il absoluto v se incubó 

a -20gC de 12 a 14 horas. El precipjtado sQ centrifugo a 10,000 

rpm por 15 minut~s. l~ p~st:illa obtenidas~ lavo con e~anol al 

7Q?., se ser;.ó v !'::'.: r-:::suspendió en 40 <J 50 µl de af:U& desionizada y 

estéril <t1ania~is v col. 19821. 

29 



L•IGESTlON DEL DNA CON ENZ !MAS DE RESTR!<::CION. 

El C1NA fue digerido con diferentes enzimas de r'=stricr..i6n en 

una relac1on consté'nte de una unidad de enzima por ceda microg:ra­

mo de [INA; de a('.uerdo al protocole rec0mendado por los provedoreg 

(Bethesa Research Laboratories v New En~land BioLabs). Las enzi­

mas que se utilizaron fueron; Hbol, Opnl. EcoRII. v BatNI. 

VISUAL!ZAC!ON DE FRAGMENTOS DE DNA POR ELECTROFORESIS. 

Se prepararon geles de acrilamida al 77. v se montaron en 

cAmaras de electroforesis verticales CManiatls v col. 1962). Las 

muestras de ONA digerido se mezclaron en una relación 1:5 con 

colorante de fi~oll. se depositaron en el ~el v se corrió la 

electroforesis a 1~0 volt~ durante 2 horas. El gel fue teñido con 

bromuro de etidio ft'.S u.a/ml) y se fotografió 

ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE DNA. 

El sistema Pustell para el análisis de secuencias fue usado 

para analizar las secuencias de DNA y su traducción en aminoflci­

dos. 
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R E S U L T A O O S 

l. DISTRIBUCION DK LOS SITIOS DE HETILACION EN DNA EN ADENJNA 

(DAH) Y CITOSJNA (DCH). 

1. r·recuencia de los si ti os Dam y OcD1 en el cromosoma de E. coli. 

La frecuencia de los sitios GATC (sitios Oam) v CCIA/TlGG 

Csitios Dcm) en las 49 (207,530b) secuencias de DNA cromosórnico 

de E. coli f'-12 se d'=!termino mediante: la divisíon del número de 

bases totales entre el número total de sitios. Los valores que se 

obtuvieron fueron: un Eitio Dam cada 214b, un sitio CCCA/T)GG 

cado 351b. un sitio CCAGG cada 804b, v un sitio CCTGG cada 623b. 

Los valores de frecuencia para los sitios Darn fluctuaron entre 

B2b v 660b por cada sitio. mientras para Ocm no fueron menores a 

25Qb ni mayoree a 1.179b por sitio. La distancia entre dos 

sitios Dcm o dos sitios Da~ no fue mavor a 2000b. Los int~rV9los 

~11 loE valores cte frecuenr:ia de los sitios Dcm por ser:uencio, 

revela que estos sitios no están distribuidos uniformem~nte en el 

cromosoma de E. coli 

La frecuencia eEperada para estos sitios si su distribución 

es al azar es: un sitio CC{A/TJGG cada 512b, un sitio CCAGG o 

C'CTGG cada l .024b v un sitio Dam cada 256b. La frecuencia de 

es toe: mismos sitios calculada por la aplicación del anAlisis 

serial de Harkov es: 1 sitio CCAGG c&da 707b. un sitio CCTGG cada 

497ti v t·1 sitJo CJATC cada 173t;.. Los r.;?sultados de este trabajo 

muestran una frecuencia dü s:itios: Dcm r:iayor que la esperada por 
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C•curreni:ia aleatt:•ria. pi:ro menor que la eEperada por el anlilisis 

de Markov 1Phillips v col. 1Q87l. La frecuencia de los sitios 

Dcm r::alculada en este trabajo Cun sitio cada 35lb), es parecida 

al tamaño· pr-:imedio de los fragmentos obtenidos P<>r gradiente de 

centrifu~ación después de la digestión de ONA de E. coli e con 

BstNI (380b). Loe sitios CCTGG fueron maR frecuentes que loe 

citios CCAGG. como se esperaba de la frecuencia de los tetranu­

~leotidos CCAG. CAOG, CCTG, CTGG, y de los trinucleotidos CAG y 

CTG. 

En ~onsideraci6n de la sugerencia de que el contenido de 

sitios CCCA/T\GG podría ser proporcional al contenido de C+O, se 

realizó el anAlisis de la frecuencia de sitios Dcm contra el 

porcentaje de C+G <Baven v Dalmon, 19761: en la Figura se 

muestra una correlación baja entre estos dos parámetros. Con 

respecto a los sitios oam, Barras y Harinus (198R). -en un análi­

sis de 79.333b ~ncontraron una frecuencia prom~dio de un sitio 

por cada 222b. el análisis presente muestra un frecuenci~ m5Vor 

d~ ~currenci.a. un Eitio Dam cada 214b. 



e33 
58 

9e e49 
56 

•3 

i,4 »3 i.ª 
~ 54 '"· o 

(.!) 

+ 
ü 

•39 •5 

46 •19 

44 
•15 

42 
o 2 3 4 

FREO.JENCIA DE SITIOS DCM (No. Sitios 11000 b) 

[t•igura 1. Correlación entre la frecuencia de .sitios Ucm v el 

porcentaje de (C+G) de las secuencias de ~- coli K12. Los numeros 

eh 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, CTAG0 1 CCAAG, CTTGG y 

CCTAG en regiones codificadoras y no codificadoras. 

Debido al requerimiento de regiones no codif1 'ras para 

este anélisis. 25 secuencias de DNA de mayor nümer. de bases 

fueron seleccionadas para calcular lo frecuencia dC los sitios 

Dcm y los sitios CTAGG, CCAAG, CTTGG y CCTAG (sitios P: secuen­

cias que podrian surgir por la .jesaminación espontAnea de 5-meC 

~n los sitios Dcm). Los re~ultados en la Figura 2 muestran que la 

frecuencia de los sitios Dcm y CCTGG es mavor en regiOn codifica­

dora que en la región no codificadora. La frecuencia de CCTGO en 

regiones no codificadoras fue similar e la frecuencia azarosa 

esperada. Por el contrario, los sitios CCAGG fueron m6s fre­

cuentes en región no codificadora que en región codificadora. 

Estos resultados sugieren una selección positiva para CCTGO, y 

negativa para CCAGG en la regiOn codificadora. 

La frecuencia de los sitios P 13,e determino debido que 

estos sitios pueden ser generedos por dcsaminación espontánea de 

5-meC en las secuencias CCAGG/GGTCC y CCTGO/GGACC (Coulondre y 

col. 1978; Lieb. 1991). La frecuencia de los sitios P fue mucho 

mas baja que la frecuencia aleatoria predicha o por el método de 

Mar~ov CPhillips y col. 19871 Como se muestra en la Figura 3, lo 

anterior es especialmente cierto para CTAGO y CC1'AG: la baja 

frecuencia de estos dr .. s si ti os puede deberse a una fuerza selec­

tiva ne~ativa que opera sobre estas secuencia~. ya qu~ ambos 

sitios contienen el tetranucleotido CTAC v el trinucleotido TAO. 

Estas ~ecuencias son de las menos abundantes ~n E. coli. ya que 

contienen al codon TAG de terminaciOn de la traducción CPhillips 
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v col. 1987). A pesar de la baia fl'e<::uencia de los sitio: P. 

estos se encontraron con frecuencia mavc·r en regic.n-=s c.i:idificadc•-

ras que en regiones no codificadoras 

La frei::uenci.a de tos sitie·~ Dam so :tet-::rminó también en la~ 

25 secuencias. La frecuencia ~enera.l fue de un sitio cada 21~b. 

los reportados F'~r 8arras ·1 Marin•1s !198el. para eEtos sitio~. 

¡-----·-
! 8 TOT/>.L ~~ (,(1lilFl'>\ü(ir.iA L-:J M(1 (:( 101Fl(:A[)(lRA 1 
L.-.--.~--·~·~-·----·----------------·-----

-----------------~ 

Figura 2. f'recu,.::r1cia d-.= 10s si ti0~ de metilación D·:m en ·~l DNA de 

E. coli ~12 La• oltura• d• la• barra• repreoentan loe valores 

promedit ·je la frei:ueno::ia de los sitios Dcm, o::·:irr-esp·:indientes a 

25 de las .<,9 se.-:ue:no:iaE de [1NA utilizadas en este estudio .. La 

fJ·ecuen•:ia est:!\ dada corno el ntJmer·:i de :::itios D•:m por cada 1.000 

bas:..;::s. W pued~ ser A o T. 
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r.1gura 3. Frecuencia de sitios P en -=l DNA de E. coli K12. Las 

al turas de las barras i:·:irresponden a los valores promedio. de 

lAs fr~cuencias de lo~ sitios P. Qbt~nidos en 25 de la3 49 se-

c 1Jencias usadas en este estudio. La frei:uencia se muestra como el 

número de si t ic1s por ..;ad a 1, CJOO bases. 
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3. Distribución de loa sitios Dcm en el cromosoma de E. coli. 

P~.ra determinar el patron de distribución de los sitios Dcm. 

se analizaron laa trece secuencias de mayor número de bases. 

Estas secuencias constituyeron un total de 109,495b (87,lllb 

oecuencias codificadoras y 22,384b no codificadoras). El procedi­

miento fue similar al seguido por Barras v Marinu~ ft9991. Un 

vacio se definió como una región de por lo menos l,024b sin 

sitios Dcm v un grupo como una re~ión de 200b <:·:in 3 o mas sitios 

Dcm; esto corresponde a t1e~ veces menos o a 5 v,c;ces mas del 

valor promedio para un sitio Dcm <un sitio cada 35lb). 

Los resultados indican que eetos sitios no exhiben un patrón 

de alternancia vacio-erup~·-vacio-etc., u otro pa~rón regular de 

distribución, como el repo1·tado por Barrae y Marinus (1999) para 

los sitios Dam. La sobreposicion de la distribuciOn de los sitio~ 

Dam y Dcm no muestra alguna relación entre ambos patrones. 

En les 13 secuencias se identificó un total de 24 grupos y 

11 vacios. De los grupos, 22 de ellos se localizaron en regiones 

codificadoras, v 2 e~ regiones no codificadoras: 8 vacios es­

tuvieron presentes en región codificadora. uno en no codificadora 

v dos que incluver~n re?iOn codificadora v no codifi~adora. La 

Tabla l muestra los principales grupog y vacios de este anAlisis. 

l.a~ s:ecuenclas E('C1CA!,AB v ECOUNCC mostraron una distribu~iOn 

de los s:itioo; [iam v l•r:r:. difer•.::rente a lo del res:to d2 las secuen­

cias a na U ::adas La secuenci21 ECOCARAB q1J"=! t;.:intiene a los gen-e~ 

para Dam. De manera ~eneral. un vacio .je Dcm o Dam contiene 
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5iti~~ Dam ~ D:m r@~pectivament~. ~in embargo, e~ta secuencia 

contien-= un va.:10:- par1 tJ.:m ·.¡ (•tr·: t1am traslapa.jos en el gen care 

íFigura 4). Por otl'C.\ lado. la secuencia EC0UNCC, la mas i;rande de 

todas las:; secuencias anali=adas. contiene el eiperón une, que 

codifi~a para las 8 subunidades de la ATP sintetasa, el origen de 

replicación oriC v 7 ~enes m~E. EEta secuBncia contiene aolarn8nte 

un vac:io para sitiC>E Dcm. v 6 ¡:;rupos de ücm l·>:alizad·:,s princi-

palmente en el o~erón un~ 

Aunque la función de e2ta distribución no se conoce, es. 

prCibable que particiP-8 en la interaccHin DNA··proteina v/-:. DN . .o.-

membrdna. y que sea importante para la repli~aci6n del DNA o la 

regulación de la expresión genética. 

Ecocarob 

IOOO 

--cor' A 1 
2000 

1 
3000 

1 

car B 

4000 
1 

\lacios de sitio Dcm [ 1297 b J [ 1491 b 

Vacios de sitio Dam 1913 b 

5000 b --
secu€:.n·:ia ECOCAP.AB. En ·:lar·: v obscuro, region~E: codificadoras v 
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SECUENCIA 

ECOACE 

ECOCARAB 

ECOGLTA 

ECOLAC 

ECONRDA 

ECOTHR 

ECOTHRINF 

ECOUNCC 

TABLA l. IDENTIF!CACION DE LOS PRINCIPALES VACIOS 
Y GRUPOS DE SITIOS DCM. 

VACIO(b) LIMITES GllllPO• UDICACION 

3/56 1,516-1,571 

1,491 3,027-·l,517 

1,297 l,M'/-2,0·13 

l,BBO :.mii-2.122 3/33 11,464-11,406 

3/67 12, 120-12,202 

l,~64 4,280-.5,5-13 4/82 7,003-7,164 

3/110 4,815-4,924 

3/93 2'/íl-371 

1,489 0,00L-<J,039 

4/68 3,728-3,815 

4/147 162-309 

-------~~--;---

• NUMERO DE SITOS DCM / NUMERO DE BASES. 



4. Identificación de genes con frecuencia alta y baja de eitioe 

Dcm. 

En las 49 s:ecuencias que se analiza1-.:in en este traba 1o, se 

identificaron los genes que presentaron una frecuencia da sitios 

Dcm mayor de dos veces v m'=nor 1e 0.5 vec:~s con respecto la 

frecuencia prorn~dio de <:st·:>s sitios en la regi6n .-:odificadora !un 

sitio D.:m cad;s 330h). Los genee c.:·n alta o ba 1o frecuencia en 

sitioE Dcm se mue.stran en la Tabla 1 I. Cinc·:> de los nueve genes 

-::on fr<';!cuen<::ia alta en [•,:m pe:rtr;:necen al operc.n une, lo .:ual 

coincide con la presencia de grupos do; sitios Dcm en la sec1J-encia 

ECOUNCC. La integra·:.ión de grupos por esta caracteristica no 

permitió identificar otras caract9rist1~as comunes entre estos 

genec. Del total de genes analizados solo el 97.. y 77. mc·straron 

una reducciun o un incremento del d·:ible o más respectivamo;nte, ~n 

la frecuencia de sitios Dcm. Un análisis similar se "l'fectué· para 

secue.ncias completas y para regiones -:.odificadoras: sin ~mbargo, 

los datos no indicaron la existencia de grupos. Ello significa 

que el intervalo de variación de la frecuencia de lo sitios Dcm 

es estrecho '3n el crc•mosama bai:terianc•. 



TABLA ll. GENES CON FRECUENCIA ALTA Y BAJA 
DE SITIOS DCM'. 

TAMANO 
GEN (b) SECUENCIA 

FRECUENCIA ALTA: 

unut: 

rpsP 

ltn.cl 

u.ncF 

915 

uncG 

sttcD 

gidB 

rnH 

420 ECOUNCC 

249 ECOTRMD 

393 ECOUNCC 

471 ECOUNCC 

396 ECOUNCC 

864 ECOUNCC 

670 ECOGLTA 

624 ECOUNCC 

466 ECORNllQ 

FRECUENCIA BAJA: 

d!d 1, 716 ECODLD 

eeoK 1,395 ECOHSDSK 

lací 1,254 ECOLAC 

pheA 1,161 ECOPllEAE 

birA 960 ECOB!RA 

807 ECOTGP 

cctt'B 3,222 ECOCAR\!3 

F" PRODUCTO 

70 ATP •lnlelasa, subunidad epsilon 

63 Proleina ribosomnl S 16 

96 ATP sinlet:.sn. pol!peplido Une! 

118 ATP sinlclnsn, subunidad bela 

144 Proteína G15 

144 ATP s!ntet.n:•.a, subunidnd gamma 

145 Succinll-CoA sintetasn 

snbunidnd nlfn 

15ll Proteinn G!dB 

156 Ribonucleasa H 

1,716 D-lactnto desll!drogennsa 

1,395 Euzima EcoK subunit 

1,254 Lo.elato permeasn 

1,161. Corismo.lo mutaan-prefenalo 

üeshidrogcnasa 

966 Proteína bifunc!oual BlrA 

807 1:iptofnno sintetnsn 

subun!dnd nlflt 

805 Cnrbamo!l (os!ntnto subunidad 

nlfn 



/huC 798 ECOFl!UAC 798 Proteína Pb.uC 

nlpA 747 ECOLP26 747 Llpoprotcina 20 

frclB 735 ECOAMPCF 735 Fumnrato roductasa, subunidad 

Fierro-Azufre 

phoM 1,425 ECOPHOM 713 Protcina PhoM 

mutH 690 ECOMUTH 690 Proteina MutH 

lrpC 1,359 ECOTGF 600 Antranilnto isornerase. 

CON UNA FRECUENCIA DE SITIOS DCM MAYOR DE DOS O MENOR A 
0.5 VECES, EN RELACION A LA. FRECUENCIA PROMEDIO DE ESTOS 
SITIOS EN REGION CODIFICADORA DE 25 SECUENCIAS: 1 SITIO 
DCM/ 330b. SE ANALIZARON 310 GENES EN TOTAL. 

'' LA FRECUENCIA (F) ES !GUA!. AL NUMERO DE SITIOS DCM DIVI­
DIDO ENTRE EL NUMERO DE BASl".S DE CADA GEN. 



s. Identificación de genes con frecuencia alta en sitios Dcm Y 

baja en sitioR J)am y viceversa. genes con frecuencia baja en 

sitios Dcm y alta en sitios Dam. 

Es P<:'ISible que los patrc.nes de metilación jueguen un papel 

importante en la determinación de la frecuencia de mutación 

esp•:•ntAnea del genoma de E. coli. Loe sitios Dam y Ocm podrian 

definir dos clases de genes: una de genes con una freclJ~ncia de 

mu tac ivn mas elevada que la de los genes prc·rnedio, y otra de 

clase de genes con una frecuo::ncia de mutacion ba.1a. Los genes con 

tasa baja de mutcición podrian represer,tar preferentemente a genes 

de mantenimiento. mientras que los genes con una tasa de mutaci ór, 

alta pcdrian representar compartimentos del genoma con capacidad 

mayor para conferir adaptación 

Si se ·::ons:idera el efer.:to de los patrones de metilación fJam 

v Dcm sobre la tasft de mutación. es posible que genes con bai~ 

frecuencia en sitios 03m y frecuencia alto en sitios Dcm y vice-

v~r$a, muestren untt alta bajo tasa de mutación respectivamente, 

.:-omparados: con i;;ene!J con un<i frccu~~ncia promedio de si ti os Dam 

ocm. La taua alta de mutacion puede debarse ~ una actividad d~fi­

cient~ del sistema de rep&ración dirigida por metilaci6n Oam, 

la probabilidad alta de transiciones e a T debido a la desem!na­

ci6n de 5-mec -en las se("'lencias CC(A/T)GG. Uno. tasa baja de muto.­

cion podría ser a causa d~ una ~ctividad ~ficieote del sistema 

dirigido por metilación Dam para reparar apareamientos erróneos y 

una probabilid,ad baJa por desaminaci•)n tj"= 5-meC. Con esta per­

spectiva se trató de identificar genes con una frecuencia alta de 

sitios Ocm Idos v~ces o mas que la promedio) v una frecuencia 
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baja 10.s veces o menoEl de sitios Dam v vi~eversa. Solamente un 

~en de 138 genes analizados mostró eEtas caracteristicas: uncF 

con un sitio Dam cada 471b v un sitio Dcm cada 118b. No se iden­

tifico ningún gen con frecuencia alta de sitios Darn v frecuencia 

baja en sitios Dcm, o frecuencia alta em amb~o sitios. 

Este análisis sugiere que ~xisten pocos genes con una tasa 

de mutación alta o baja determinada principalm'9nte por loe 

patrr_,nes de metilación Dam v Ocm. La tasa de mutación está deter­

minada por varios eventos enziméticos complejos; en este anblisis 

solpmente se consideraron lo.s eventos concernientes a la desami­

nación de ~)-mee y los sitios de metilación Dam 

6. Frecuencia de los sitios P en genea con frecuencia alta Y baja 

en sitios Dcm. 

Debido a que la desaminacié·n espontanea de 5-meC puede dar 

origen los sitios P ICoulondre v col. 1978; Lieb, 1991), Y 

estos a su v~z. por ~l sistema VSP, pueden originar sitios Dcm 

(8hagwat y McClelland. 1992; Merkl y col. 1992), una posible 

~orrelaciOn entre los sitios Dcrn y los sitios P se determino. 

Para este estudio se seleccionaron un total de 28 genes con mas 

de lOOOb; 14 de ~stoe ~enes prQsentaron una frecuencia alta en 

sitios Dcm !promedio de un sitio Dcm por :acta 229bl v los otros 

!G ~enes presentaron tJna frocu8ncia baja d~ ~itios Dcm {promedio 

de un si ti(• ti.:m por ca·ja 7J.2b ! . La frecuencia promedie· de los 

sitios P para los genes :on alta y baja frecuencia en sitios Dcm 

fue de un !itio ~ada 2,57Jb v un sitio cada 1.705b respectiva-

mente. EL análir;ü:; r:le 28 genes con un tamaño menor l,OOOb 



mostro r~sultados similares. Estos resultados sugieren una corre­

lacjon inversa entre la frecuencia de sitios Dcm v la frecuencia 

de sitios: P La correlación puede deberse a lu conversión de 

~itios Do:n• en sitos P pcr la desaminaciOn esponténea de s-mec o 

por la conversi~n de sitios P a sitios Dcm debido e la actividad 

reparadora del sistema VSP o por la combinación de amb~s eventos. 

7. Sitios De~ en or1C y proaotorea de ~enes. 

L!! 1·~~:i·:r. oriC' <sitie· d'= O:•I'iEe11 do: r~plicación i::rornoaé•micc:.), 

contiene una frecuencia alta de sitios Dam, 11 sitios en 250b 

(Barras v Harinus. 1989). Esteis 11 sitios estan presentes en 

E. coli. Snla.onella tiphy11mriu11. Enteraba e ter oerogenes y Klebsi­

ella pneumoniae (Cleary y col. 1982). Comos~ muestra en la 

Figura 5. el oriC de Krwinia caratovora contiene 9 de los 11 de 

los sitios Vam CTakeda y col. 1982•. El oriC de. E. coli contiene 

dos sitios Dcm, uno de los cu~les se localiza entre loe sitios 

Dam 6 y 7, mientrac el otro está en el extremo 3' del sitio Dam 

9, OATCCl"GC. Entre ~l eitiei Dam 6 y el si;;gundo sitio Dcrn hay SOtJ, 

los cuales contienen L. si t los Dam v 2 si ti os Ocm. Los cuatro 

sitios Dam están presentes en las cinco especieE: bacterianas. Sin 

embargo, con excepción Je! segundo E:itio el cual oests unicamente 

presente ~n H. coli v K. pn~umoniae. li:•E' eitic's Dcm no se con­

servan ( Figur6 S l . E..;tou resultados sugieren que la metilación 

Dam, pero no la Dcm. es importantP. para la reg~laci6n del ini~io 

de la replicación del c·omosoma de las eubacterias. 

Tambien Ee d1;:tern1ino la diS"tribución de los sit~ o::; Dcm en 

1°:·~ promotores. l!.c-s promotores c.l~ los genes presentes en las 49 

se-:uencias, asi como de los enlistados por Harley y R".:!ynolds 
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rt987l. fu~ron analizados. Como se esperaba, ningun eitio D~c ec 

'9n•::ontr6 en la regiOn -10. v solo.mente un sitio Ocrn oeste. presente 

en la región -35 del proruotor en el gen cltA. Es probable ·1ue le 

ausencia de eitios Dcm en los promotores ~sté directamente rela-

cionada a la secuencia particular de estas regione~. 

ORIGEN DE REPLICACION MINIMO 

a) 

b) 

e) 

d) 

e) 

Bam H1 
o 
*i h A 1 A 

'a: h i A K 

4 4 A A 

A A )S d 

4 h 4 

a Sitios Dom 

200 
A 

A
1

h A AA ' 
¿ 4 Ali 

h A A 
t 

Ah A 

4 

t Sitiosycm] 
Figura 5. Distribucion de sitios de metilaciOn oam ~ Dcm en el 

origen de replicaciOn minimo en especies de la familia Entero-

bacteriaceae. a) K. coli, b) Salmonella typhi•urtum, e) 

Enterobacter aerogenes, d) Klebsiella pneumoniae, el Erwinia 

caratovora 
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8. Los sitios l>c• v la codificación de aminoacidos. 

La r~lac!on entre los s!tioE Dcm y la codificación de ami­

noAcidos se determine. en 55 genes r19,863 i:odonesl, Par3 esto se 

.-:ali:ul~ la fr~c1Jencia d~ lc·s codones ACC <Thrl, UCC !Ser), CCC 

CProl, GCC (Alal, •:CA f Pr.;:.). cr:u íProl. 1:AG IGlnl y CUG (Leu), 

nsl .:.;.mo los mismc·s ..;odones en los sitios Dcm. Estos i:odones se 

eli?ieron porque en ~llo~ se ~u~d~ encontrar la 5-mec en las tras 

posiciones primera, segunde. y t"-~t·i:era. Del total de codones 

analizados el 16~ !3.187 codones) potencialmente podrian contener 

5-mec. p~ro solo 170 10.93) ~ontienen a la citosina metilada. De 

los 178 codone~ que contienen S-meC. los mas frecuentes fueron 

los que contenian a la citosina metilada en primera posición, CAG 

y CUG 161.;7.); en la segunda íCCA. CCU) v tercera (ACC, LICC, CCC, 

CCC) posición, se encontraron en un 17% y 19~ respectivamente de 

dichos codones. El numero alto de codones CAG fue sorprendente, 

ya que la desami11aci6n de 5-meC en este codón podria inducir la 

transición ae C a T. y como conse~uencia la generación de un 

codón de t~rminó de lectur¡;¡ de RtMm !Coulondre y col. 1978; LiP.b, 

19911. 

La frecuencia de sitios Dcm varió entre los g~nes, desde un 

sitio por cada 70b hasta un sitio ~~da 1.t76b, por lo que se 

determinó la composición de aminoácidos y el uso de ~odones en 

genes con diferentes frecuencias de sitios C~m. Paro este análi-· 

sis los 55 ~enes se organi=aror. en tres clases: Clase 

codones). 15 genes c~n la frecuencia de Dcm mas baja 

Cu,727 

{prome-

dio de un sitio cada 917bl; Clase Il C2,953b codones}, 15 genes 

con la frecuencia de sitios Ocm mas alta (prom~dio de un sitio 



cada l43bl v Clase !II <10.183 codc•nesl. 2~· eenee con una fre­

cuencia de sitic0s f.lcm en el intervalc' de 222b a S90b por cada 

si Uc 

La Tabla Ill muestra lc·s resultacic,S' de este anélis-i~. L.a 

composición de aminoácidos en las tres clases de g~nes es simi­

lar. aunque se encontraron diferencias men<Jres en el uso de 

codones. Por ejemplo. CIJG se usa con menor frecuencia en genes de 

la Clase I. Sin embarg~. no se pudo establecer ninguna correla­

ción clara en estos datos. 
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TABLA lll. USO DE SITIOS DCM PARA CODIFICAR 
AMINOACIDOS•. 

AMINOACIDO GENES'" 

CODON•• CLASE 1 CLASE lI CLASE lII 

i...u 10.5 8.5 8.9 

CUG 47.9 57.0 65.0 

Gin 4.0 4.6 4.3 

CAG 68.5 72.2 "/2.4 

Pro 1.5 4.2 4.7 

cru 15.5 22.4 12.2 

CCA 19.1 24.0 16.B 

ccc 11.5 12.6 5.2 

Thr 4.9 5 ., 5.2 

ACC 47.2 51.6 53.2 

Ser 5.6 4.6 5.0 

ucc 15.3 17.B 23.5 

Ala 9.6 11.0 9.4 

GCC 26. '30.2 18.6 

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

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

'" CLASE 1: 15 GENES: CLASE lll: 15 GENES: CLASE lll: 25 

GENES 



Il. LA 11ll"flLACION D/\11 Y DCl1 DUR/\N'fll ESTRES CALORICO 

1. Efecto del estrés calórico sobre la metilación Daa y Ocm. 

La información presente en la introduc<:i·~·n de este trabajo 

muestra que ne• se ~onoo:e una funciOn de la met1laci6n Ocm en 

cc.ndiciones normales de crecimiento. Sin .-embarg«), se consideró 

como una alternativa el estudió de la metilación del DNA en 

condicioneE d~ estrés c~lular rcondiciones a las cuales E. coli 

puede estar expuesta en un ambiente natural). El estrés calOricc• 

es una condición importnnte para explorar en la búsqueda de una 

función celular posible de la metilación Dcm. Como se mencionó 

anteriormente, durante un estrés de ~alor ocurren cambios bioqui-

micos que permiten adecuar a las células a las nueva.s condi-

ciones de su ambiente. Una respuesta bien conocidé!. en E. coli es 

el incremento en la síntesis de proteina~. de estrés cnl6rico 

una disminución de la sintesis de laG proteinas en general 

(Neidhardt y van Bogelen, 19871. Es p·:isible que bajo las cond~­

r.iones de estrés r.alórico el DNA no se metile correctamente. La 

falta de metilación puede deberse a una expresión baja de los 

genes dam y dcm. o bien a la pérdida de la conformación ac~iva 

de las m~tilasas Dam v Dcm. La disminu~i6n en la metilac16n Dam 

puede incrementar la tasa de mutación espontAnea a causa de una 

actividad reparadora ineficiente por el sistema HutHLSU depen­

dien4::e de la metilación Oam. También puede modificarse la regula­

ción del inicio de la r~plicación, asi como la expresiOn de los 

genes cuva regulación esté influenciada por la metilaciOn Dam. 

La inhibición de la metilaci6n Dcm puede originar un estado 

t1emirnetilado del DNA Lc•s sitios Dcm hemimetilados pueden sufrir 
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ruptur&s. y com.:i consecuencia transformarse en un substrato para 

las enzimas de recombinación, Esto pu~de aumentar significativa­

mente la frecuencia de recombinación. Korba y Hays (1982), mos­

traron un increm~nto e,·, la tasa de recombinac i·:in do::pendiente del 

P-stado de metilaci6n Ocm. 

Para observar la metilaci6n Dam Y [1cm durante ch1:>que térmico 

se recur1·10 al uso de la cepa C600 Nalr !resistente al Acido 

nalidixico). transformada con el plésmido pBR322. Cultivos de la 

cepa C600IPBH322 en crecimiento a ~0ºC se c~mbiaron subitamente a 

temperaturas de 44 a 47ºC. La temperatura del estrés se eligió de 

tal manera que fuera lo suficiente alta como para disminuir el 

crecimiento celular (que no fuera letali, y que al mismo tiempo 

permitiera la replicación del DNA. La fase de crecimiento loga­

ritmico de f.!0 o.~ a 550 nm C2 x ioB células/rol) se escogió debido 

a que en es:ta fase las células presentan un crecimiento balan-

cea.do que disminuve la influencia de otros factores ·~n los 

resultados de loe.experimentos. 

El empleo del pl1'.~mido pBR322, pera ..:•bi:--~rvar el efecto del 

calor sobre la metila~ión, permitió identificar con mavor preci­

sión los fragmentos de restricción del DNA que se obtienen por 

corte cn~imatic0. Si se usa el DNA cromosómico para observar el 

efecto del estrés. es probable que se gener~n fragmentos de 

restricción m•.1v gr~ndes: que ni) pueden sr:?pararse del DNA no frag­

rnenta•:1o e• ·:·:ort.ado por causas diferenteE al calor. Además, se 

conoce el patrc•n de restricción de pBR322 .:on .jifer,;ntes en:::::imas 

t<:1!.e-s com.J Mbol. E<:oHlI v Bs-t.Nl. v eu número d~ sitios de metila­

:iOn [1am C22) y [1-:m (6} lBalbas y col. 1986), Lo anterior permite 

51 



identificar la lo~alización precisa de los sitioe Dcm no metila­

dos. Después de aplicar el estrés. se purifico el plAsmido, y 

para observar su estado de metilación se trató con enzimas que 

cortan DNA no metilado en adenina y en citosina. se esperaba que 

el DNA no metilado en adenina se cortara con HboI <cc·rta DNA no 

ruetilado en la adenina de GATC), y que el DNA no metilado en 

citosina se fragmentara en presencia de EcolHl (corta en ei.tios 

CC(A/T)GG no metilados en la citosina interna). El DNA hemi.meti-

lado no se fragmenta con estas dos enzimas, por lo que no fue 

posible detectarlo en este trabajo. Sin embargo, la falta de 

corte en DNA con HboI y EcoRII. puede ser debida a la inhibiciOn 

de la actividad enzimática por exceso de sales. o a residuos de 

fenol en la solución de pBH322. Pa~a desc~;tar esta posibilidad, 

en los experimentos de restricción del DNA se incluyeron con-

trol~s para constatar la pureza del plásmldo. En una me:cla de 

reacción de cada experimento se adicionó un microgramo del plás­

mido p8R322 no metilodo en 11dcrnina de GATC o en ·:.itosina de 

C'C< A/TlGG Otra i::>pci6n fue cortc)r ill plás1nido con la enzima Di..lI 

<corta DNA metilado ~n adenina d~ GATC) y con BetNI (corta DUA 

en sitios Dcm y no ef.' sensible a metilaciOn en cit-:isina). 

Después de la digestión enzimática de pBR322, lr;:,s fragmentos 

se separaron en geles de acrilamida y se tif\eron con bromuro de 

etidio 

r..a Fü;ura 6 mueotra que la metilaci6n Dam no se afecta 

cuando se aplica un estres de '4-45ºC ícdrriles 2) o un ostrés de 

46-47ºC (carriles 31. Los carriles 1 representan controles je 

pBR322 no metilado ~n adenina de GATC ~in cortar CC} y cortado 
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:·:in Hbol Cl1l. Si existieran fragmentos de plésmido en los 

carriles 2M v 3M similares a los presentes en el patrón de re­

stricción de pBR322 en el carril lM, ello significaria que hub•' 

corte en los sitios GATC/CTAG y por lo tanto que existen sitios 

GATC no metilados en las dos hebrae. El carril 30 muestra la 

digestión con Dpnl; como se advierte, el patrón de fragmentos rJc 

pBR322 generad<:"• con Opnl ~s muv parecido al resultante con la 

enzima MboI Los contrc•le::: C se intrc·dujeron para verificar la 

integridad del plásmido, es decir, que no tuviera •:ortes por 

razones dife1·entes al tratamiento enzimático. 

La metilacion de ..::itosina en leos sitios CC(A/T)GG muestra 

cambios cuando se exponen las células a cambios súbitos de tem­

peratura En el carril 3E de la Figura 7, correspondiente un 

estré~ r:alórico de 46-Li7uC, pueden observarse fragmentos de 

plásmido cuando se le digiere con la enzima EcoRll; e!lta proteina 

corta DNA en la secuencia CC(A/T)G 1J cuand".:l la citosina ir1terna ne• 

esta metilada. También puede n")tarsc 'lUe el patrón de restricción 

no es Eimilar al que ~~ ~n ~1 ~arril 1E. Sin cmb~rgo, este 

cambio -::n el patl'ón de metilC<.·:i·:.S-l. 1K• __ :'bc·=r 1 't:· f·:arril 2E}, 

cuan·j• .... se dio un estres de 44-4~· ºC. l.os contrOl.;?S íC) del DtlA 

no C•"':•rtad<"J cr:•n EcoRII e.; inclu•1err::•n para aEegurar que los fra&­

ruentoE cbservados fueran unicamente producto d~l corte enzimáti­

co. Los controles 1~ v 1E corresponden a pBfi322, no metilado en 

los sitios Dcm. tratado sin v ·:on enzima &:coRll respectivamen":~; 

el objetj vo de est-:: ·:·:introl es .:·:imparar los patrones de 

restricción resul tant"=E de plásm.idos c•btenidos de células en 

-=:strés el ¡::.atrOn de un plásmido replicado en una cepa sin 

m~tilar: ión ti.:m. En un intento por obtener un rendimientt:· t•Ptimo 



de pláemido que pudiera ser c·:irt::id·::. con l•:c:oRII. ~l estree i:alóri-

i: 0:. se ·:lió en faEes de crecimient.-:· d-3 [1(1 (·.2:. ,. O. 3. para d=i.i-

r.iportunidad a que ~l plásmido se r'9plicara :r,aycir número de veces; 

los daTos no:< se muestran. pero:> lo?s r~sulta 0j 0:-is f 1J-=ron similares 

los obtenidos con una DO 0.4 

____,,____, 
C M 

3 
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Figura 6. Efecto del estrés i:::alórico s·:>bre la metilaci6n Dam. 

Patrón do: restriccié·n del plésmido pBR322 purificado t:i'! la cepa 

,_·000 Nalr t -e!; un ·-:ont.rol de p8R322 na m~tilad-:· en la adenina de 

GATL' :! '' :1 o:cirre~ponden a. plásmidos de ClJ 1 ti vos incubados a 44-

45 y '·15-47 ;Ir: resp~ct ivamente. 1-:: p8E3Z2, M: plásmido tratado 
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Figura 7 Efei:-to del estr~s calórico sobre la metilación Dcm. 

Patrón de restri~cion de p8R322 (Cepa C600 Nalrt. 1 es un ~oltrol 

de un plasmido no metilado en citosina. 2 y corresponden a 

plésmidos obtenid~3 de cultivos incubado~ a 44-45 ºC v 46-47 ºC. 

resptictiVRmente. C) pBíl322 sin tra~emiento con en=ima, E) plésmi-

do cortado con EcoRil 
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2. Efecto del tiempo de estrés de ~7·c sobre la metilación Dam y 

Dc11. 

Para estudiar ~1 el patrón de metilaci6n Dam se mantiene 

durante un e~trés prolongddo a ~7~c v si la disminución de l~ 

metilación Dcrn es un evento transitorio o permanente, las células 

se incubaron pC'r tiempos prol.:•nga.jcs de ~s--trés. En e~t·jS experi-

mentos se eligieron tiempos d<> 4 V 6 h•:0 raf.' de estres. En la 

Figura 8 se mue5tran los resultados Par; la metilaciOn Dam. Los 

carriles lM V 1P c.:irresponden al estadc• de metilar:ión Dam del 

plé.srnidc- •:ObT"enido d .. ¡, ce¡:.a C600 ua1r después de horas de 

~str4e .-:aló-rico: lM ·:r:irretpr.·nde al plc.\smido tratado C.")0 la 

enzima Mbol que cort3 en la EecuQncia GATC cuanrlo no esta metila­

da la adenina. Puede notarse que no hav fragmentos de plé.smido, 

lo cual se interpreta como una ausencia de secuencias GATC/CTAG 

no metileidas: (secuencias metiladas en una sola cadena o metila-

das completamente no son sustrato adecuado para HboJ). Reeultados 

similareE se observaron cuando el tiempo de estr*s se incrementó 

a si:ls horas 2M fplásmido tratado con Mbol, es: si.mi lar a lM, ne 

hav aparición de fragmentos de restricción. En los carriles 1P y 

::P s~ mui:::~tra .:::l patrr.·n de: restricción de pBR322 no metilado en 

GATC/CTAG. que Ge adici')nó a la mezcla de reacción con enzima 

HboI como un control de la pureza del plásmido purificado después 

del estrés calórico. La estabilidad del patrón de metilaci6n de 

adenina en GATC' es notoria a pesar de los tiempos prolongados de 

estrés, 

En el caso de la metilación DCm. los resultados de un estrés 

proloneado fueron diferentes a los de un estrés de 2 horas. En la 
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Figura 9 muestra los resultados. Los carriles 1E v 2E. que 

~orresponden a plasrnido tratado con EcoRII despuéE de 4 6 horae 

de estrés respectlvamente, no muestran fragmentos de ONA genera­

dos oor corte ~on la enzima. Los carriles lP y 2P con pBR322 no 

metilado en sitios Dcm se incluveron como control de la pureza 

del plésmido y la actividad adecuada de EcoRII en la mezcla de 

reacción. LOE resultados se corroboraron en experimentos poste­

riores. donde ~e observó un comportamiento similar dP. los pa-

trenes de metilaci6n Oam v Dcm al aplicar un estrés constante 

desde el principio de crecimiento del cultivo bacteriano. En 

estos experimentos se di6 un estrés c·,nstante de .t,7ºC hasta que. 

~l cultivo alcanzó une DO O 4 (región media de la fase de creci­

miento exponencial). La Figura 10 muestra los resultad?s: el 

carril DamH muestra qtle no hay generación de fragm-entos de Dtl1\ 

después: de incubar a ;.'sn·J22 con la enzima Mbot. i:::l carril L'amD 

es un control de pure~a del plésmido. que esta ve:: se irv:ubt· c.on 

DpnI. Como pued~ notarse, se obtuvo el patron de reatricción 

esperado para este plasmido. El patrOn de m~tilaci6n Dcm tampoco 

se vio alterado, como se mueEtra en el ~arril DcrnE. cuDndo se 

incubo al plásmi.do i:.on EcoRll; su o:.c•ntrol (carril Dcm?) de pur-:za 

del plésmido con la adición de pBR322 no m·~tilado en citosina 

también muestra los fragmentos del plásmido ~sperados. Los resul­

tados muestran una dependencia d~ tiempo para la recuperación del 

patr6n de metilación en citosina. Es dificil de sater lo que 

sucede en relacion a la expresiQn del gen dcm r:· su regulaci6n a 

nivel de tr ans·: r ipc ic·n bajo las i:ond ic ion.:t:i de estos e:r:perimen­

tos. Se conoce la e):istenc ia de proteinas que se sobreproducen 

durante el estrés calórico v que tienen una ai::tividad de chapero-
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nina sobre ~trae prot~1nas íKumamoto. 1991); es probable que la 

recuperación dE:l patrón de rnetila::iOn Dcm sea el resultado de una 

actividad óptima de ld metilasa Dcm por el contacto con chapero-

ninas, durante estos tiempos prolongados de estrés. 

, 
---'--­M p 

.. 
f'~\;:. 
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Figura 8. Efecto d~l tiempo de e~tres a ~7 ºC s~tr~ la metilaci6n 

Da.m. 1 v 2 muestran los patrone~ de restricción. de p8R322 ·:ibteni-

dos deepués de una incubación de 4 y 6 horas ren.·ectivam·~nte. M: 

plds:mido tratado con MboI, P) contrc·l de pureza del plásmido por 

adición de pBR3S2 no metilado en citosina v trs~ado c:.n MboI. 
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Figura 9. Efecto del tiempo de estrés a 47 •e sobre la metilación 

Dcm. v 2 corresponden a plásrnidos obtenidos de la cepa C600 

Nalr después de 4 y 6 horas de estrés. E: p8R322 tratado con 

EcolUI. Pl ci:·ntrol d~ pureza del plásmido; se añ3dió a la mezcla 

de reacción plésmido no metilad., en cit·:isina y se corto con 

l!coRil 
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Figura 10. La metilación oam y Dcm durante estrés calórico 

constante a 47 ºC. pBR322 se purificó de la cepa CGOO Nalr des-

pués de una inrubación constante a 47 ºC y se cortó con en~imas. 

Darn y De.:rn, son los patrones de restricción para los sitios de 

me'tilación Dam Y Dcm, respectivamente. M) pBR322 tratado con 

Hbol 0) plásmido tratado con Dpnl, E) pláamido cortado con 

EcoRil, P) cvntrol de pureza del plásmido. 
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3. InfltJencia de las pr1Jteí.nas GroEL y GroES sobre la metilación 

Dcm. durante estrés ca.lóricc. 

Los resultados ant~riores noe Eu2ieren q~e podria haber 

factores que Ee sintetizan o Ee acumulan dur3nt~ per1~dos lar~os 

de estrés. v que pueden C·':llaborar en la rec~Jperación del p.:itré·n 

de metilacion Vcm. L& acti"i·je.t:l C':·n·>:id::i .j~ ·:h~~'?.ronina que 

posei:::n las prote1nas GroEl '' GroES cc•ndu io emplearlas para 

probar esta hipótesis. Para esto se recurri~ al uso del plésmido 

multi:·:>oia pLN44, donde ee encuentran clonados los genes groEL v 

groES. El nUm.::rc· je -:c·~·ia~ •o.:1-.::•:ad·:· d.:;:: e:s 1~.:;! ~·lásmido permite una 

sobro:pro·jucc: i·:·n de las proteínas Gro EL v i::troES. Sin embargo. los­

plasmidos p8R322 y pLN4i. pertenec.en al misn.:· grupo doe; ini:ompati­

bilidaj. v no se pueden mantener juntos en una misma célula por 

varias .qenerar.iones: +:!Sto no:,:: lle11.:i a realizar los exp~rimentos 

ae patrón de metilaci6n Dcm en el misrnc cl~~mido pLN44. La Figura 

11 muestra que la sobreproduccion de laE oroteinas GroEL v GroES 

esta involucrad3 de aleuna manera en ~l m5ntenimiento d~l patron 

m~tilación Dr.m durante estrés i:eltrico. El carri! E 

corresponde al plasmido trstado ~(n en=ima EcoRll •: p•1ede notarse 

la ausen:ia de fra~menta~ d~ restric~ion de pLr~44, lo que indica 

-:¡ue: el patr:-n 1e r .. ~~tricción d•::: D-:m si::: encuentra en con-jiciones 

que por lo menos el DNA esté hemim~tiladc·. Los 

carriles C v B sen CQntroles del pl~smidQ: e ~~rresp0nde 3 plés-

mido no tr~tado con enzima d~ restric~ión. J al plasmido trata-

de. -:on l.;i en=im3 8stN1 qu·::: fragment.:i DNA ind~pendiente:me:nte de la 

presencia o no de S-meC en los ~iti~~ Dcm. Es dificil sabe1· a que 

~ivel del proc~so de m9tilacion a~tuan GroEL v SroES. LQ que si 
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eE clarc• es que hay una influenc.ia impc:·rtante en el mantenimiento 

del patrón de metilación Dcm después de 2 h•jras de estrés a 47"'C. 

C E B 
r-
1 

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

metilación Dcm durante estrés calórico. El plAsmido pLN44 ígroES, 

groEL) se purifico de la cepa ('600 Nalr desµuée una incubación a 

47 ~e durante 2 hor~s. C) control de integridad del pl~smido, sin 

tratamiento enzimético, E) pLN'•-4 incubado con EcoRII, G ~ pLN44 

cortad·:> con BatNl 
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4. Efecto del estrés calórico sobre la ~etilación Dcm en cepas 

diferentes de E. coli K12. 

Una vez deso:ri te· en la cepa C600 Nalr el fenómeno de la 

disminución de la metilaci·;n tlcrn durante estrés de calor, el 

sjguiente paso fue investigar si este fenómeno se presenta en 

otras cepas de K. coli v12 o unicamente en la cepa C600. Para 

esto se seleccionaron~ cepaE diferentes: C600, W3110. GM30 y la 

A8115 7 La cepa C600 mostró resultados similares a su cepa iso-

génica C600 tlalr. Cuando la cep~ C600 se incubó a 47QC durante 

dos horas. !a restricción del pl~smido pBR322 con EcoRII moEtr6 

la generación de fragmentos de n~stricción tipicoe de .est€ 

plásmido, similares a los generados en la +:epa C600 Nalr después 

del estrés. El fenómeno ~ontrario ocurrió con las cepas W3110, 

GM30 y AB1157: es decir. no hubo generaci·:on de fragmentos del 

Pl~smido cuanjo este se dirigió con EcoRII. La iigura t2 rnue~tra 

es toe resul tactos: los •:ar rilee 1, 2. y 3 c·:irresPc·nden a DNA de 

plAsmidos obtenidos de las c~pas W3110, GM30 y AB1157 tratados 

con EcoRil. El i; a'rril P repreEenta 1Jn c0ntrol del patrón de 

restricción ti.pico de pBR"322 tratado con EcoRll. j.:;Epués de 

~Hadir a la m~zcla d~ reacción enzimática de 13 cepa W3110 l ug 

de pl~smid0 sin 1ne1:ilació~ en l~·~ Eitioe Dcm. En re~urn~n. se 

observo ~t1e la disminucion d~ 13 m~tila·:ion D~m ~ 47'C .jurante 
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Figura 12. La metila-:ión Dcrn en cepas difere.ntes d·: E. coli 

durante estrés calórico. ~BRJ22 purifi~ado je c~pas de E. coli y 

tratado con l!coRIJ, después de :: h0ras de estré:s a 47 ~o:. 1: 

W3110. 2, GH30, 3, AB1157 y p, control de pureza de pBR322. 
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S. Efecto del estrés calórico en la metilacion Oca de una cepa 

transductante para el gen dcm procedente de la cepa C600. 

En estos experimentos se probó la hipótesis de que el fe­

nómeno de disminución de la metilación en citoeina podria ser 

causa de la presencia de un gen dcm mutante en esta cepa, y por 

lo tanto su producto la metilasa Dcm podria ser una proteina 

sensible a la temperatura. se efectuó la tranEducción del gen dcm 

de Ja cepa C600 a la cepa GM31 dcm- tsog~nica a la cepa GM30, 

previamente utilizada. La transdu-:,:ión se rie.alizó por medio 

del bacteriófago Plvir. y se <;:ligió como marcador al operón de 

histidina que est~ a menes de un minuto de dcm en el mapa genéti­

co de E. coli. La cepa receptora GM31 es his- y dcm-. Primero se 

seleccionaron las transductantes His ... posteriormente se purificó 

el DNA de estas cepas v s:e cortó cc•n EcoRII. Las posibles trans­

ductanteE: His+ Dcm+ metilan la citoaina, y por lo tant•:i su ONA no 

debe ser digerido por esta ·=n=ima. 

La probabilidad de obtener una cepa cotransductante His+ 

ncm+ era de 4 a 25%, por lo que se probaron un total de 20 

transductantes de histidina v asi se identifico la c~pa JRlS His+ 

f)cm+ 

A continuación se realizó la tranEformaci6n de la cepa 

rest1ltante JR15 con el plésmido pBR322 par~ realizar l0s cxp~~1-

ment~s bajo las mismas ~ondiciones que con la·C600. Después de 

crecer ~OªC a la cep& JR15/pBR322 hasta una DO 0.4 (2 108 

células/ml). se aplicó un estres de ~7uc dur~nte dos horas, s~ 

purificó el pltismido. se incubó con EcoHII v se obs~rvó su patrón 
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de reetric~ion en geles de acrilamida. La Fi~ura 13 muestra qu~ 

ne exiEte un patrón de restriccion cuand0 el plAsmido es trat3dc 

~on EcoRII (carril El. hstG 1n•ii~~ J~ ~i-~~~n~i~ de grupos metilo 

en por lo menoE una de las ~adenas de nu~le:tid~~ ·j~l plásmid~ 

que no permiten su corte con esta enzima. Loe :arriles C v P ~o-

rresponden controles de la integridad d~l plásmido v de su 

pureza. respectivamente. En el <::arril e se tr3te de plásmict-:i 

incubado con la mezcla de reacción para EcoRII ·:on excepción de 

la en::ima y en el carril f' se arJicionO:· un mir:rogramo de pBR322 no 

metilado en los sitios Dcm y se muestra el patrón de restricción 

esperaoO para est:•:? plásmid':'. El fien.:irnen·:· n•:i par-=..:.e s1;:r depen­

diente del pri:iducto del gen dcm prov.::ni<J-nte de la cepa C600, '3ino 

depend.i.ente del fond·J genético v del cont~xto ::.i:lular donde se 

encuentre. 
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Figura 13 Patrón de 1nettlaci6n Dc.m de una. cepa transducte.nte del 

gen~ dcm de la c~pa CGOO pBk322 E8 purific~ de la cepa JR15 ídem 

his, des-ou4E dr~ una ino::.ubac.ión a 47 ºC duran Le 2 hc·rae: y se trató 

con EcoHil. e plaEmido sin tratamiento enzimático, E: pBR322 

tratado con la en:ima. P: control de pureza d~l plésmido. 
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D I S C U S I O N 

El ~odón CAG se e11contró ~on mavor frs~uencia en los sitios 

c1:.:AGG. Es toe codon puede cambiar por desaminaci6n espi:-ntán-=a de 

5-mec a UAG. que es una sena! para término d~ tri.lducción. Esta 

observación junto con una menor frecuen~la observada de ~stos 

sitios en region codificadora que en no codificadora, sugiere la 

~xistencia de una fu~r2a de selección negativa sobre los siti~s 

CCAOG ~n la región codificadora. Por otra parte, la frecuencia de 

CCTGG fue mayor en regi.:mes codificad-:.ras quo::: en no codificado­

ras. y ('UG fue el codon de mayor frecuencia encontrado en estos 

si t lo!:. La desaminac Um de 5-meC en CUG PtJ~dc generar UUG. el 

cual codifica para el mismo aminoácj.do coma CUG. Sin embargo, CUG 

e~ un codón prefcr~nc ial fuert'3 en r:;. coli. Eete he.ch·:i puede ser 

importantiE: para determin3r una fn.·cuen·:ia mas al ta en región 

codificadora que en no c.:odificadN'a. 

La comparación de las frecuencias de los sitios P en las 

regic•nes ·:0dificactor:1s sugiere que al¡;unos sitios Dcm pvdr1an 

origiryarEe de siti~s Po viceversa. La hipotesie de la conversión 

r:le l·:iE' s-iti·:·s P a sitioo::: lJcm se v~ apovada en la abundant:::ia de 

pi:ntanucl"='!óti•j·JS v tetranucleótidos relacionados a sitios Dcm 

(Bhagw3t y McCl•:llland 1992; Herid y col. 1992). Estos estudios 

sugieren que el slstema de reparación VSP depl~ta al genoma de 

se·:uenc ia.s qu'= contienen T tales ·:orno CTAG, TAGG. CTTG v TTGG. 

mient1·3s lo enriqu~ce de las secuencias corr~Gpon1i~ntes con c. 

r.:CN:t. CAGG. C'CTG v 1°.:TGG. Esta ,jiE:minu·:lon ~n el numero de ~ecuen-

ciaE P n.: se obse1·va ~n Bacillus subtilis rMer~l y c~l 199'.!.) 



'.>' i:· en Sai:charomycea cereviaiae !Bhagwat y McCle:lland 1992). 

Estos do!: ·:irganismoF. no contienen gen-=s hornologos a dcm y var. 

Sin embargo, para apovar la hipótesis de que la metilación Dcm y 

el ~istema de reparación VSP determinan la disminucion de los 

sitio~ P en E. coli Kl2, es importante determinar lae frecuencias 

de estas secuencias en cepas mas p~~oximas evolutivamente & E. 

coli Kl2. Por ejemplo.K. coli B (un~ cepa dcm- natural) o entero­

bacterias que n·:· pres-:nt.an me.tilei.·:ic·n Dcm como: Enterobact.f?r, 

Serratia, Yersinia y Proteua 

La diE.'.tribucion de los sitios Dcrn mostró que el vacio mas 

grande para est·:·s siti.;is ( 1,869b) fu>O: más CQrtO que el va<:io mas 

~rand~ para los sitios Dam ll,91Jbl. Sin embargo, debido a los 

valores de lus frecuencj_as de l·:>S sitios Dcm v Dam, se esperaba 

1m tamano mayor par3 los vacios de los sitios Dcm. Darrss y 

Marinus f 1980). propusieron que la ausen·::ia de vacieis de Dilm 

superiores a 2. OOOb significa que todo el genoma d·~ E. col! 95 

suceptible de repara<:.ión posrepli·:ativa de apareamientQs err6ne:-:>s 

por el eisti::ma MutHLSD dependiente de metilai.:ión Do.m. La preE;er.­

cia de vacios de sitios Dcm es probable que dcpend3 princip3)­

mente de las fuer=as selectivas que actuan a nivel de los penta-

nuc leotidoE: Sin embargo 5-meC. la presencia de los sitios Dcm 

tambi·;n p0dr13 dirigir un sistema de reparación posreplicativo 

para apareamientos Grróneos diferente al sistema dirigido por 

raetilación Dam. Este sistem~ podria ser diferente a VSP, va que 

5-meC no es esencial pera la actividad d~ Vsr !Modrich 1991\. E11 

este •:ontexto. S·!:1·1a imp.:-rtante verificar 1/' tasa de muta..:it•n 

esponténea en :epas dcm v dcc-. aEi ~~me determinar ~i la metil3-

ción t1.:m ocurre P·:•·:.·:> ti~mp·::- después -j~l paso d<: la hc-rquilla r:le 



repli~acion. como c·curre ~on la metilacion Dam. V~rios grupos de 

si tic·e GATC ~stan localizadc's en regic·nes en laE cuales la 

interac 0:ión proteína-DNA depende del estad·:- de metilación de lon 

sitios GATC'. Los grupos de <JATC riue _1uegan un papel en procesos 

regulatorios. estan locE\lizados en oriC::. v en las regiones promo­

toras de los eenes dnaA y mioC <t-!arinus 1987) _ Sin embar¡:o, ya 

que ningún grupo de si ti os Ucm s·~ encontri:· en regiones promotoras 

o en oriC' -:e probable que la metilación ticm c.:!.l"ezca de una f1Jn­

ci6n regulatQria. 

El anslisis realizado en este trabajo no apoya la hipótesis 

·:ie que los patrones de metilaci6n Dam v Dcm podrian generar dos 

clases de genes con tasa de mutación diferente. 

Los experirnentoE realizados sobr~ la metilaci0n durante 

estrés calórico aportan algunos datos importantes de .".'!Sta modifi­

cación del DNA. Los resultados sobre la metilación de citosina en 

la secuencia CC(A/TlGG en las cepas C600 y C600 Na.l mue::;tran que 

ocurre una disminución de la metilai;i6n Dcm cuando se expone a 

las células un estrés de 47 ºC durante dos horas. Sin 

embargo,pBR322 no muestra un patrón d~ restricción tipico de un 

pl:ismido desmetilado cortado con EcoRII Es probable que lt:•S 

fragmentos de DtH1 que generan se d-=t>an a que existen sitios Dcm 

del plé.smido que es tan P!"•.'.!ferenci;;t] mente desmetilados o ql'·:? la 

metilación es par~ial v quedan solo dos o tres ~ltios sin meti­

la.r~e. ta generación de fragmentos de peso motecular alto sig­

nifica que existen sitios pr~feren~ialmente n~ ~etilados y que 

la ~~nerac16n d8 un estado ne· metilado del plésm!do ocurre solo 

parci&lment~. La posibilidad de que la disminucion de la metila-
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ciOn Dcm sea un efecto de la falta de la s1ntes1s del donad'r del 

grupo metilo (S-adenosilmetic·ninnl se puede d~scartar, va que la 

m~tilación Dam se manti~ne a '7 c. L~ ausencia de fragmentos de 

restrii:ciOn después del tratamiento ~on MboI asi lo muestra. 

Tampoco puede desear tarse tampo·:o la posibilidad de qu·.=: algunos 

sitios Dam o Dcm esten hemimetiledc•s y debido al método utiliza­

do en este tretbaj'J para id<:!ntifii:ar DNA no metilado, ne• S•::!:i 

posibl~ determinar su existencia. La carencia de metilación Dcm 

du1·ante estrés calórico Dodria ser interpretada ~cmo un efecto 

direct1:;. de la temperatura sobre la expr~~d{in del gen dcm o sobre 

la actividad enziméc1ca de la proteina Dcm. La recuperación de la 

metilaciOn de lo~ ~itii:·s Dcm podria ser .. consf:?cuenc.ia de la 

expr~si6n de r.ívcles n.:·rmale~ d~::l gen dcru ·1/':J por el restableci­

miento de una ~onformaciOn activa de la metilasa. La termosensi­

bilidad de la en::ima [ 1·:m P'=•dria ser determinada en ensavos de 

metilación r·eali::ad·:·s in vitro ~ 47 c. Los resultados muestran 

que el estado desmetilado de algunos sitios Dcm de pBR322 es una 

situacion tran5iti0rio, ya ~ue se observó la metilación normal 

de lo si tics llcm .;:n tl.empos prolongados de estrés, aunque es 

posible que el plásmido se encuentre todavia en un estado hemime­

til ado. Durant~ el estrés cal~rico ocurre la sintasis incrementa­

da de proteinaE ~on0cidn! romo chnper~nina!. La función de ch~pe­

rona molecular de la proteina Dnal(, GroEL v a~oES es bien conoci­

da ( Ell is. l ':i91. LaP.osa '! van [1yy,, 1991: Neidhardt y McClelland, 

19871 Es posi~le qu9 las croteinaG GroE funcionen como chapero­

nina~ pera la metilaEa Dcm. ~ par·a el pr~·~ucto peptidico del gen 

arl 1 ·¡u-=: ::r. ri~-~:a1·i_..:· ;:•31"0! L,:, ~.:tl1.:i.j;id ·~·¡:.tima di:: la m•:-tilasa 

(lcml !K01·ba V Hav~ l~~2Al. va qu~ d~s~u~s d·~ ti~1n1·~·s prolong&d0s 
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de estréF ocurre la regeners~i~n del ~3t1··~n d~ rnetil~~ión Dcm. Lo 

metil3c10n Dcm se mantiene durante el estrés cal~ri~o en una :epa 

q1Je sotr>;!produce las prot-einas Gro E f Figura 11 l. Es probable que 

ante una sobrecarga celular de l3S proteinas GroE el p~riod~ de 

tiempo en el cual la disminuciOn de la metilacion Dcm ocurre ses 

nienor o no exis~~. v por lo t3nto no e$ posible observ~rlc con ~l 

uso de enzimas de restricción. se penso en la posibilidad de que 

este fenómeno de disrninuc!6n de la rnetilación Dcm podria se1· de 

distribución generalizada entre las cepas de E. coliV12. En el 

anélisis de la metilaciOn Dcm durante estrés cgl~rico en & cepas 

CW31JO, OM30, AB1157 y C600), se pudo <:it•servar que la inhibición 

es un fenómeno ex~lusivc de la cepa C600; t3l vez debido la 

presencia de un g~n dcm mutante en esta cepa que produce una 

prote1na sensJble a temperatur3 (T~l alta. También es posible que 

la cepa C600 codifique un ?en arl mut~nte y una proteina Ts y 

qu-e no permite una metilación efi·:iente de 1°:is sitios Dcm cc>mo 

observar<:in Y.orbLt '! Hav~s (1982~l. La primera pc1sibilidad se 

ensavo d~Epués de transferir por t1·ansduc·:i6n con el fago Pl al 

~en dcm r:i.::-: 18 cep::- C600 a la cepa rJHJl dcm- La -:epa G!130 es una 

~epa isogénica a la GM31 que ne muestra cambio en la metilaci6n 

Dcm desoueE del estrés calórico. La transducción permitió la 

r'=':cuperaci6n del pat1··:·n de metila·:i·!in [i.:m. Sin embargo·:•, la meti-

laciOn Dcm no se inhibió durante un :hoque cérmico bajo las 

misn1as condiciones que con la cepa CGOO. Lo anterior eugiere que 

~1 fondo genético '! "!l contexto 1=elular son fact·:·res determi-

nant~s p;iora la expresión del gen dcm en ~~tre~ calórico. La 
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inhibicion de la metilación durante estrés calórico permite 

continuar la exploración para intentar r;?nC·:>ntrar alguna posible 

fu ni: ion t"-1.;il.:'•?ica del patrón de metilación Dcm justamente ba }C• 

estas condiciones. La ·Jpc16n a explorar en investigaciones futu-

ras se encaminaré hacia los fenómenos de recombinación genética 

durante estrés calórico. Korba y Haves (1982). mostraron una 

influ~ncia clara del estado de metilación Dcm en este evento 

metabóli<"-O del DNA. 

l)F.:l pr-=:$.=-tnte 't:raba jo y de otros datos publicados en la 

literatura, no es posible dedu·:ir 1~ función biológica para la 

presencia de metilaciOn en citosina (5-meC'}. En este trabajo, se 

podria proponer que las metilasa!:=- de DNA en bacterias podrian 

t~ner una función común.la protecc-16n del DNA en contra de la 

restricción enzimbtica. La fre·:uencia v distribución de bases 

metiladas. así como la función de ciertos sitios metilados, 

podr1a ser interpi·etado como una consecuencia de la adquisición 

previa de loE patrones de metilaci6n. La adquisición de la meti­

laci6n Dcm probabl~'mente t1Jvc lu.:rar despu~s de la separacion 1e 

la linea evoluti'la que dio ')rigen 18 familiaEntP.robacteriaceae •¡ 

Aeromonas. pero antes de la divif'ié·n QUE dio r:irig.:::n a 

Escherichia. Shi~r:!:lla Sa.lmornüla v I(] cbeiella por un lado 

Serratia pc·r ·=l c·tro tC:óm•::?z-F.ii:hi;:lmann v col. 1991). La función 

original de la metilacion Dcm podr1a ser la protecci~n del DNA 

celular 1~ la ~nzima EcoKIJ ~ue ~~ta codificada en el sistema de 

modificacion-restricci~n llevado por varios plésmid0s del grupo 

de incompatibildact N. La metilata ücm v la metilas& del sistema 

EcoHll {t1. l!cQlUl l .;:stán i;mparentadas evolutivamente de forma 
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estrecha: H.l!coRII cc·mplem-=:nta cepaE dcm. p3ra m':::1:.ilación ;1 l:is 

secuencias de los .genes dcm v M Ec1JRll mueEtl an llrl 66~ de simiU -

tud CSohail y col. ¡gQQl. La pre5encia de la metilaci6n Dam en 

;géneri:-s v especies eubacterianaE" diferentes. que incluye bacte­

rias ~ram positivas 1 DinE?mar1 1990. Gómez-Ei·:helmann 1•?'7·'.J: !lattmsn 

y col. 1978). sugiere que este tipo de metilaci6n ~pareciO més 

tempranamente que ]3 metila:iOn Dc1n. Una eKPlicaciOn alternativa 

podría ser qu'o! este patr·:in ,je metilación esta re lar: ic·nado con 

enzimas de restric~i011 que reconocen sitios Dam, las cuales estan 

dist1·ibu1das ampliamente entre las eubacterias. La primera propu­

e~ta par~ce ma~ pr~babl~ va que los sitios Dam tienen l~nciones 

<:!specificas diferentes (Barras y Marinus. 1989l; este hecho su­

giO;?re un tiempo Jarg·:i de acci·::>n de fuerzas s-:?lectivas sobre este 

patrón de metilación y 

ci6n de estas funcioneE 

postcriormenten la adquisición y fija-

En un contexto evolutivo es probable que los plésmidos que 

llevaban codificada a EcoRll ejercieron una selección negativa 

sobre las poblaci0nes de sus cepas hosp~deras de enterobacterias 

Las células sobrevivientes fueron principalmente las que ad­

quirieron el ~en d~ la proteína M EcoHll La organi=ar:ión de los 

eoene~ del sistema Ec.oHll es 11 EcolUlM R EC<."JHll. los genes es tan 

·:irientaa.:·s: en dirección opuesta v ent·:in·:e::- tienen diferentes 

promot·:·re.s IS·;ohail v col. 1990). El 0:onte;<tc. genético de dr.m ee 

di~tint0. EEtE ~en esta advacent~ a ver. '' al parecer amboe son 

transcritos a partir del miEmo prcmotor. Una posible explicacion 

para la organi=ac~0n dcm-var ~~ qu~ el r~sultado de ~5ta fusión 

di~ ventaja~ aelectivas a esta célula. La metilasa Dcm v le 

proteina Vsr re~onocen la misa:~ se:u~ncia (~·~fA/TIGGl: D~m metila 



la citosina interna v Vsr repara los apareamientos equivocados 

T/G en la secuencia recono·:ida por Dcm. Sin embargo, Vsr tambien 

repara estos apareamient0s en las secuencia!: NTAGG y CTAGN sin 

requerimiento de 5-meC íModrich 1991). Es posible que vsr exitie­

ra antes de la fusi-:•n de estos dos genes. Debido a la desamina­

cion de 5-meC en los sitios Dcm, existió un incremento en lo 

proporci·:-.n ds errores de apareamiento, por ¡.:;¡ que es probable que 

se saturara la actividad correctora de la proteina Vsr antigua. 

La fusión nueva dcm-ver aseguro!· una <!:Xpresión coordinada de 

ambos genes Esta fusión aunada a la p¡·esencia del gen arl, el 

cual optimisa la actividad de la metilasa Dcm CKorba v Haves 

1982). contribuve a asegurar el mantenimiento del patrón de meti·· 

la-:ión de citosina para la prote·:·:ión del DNA cromosómico de la 

proteina R.EcoRII y tina reparación eficiente de los apareami-

entos erróneos T/G generados por la desaminación de 5-meC. 

Si se tom~ c~mo ba~e la hip0tesis de que la función original 

de la metilasa Dc,m fue la de proteger al DNA cromosómico de: 

enzimas d·::i restricción codificadas por plásmidos, se vierten 

al~unas predicciones. ~) En cepas de enterobacterias que carecen 

de mi:: ti léic t.:.n D..:m, deben e:st.:it· presentes g¿;nes homt:·logos vsr 

involucrados en la reparación de apareamientos T/G. 2l La presen­

cia de genes homólogos a arl en eubacteriaE que llevan dcm y 3) 

Los hc·spederoi: de 102 pl3.smidos que ·:·:.jifica~ 

restringen a eEpe-:ies con metilaci6n D~m. 
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e o N e L u s [ o N E s 

El análisis de los resultados del pres~nte trabaio sobre le 

distribución ie l" s.itios [lam v Dr:m. " su metilac17·n durante 

estrés calórico permite obtener las conclusioneE siguientes: 

l. La frecuen~ia ~e l~s ~itioE D~m es Euperior la esperada 

aleatoriamente. pero men~r a la esperada por el método de MarkQV. 

2. L<:•s sitios CCTGG presentan una frecuencia mayor -en las re­

gionee .codificadora~ que en las no codificadcr~s. lo ~ontraric 

ocurre para los sitios ('.CAGG. Sin embargo, ambos sitios no mues-

tran un patrón re~ular de distribución. 

3. Es probable que los sitios Dcm no sean importante: para la 

iniciaciaci6n correcta de la replicaci·~n en orle. 

-4. Ee: probable que e?: is tan pc·cos genes para los cuales la tasa de 

mutación esté determinada principalmente por la metilaci6n del 

üNA. 

S. Los patronee je distribucion de los sitios Dam y DcID no mues­

tran alguna relación estre si . 

6. La metilación Dcm s~ inhibe cuando se apli~an periodos cortos 

de estrés calórico & 47 ºC. Por el c~ntrario l~ metilacien Dam no 

se afecta bajo estas mismas condiciones. 
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7. La !:·:·brepr,:iducc ii:·n de las pr'~·teinas GroEL v ~::r.:iES esta inv·:·­

lucrada en el mantenimiento del patr6n de metila:i~n Dcm. d~­

rante estrés ~alOrico d~ 47 De. 

8. La inhibición de la metilacjón Dcm durante eEtrés calórico 

ocurre Eolamente en la cepa C600. v no en otras cepas de E. coli 

1<12. 

9. La t~rmosensibilidad de la metilasa r1cm codificada por el gen 

dcm ,je la cepa C600, depende del fondo genético y del context':l 

celular en que se e;1c4entre. 
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