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Resumen 

En Escherichia co/i, la tensión helicoidal o superenrollamiento del DNA depende principalmente del 
balance de las actividades de las Topoisomerasas 1 y 11 (o Girasa}, y varia en respuesta a diversos 

estlmulos ambientales. Esta variación influye en la transcripción de diferentes genes, posiblemente 
sirviendo como un mecanismo de regulación de la expresión génica en respuesta al estrés celular. 

El superenrollamiento del DNA disminuye en la fase estacionaria. En un trabajo previo de este labo
ratorio se observó que la distribución de topoisómeros de un plásmido reportero de células en fase 

estacionaria difiere en los medios LB y LB adicionado con amortiguador MOPS. En medio LB se esta

blece una distribución bimodal de plásmidos relajados y superenrollados, mientras que en LB-MOPS 
se observa una distribución de plásmidos relajados. Asimismo, en LB-MOPS el superenrollamiento del 

DNA se incrementa rápidamente al disponerse nuevamente de nutrimentos. El uso de inhibidores de 
la transcripción, traducción, y de la actividad de la Girasa sugirieron que este incremento depende de 

las moléculas de Girasa existentes en la célula. La medición de la expresión de los genes de la Gira

sa, gyrA y gyrB, confirma esta suposición. 

En la fase estacionaria, la expresión génica se reorganiza en forma dependiente del regulador trans

cripcional crs, codificado por rpoS. Entre los genes regulados por as se encuentran genes para el me

tabolismo y la resistencia al estrés. Asimismo, se encuentran genes que afectan la topología y la es

tructura del DNA, i.e., topA, dps y gyrl. En este trabajo se determinaron el nivel de superenrollamiento 

de un plásmido reportero y la expresión de los genes gyrA y gyrB de mutantes rpoS en la fase esta

cionaria y en el periodo de recuperación del crecimiento por la adición de nutrimentos. Además, se 

evaluó el efecto del gen re/A, implicado en la regulación de la expresión de rpoS, en el superenrolla
miento del plásmido. 

En LB-MOPS, las mutantes rpoS exhibieron una distribución bimodal de toposiómeros similar a la 

de las células silvestres cultivadas en LB. Esta distribución se mantiene tras una fase estacionaria 

prolongada. La mutación de rpoS también afecta la capacidad para incrementar la tensión helicoidal 

del plásmido en el periodo de recuperación del crecimiento en LB-MOPS. Esta capacidad disminuye 

tras una fase estacionaria relativamente corta, y se pierde completamente al término de 72 horas en 

esta etapa. La distribución de topoisómeros de las células rpoS y silvestres son similares en medio 

LB. Los efectos observados fueron independientes de re/A. Por otra parte, las cepas silvestres y rpoS 

mostraron niveles similares de transcripción de los genes gyr, y de las subunidades de la Girasa, a lo 

largo de la curva de crecimiento. Estos resultados indican que as influye en el superenrollamiento del 

DNA en la fase estacionaria y en la transición al crecimiento exponencial. Aunque crs no afecta la ex

presión de los genes gyr, no se descarta un efecto sobre el ensamblaje de Girasa. Se propone que el 

efecto de crs en el superenrollamiento del DNA es el resultado de la influencia global de este regula

dor en la fisiología y en la supervivencia durante la fase estacionaria. 
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Introducción 
1. El Superenrollamiento del DNA en Escherichia coli 

1.1 Conceptos generales sobre el superenrollamiento del DNA 

La tensión helicoidal o superenrollamiento del DNA es literalmente la revolución del eje de la doble 

hélice en el espacio. Existen dos formas básicas de superenrollamiento: plectonémico y toroidal. El 

superenrollamiento plectonémico implica el entrecruzamiento de la molécula sobre sí misma; es decir, 

el eje helicoidal describe a su vez una hélice en el espacio (Fig. 1a). Si el eje helicoidal describe una 

espiral alrededor de un eje cilíndrico, como lo es una proteína, el superenrollamiento es de tipo toroi

dal (Fig. 1b) (Cozzarelli & Wang, 1990; Gómez-Eichelmann & Camacho Carranza, 1995a). 

a b 

Figura 1. Tipos de superenrollamiento plectonémico (a) y toroidal (b). La doble hélice se representa como una linea 
sólida. En (a), una molécula de DNA circular se enrolla sobre si misma; en (b), la misma molécula, pero describiendo una 
espiral en torno a un eje cillndrico imaginario (Calladine & Drew, 1997). 

El nivel de superenrollamiento del DNA puede expresarse mediante la siguiente relación: Lk = Tw + 
Wr. Tw (twist) representa el número de revoluciones helicoidales en una confonTlación detenTlinada; 

en el caso del B-DNA relajado, equivale al número de pares de bases de la molécula dividido entre 

10.4. Wr (Writhe number) es el número de veces que la doble hélice pasa sobre sí misma en el espa

cio. Lk (Linking number) representa el exceso ó déficit de revoluciones helicoidales in toto (Calladine & 

Drew, 1997). La ecuación indica que los cambios en el número de revoluciones de una cadena sobre 

la otra (Lk) equivale a la suma de los cambios en las revoluciones del ONA en el espacio (Wr) y en las 

revoluciones de la doble hélice en su propio eje (Tw). 
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La Figura 2 muestra esta relación en una molécula circular de 8-DNA en la que se generó superenro

llamiento plectonémico. En (a) la molécula se encuentra sin tensión helicoidal. Si se corta la doble 

hélice, se introducen 3 vueltas en el sentido de su rotación espacial, y se sella el corte, la molécula 

tendrá un exceso de tres revoluciones helicoidales, de manera que Tw = +3 (Fig. 2b). En este estado 
la molécula es inestable y compensa la tensión estructural cruzando sobre si misma, adquiriendo su

perenrollamiento plectonémico positivo (Figs. 2c, d, y e). Wr expresa el número de entrecruzamientos 

de la molécula en (c), (d) y (e); la molécula pierde una revolución helicoidal por cada entrecruzamien

to, por lo que Lk, o la suma de Tw y Wr, permanece constante. 

Wr corresponde intuitivamente al concepto de superenrollamiento, pero la definición cuantitativa de 

este parámetro corresponde a Lk. Esto se debe a que Wr y Tw sólo especifican la forma y el tamaño 

de la molécula. Dado que son propiedades geométricas, su valor cambia ante la deformación. En 

· cambio, Lk es un valor inalterable en cualquier molécula de DNA covalentemente intacta, i.e., es una 

propiedad topológica (Cozzarelli & Wang, 1990). Lk puede expresarse mediante distintas combinacio

nes de Tw y Wr, pero su suma sólo cambiará si se rompen las cadenas del DNA. Lk refleja los cam

bios en la continuidad de la estructura, los cuales se generan por la actividad de las topoisomerasas. 

Tw=O 
Wr=O 

Lk=O 

a 

Tw=+3 
Wr=O 

b 

Tw=+2 
Wr=+1 

Lk=+3 

c 

Tw=+1 
Wr=+2 

d 

Tw=O 
Wr=+3 

e 

Figura 2. Formas relacionado de una molécula de DNA circular con superenrollamiento. (a) La molécula en ausen
cia de tensión helicoidal. (b), (c), (d) y (e) La molécula con un exceso de revoluciones helicoidales. (c), (d) y (e) La molé
cula con superenrollamiento plectonémico (Calladine & Drew, 1997) . 
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Figura 3. Organización del nucelolde de Escherichla coli en topodomlnlos. El DNA circular de 4,700 kpb se distribuye 
en regiones de superenrollamiento plectonémico delimitadas por barreras que impiden que la tensión helicoidal de una 
región altere la distribución de las regiones adyacentes (Gómez-Eichelmann & Camacho-Carranza, 1995a). 

El superenrollamiento del DNA tiene dos implicaciones biológicas generales. Primero, es un medio 

para la compactación, la protección y la distribución ordenada del DNA dentro de la célula. Segundo, 

es un estado termodinámico favorable para los procesos que requieren la separación de la doble héli

ce, como la replicación y la transcripción. La transcripción genera tensión helicoidal local que, a su 

vez, afecta la expresión de genes aledaños. Esta observación, junto con el hecho de que el ambiente 

induce alteraciones en los patrones de transcripción y en la topología del DNA, trae a consideración 

una tercer implicación. Ésta es que el superenrollamiento del DNA posiblemente participa en la regu

lación de la expresión génica. 

1.2 El superenrollamiento y la compactación del DNA en Escherichia coli 

En eucariontes, el DNA se compacta mediante superenrollamiento toroidal. Segmentos de -146 pb 

envuelven octámeros de protefnas denominadas histonas, formando nucleosomas. Éstos se yuxtapo

nen en filamentos espirales o solenoides de -30 nm de diámetro, que contienen 6 nucleosomas por 

vuelta. La apariencia típica de los cromosomas en metafase se debe a la condensación de los sole
noides a lo largo de un esqueleto de proteínas no-histónicas. 

El DNA bacteriano no se organiza en arreglos nucleoproteicos distribuidos regularmente, sino en 

una estructura denominada nucleoide. En este arreglo la tensión helicoidal es de tipos plectonémico y 
toroidal (Gómez-Eichelmann & Camacho-Carranza, 1995a). El nucleoide de E. coli es una molécula 

de DNA cicular de -4,700 kpb distribuidas en -50 regiones topológicamente independientes de super
enrollamiento plectonémico (i.e., topodominios) (Fig. 3). 
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Se ha sugerido que una molécula central de RNA determina la estabilidad de los topodominios in vivo. 
Sin embargo, en los nucleoides purificados sólo se encuentran moléculas de mRNA naciente, y la ri
fampicina no modifica el número de topodominios en la célula. También se propuso que la membrana 
contribuye en la organización de los topodominios. Por ejemplo, la RNAP podría restringir la rotación 
del DNA y establecer un topodominio al acoplarse la transcripción y la traducción de proteínas que se 
insertan en la membrana (Pettijohn, 1996; Drlica & Woldringh, 1998; Gómez-Eichelmann & Camacho
Carranza, 1995b). Las contribuciones reales del RNA, la membrana celular y la transcripción en el 
establecimiento de estas barreras topológicas no se determinan aún. 

Por otro lado, diversas proteínas interactúan con el DNA de E. coli, incidiendo simultánemente en su 
organización y en la regulación de la expresión génica. Las proteínas del nucleoide más relevantes 
son Fis, HU, Hfq, H-NS, IHF y Dps (Pettijohn, 1988; Ali Azam & lshihama, 1999; Ali Azam et al., 1999). 

Fis (factor for lnversion §.timulation) es un homodímero de 11.2 kDa que se identificó como un factor 
para la recombinación sitio-específica. Fis induce el doblamiento del DNA y actúa como regulador 
transcripcional de genes necesarios para el crecimiento y la replicación. 

HU (heat ynstable nucleoid protein) es un heterodímero de unidades HU-1 (9.2 kDa) y HU-2 (9.5 
kDa). In vitro, tetrámeros de HU interactúan con segmentos de 58 pb y disminuyen la altura del DNA; 
pero no hay evidencia de la existencia de estos complejos en la célula. HU exhibe afinidad por estruc
turas cruciformes de DNA; la similitud de estas estructuras con los nodos plectonémicos sugiere que 
HU podría delimitar topodominios. 

Hfq (host factor far phage Q¡¡ replication) es una proteína de 11.2 kDa descrita originalmente como 
un factor para la replicación del bacteriófago Qp. Hfq interactúa con RNA y DNA, exhibe fuerte afini
dad por el DNA con curvatura, y regula la traducción de diversos transcritos (incluyendo el mRNA que 
codifica a crS). 

H-NS (histone-like nucleoid §.tructuring protein) forma homodímeros de 15.4 kDa con afinidad por el 
DNA con curvatura; funge como regulador transcripcional global negativo, y es capaz de compactar y 

organizar el DNA. H-NS impide directamente la formación del complejo abierto, aunque también po
dría modular el nivel de superenrollamiento requerido para la transcripción (Tupper et al., 
1994; Pettijohn, 1996). 

IHF (lntegration host factor) es un heterodímero constituido por IHF a e IHF 13, de 11.2 y 10.7 kDa, 
respectivamente. IHF se une al sitio att del nucleoide de E. coli, induce el doblamiento del DNA, y pro
mueve la recombinación integrativa del bacteriófago A.. Además, es un regulador transcripcional global 
positivo con 30 % de homología con HU. 

Dps (QNA-binding Qrotein from §.tarved cells), un monórnero de 19 kDa, aumenta en la fase estacionaria 
hasta un nivel de -200,000 moléculas por célula. Esta proteína se involucra en la protección del DNA 
contra el daño oxidativo (Martínez & Kolter, 1997), y en la depresión general de la transcripción mediante 
la conversión del nucleoide en una estructura cuasi-cristalina (Wolf et al., 1999; Almirón et al., 1992). 
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1.3 Las topoisomerasas y el control del superenrollamiento del DNA en E. coli 
La variación del superenrollamiento plectonémico es función de las topoisomerasas, enzimas que cortan 
el DNA, translocan un segmento de éste a través del corte, y vuelven a ligarlo. Las topoisomerasas inter

vienen en todos los procesos del DNA de eucariontes y procariontes, y se han encontrado codificadas 
en genomas de bacteriófagos y virus (Champoux, 2001). La clasificación de estas enzimas depende del 

tipo de corte que introducen. Las topoisomerasas tipo 1 generan cortes de cadena sencilla, y modifican 
la tensión helicoidal en una supervuelta por ciclo de reacción. Las topoisomerasas tipo 2 cortan ambas 

cadenas, y modifican la tensión helicoidal en dos supervueltas en forma dependiente de la hidrólisis de 

ATP (Gómez-Eichelmann & Camacho-Carranza, 1995b; Wang, 1996; Champoux, 2001). 

E. coli posee cuatro topoisomerasas: las Topoisomerasas 1y111, del tipo 1, y las Topoisomerasas IV 
y 11 (o Girasa), del tipo 2. Por su relevancia para la supervivencia celular, la Toposiomerasa 1 y la Gira

sa han sido objeto de una investigación exhaustiva. Los modelos de actividad catalítica de este par de 
enzimas parecen ser paradigmas del funcionamiento general de las otras dos topoisomerasas exis

tentes en esta bacteria. 

Topoisomerasas tipo 1 
La Topoisomerasa 1 (Top 1) es un monómero de 102 kDa cuyo gen estructural, topA, se sitúa en el 

minuto 28 del mapa genético de E. coli. In vitro, cataliza la relajación de DNA superenrollado negativa

mente y, en ciertas condiciones, la resolución de nudos intramoleculares en DNA circular y la encade
nación-desencadenación de círculos de DNA en forma dependiente de Mg2+. La deleción de topA es 

tolerada sólo en presencia de mutaciones compensatorias en los genes que codifican a Girasa. 

La Figura 4a resume la organización de Topl. El dominio de corte y pasaje se encuentra en los pri

meros 582 aa del extremo N-terminal; la reacción de corte depende del residuo Tyr389. Este residuo 

se encuentra en una región cuyo plegamiento es similar a la región de unión al DNA de CAP 

(Qatabolite ªctivator Qrotein). La región de 582 aa es sucedida por otra de 162 aa; ésta contiene tres 

dominios de unión a Zn2+, de los cuales el primero es necesario para la reacción de relajación. Los 

últimos 121 aa del extremo e-terminal incrementan la estabilidad del complejo DNA:Top 1, aunque son 

dispensables para la actividad in vitro {Champoux, 2001; Wang, 1996). 

La Topoisomerasa 111 {Top 111) es una protefna de 75 kDa codificada por topB (minuto 38.7 del ma

pa genético de E. coll). In vitro, Toplll resuelve nudos en moléculas de DNA circular y encadena

desencadena DNA circular de manera más eficiente que Top 1 (pero no es esencial para la supervi

vencia). Además de Mg2+, requiere K+ para su actividad. Las estructuras cristalinas de los dominios de 

corte y pasaje de Top 111 y Top 1 son similares, pero Top 111 carece de los dominios de unión zn2+. Sin 

embargo, su extremo e-terminal también contribuye a la unión al DNA. Esta región posiblemente pro

mueve la actividad de encadenación-desencadencación (Champoux, 2001; Wang, 1996). 
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Mecanismo de catálisis de Top 1 
El modelo de funcionamiento de Top 1 es congruente con la estructura cristalina de un fragmento N

terminal de 67 kDa que retiene la capacidad de corte (Fig. 4b) (Champoux, 2001). Un segmento de 

cadena sencilla contacta una hendidura que se extiende entre los dominios 1 y IV. Un cambio confor

macional en el dominio 111 sitúa al residuo Tyr389 cerca de este segmento. Mediante una reacción de 

trans:-esteriticaqión, Tyr389 corta y permanece unido al fosfato 5' de uno de los extremos de la cade

.nai Simultánea.mente, el dominio 111 se eleva y abre un pasaje a la cavidad central, permitiendo la 

transloca~ión dé.-la .. tadena intacta, el cierre del pasaje, y la ligación del corte. El pasaje se abre y cie

rra por segunda vez, permitiendo la liberación de la cadena intacta y la disociación del complejo 

DNA:Topl. 

Topoisomerasas tipo 2 

La Girasa es un tetrámero constituido por dos subunidades GyrA (97 kDa) y dos GyrB (90 

kDa).Sus genes estructurales, gyrA y gyrB, se sitúan en los minutos 48 y 83 del mapa genético 

de E. coli, respectivamente. Girasa exhibe la capacidad, única entre las topoisomerasas, de in

troducir superenrollamiento negativo a expensas de la hidrólisis de ATP y de la presencia de 

Mg2+. También es capaz de resolver nudos intramoleculares y encadena-desencadena molécu

las de DNA circular. En ausencia de ATP, cataliza la relajación del DNA (Gómez-Eichelmann & 

Camacho-Carranza, 1995b; Wang, 1996; Champoux, 2001). 

La estructura primaria de Girasa se esquematiza en la Figura 5a. GyrA exhibe las actividades 

de corte y ligación; el sitio activo Tyr122 se encuentra en una región estructuralmente parecida 

al sitio de unión de DNA de CAP. La porción terminal contiene una región en la que el substrato 

forma una supervuelta toroidal positiva. El sitio ATPasa se sitúa entre los primeros 400 aa de 

GyrB. La porción e-terminal de esta subunidad es necesaria para la interacción A2B2. Esta re

gión exhibe una inserción de -170 aa, necesaria para su actividad in vivo, que no se encuentra 

en ToplV ó en cualquier otra topoisomerasa tipo 2 descrita (Wang, 1996; Champoux, 2001; Max

well, 1998). 

La Topoisomerasa IV (Top IV) es producto de los genes pare y parE (minuto 65 del mapa 

genético de E. co/1), cuyas secuencias son homólogas a gyrA y gyrB, respectivamente. Par E (70 

kDa) y Pare (75 kDa) forman un heterotetrámero C2E2 que en presencia de ATP remueve super

vueltas negativas hasta la relajación completa. Asimismo, encadena-desencadena y resuelve 

nudos intramoleculares de moléculas de DNA circular (Gómez-Eichelmann & Camacho

Carranza, 1995; Zechiedrich et al., 2000). Al igual que Girasa, esta enzima es esencial para la 

supervivencia celular. 
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Figura 4. Organización y mecanismo catalitico de Top l. (a) Esquema simplificado de la estructura primaria de Top I; 
se señalan los dominios relevantes para la actividad de la enzima. (b) Modelo del mecanismo de relajación de Topl; las 
cadenas del DNA se representan como lineas sólidas (ver texto) (Champoux, 2001). 

Mecanismo de catálisis de Girasa 

La estructura cristalina de la Girasa intacta no se ha resuelto aún. Sin embargo, se dispone de la es

tructura de los dominios N-tenninales de Gyr8 (de 43 kDa) y GyrA (de 59 kDa), y de un fragmento de 

92 kDa de la Topoisomerasa 11 de S. cerevisiae (homólogo a los dominios e-terminales de las subuni

dades de Girasa) (Fig. 5a) (Champoux, 2001; Wang, 1996; Heddle et al., 2001 ). 
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A partir" de fa información obtenida de estos fragmentos se ha inferido el mecanismo de catálisis de 

Girasa (Fig 5b). Los dominios de unión al ATP y de captura del DNA delimitan la puerta N (cerca del 

extremo N-terminal de la proteín.~),. La puerta C (cerca del extremo e-terminal) acepta al segmento de 

DNA intacto tras el corte y fa transfocación, y está delimitada por la región N-terminal de GyrA. Aproxi

madamente 140 pb forman una supervuefta toroidal positiva en tomo a la enzima. Un segmento de 

doble éadena se une al dominio de captura y corte, lo cual provoca la oscilación de la puerta N entre 

los estados abierto y cerrado. El segmento capturado se corta en forma independiente del ATP y, a 

través de los fosfatos de uno de sus extremos, permanece asociado covalentemente a los residuos 

Tyr122 de las subunidades GyrA. La ocupación de uno de los sitios de unión a ATP induce la conver

sión de la puerta N al estado cerrado y la unión de un segundo ATP (ehampoux, 2001). Si en la cavi

dad N ha quedado atrapado un segmento intacto de DNA adyacente, se separan los extremos de las 

cadenas cortadas y se transloca el segmento intacto a la cavidad C. La hidrólisis del primer ATP posi

blemente facilita la translocación {Baird et al., 1999). La ligación del corte promueve la abertura de la 

puerta e y la liberación del segmento translocado. El ciclo de reacción termina cuando la puerta C se 

cierra rápidamente y se hidroliza el segundo ATP. La liberación de los productos de la hidrólisis de 

ATP induce la abertura de la puerta N, dejando preparada a Girasa para una nueva reacción. 

La capacidad de Girasa para generar superenrollamiento negativo podría fundamentarse en la rela

ción espacial de los segmentos T y G. El sentido del nodo establecido por los segmentos coincide con 

el de la tensión helicoidal de la molécula. Cualquier topoisomerasa tipo 2 distinta a Girasa produce 

relajación al cancelar dos supervueltas. En el caso de Girasa, fa supervuelta toroidal impuesta por la 

región e-terminal de GyrA dicta un sentido positivo en el nodo. Al translocarse el segmento de doble 

cadena se cancela un nodo positivo, por lo que se introduce superenrollamiento plectonémico negati

vo (Champoux 2001). 

Girasa es blanco de diversos compuestos biológicos y sintéticos. Estos compuestos pueden 

agruparse en función de su mecanismo de acción. La primer clase reúne a las cumarinas (e.g., 

cumermicina y novobiocina), compuestos producidos por Streptomyces spp. que inhiben 

competitivamente la unión del ATP a GyrB. Por lo tanto, las cumarinas inhiben la introducción de 

superenrollamiento, pero no la relajación. La escasa similitud estructural entre el ATP y las cumarinas 

sugiere que tienen sitios de unión próximos y mutuamente excluyentes (Maxwell, 1998; Lewis et al., 

1996). 

La segunda clase es representada por las quinolonas (e.g., ácido nalidíxico y ciprofloxacina), 

antibióticos sintéticos que estabilizan la unión covalente DNA:Girasa e impiden la ligación del 

segmento cortado. La afinidad de las quinolonas por el DNA de cadena sencilla sugiere que podrían 

unirse a los bordes del corte; sin e!nbargo, la mutación de Tyr122 no impide la asociación de las 
.• ! .• 
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Figura 5. Organización y mecanismo catalitico de Girasa. (a) Esquema simplificado de la estructura primaria de Gira
sa; se señalan los dominios relevantes para la actividad de la enzima y la interacción de sus inhibidores. (b) Modelo del 
mecanismo de introducción de superenrollamiento; los segmentos de doble cadena se representan como lineas sólidas 
(ver texto) (Modificada de Champoux, 2001). 
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quinolonas (Maxwell, 1998; Lewis et al.,1996). 

Los inhibidores peptídicos CcdB (11.7 k Da) y microcina 817 (3.1 kDa) actúan de manera similar a las 

quinolonas, y son codificados por plásmidos de enterobacterias. CcdB es la toxina del módulo de 

muerte celular programada ccdAB (fontrol of g,ell fl.eath) de los plásmidos F. Esta proteína bloquea la 

actividad corte-ligación de Girasa mediante una interacción directa con GyrA (Couturier et al., 1997). 

Las células que contienen el plásmido con el operón mcb sintetizan y secretan microcina 817 en la 

fase estacionaria. El operón mcb también contiene los genes para la inmunidad de las células que lo 

contienen. En presencia de ATP, la microcina 817 estabiliza el complejo de corte-ligación (Heddle, et 

al., 2001; Zamble et al., 2001 ). 

Gyrl (gyrase !nhibitor) constituye una nueva clase de inhibidor, pues es un factor codificado por 

elcromosoma que suprime directamente la actividad de Girasa (Nakanishi et al., 1998). gyrl (sbmC) se 

identificó como un gen situado en el minuto 44 del mapa genético de E. co/í, y cuya sobre-expresión 

confiere resistencia a la microcina 817 (Baquero et al., 1995). Gyrl (18 kDa) secuestra a Girasa ó, 

alternativamente, impide el paso de unión de la enzima al DNA. Este modelo se basa en tres 

observaciones. Primero, Gyrl se asocia fuertemente a la holoenzima, pero débilmente a las 

subunidades por separado (Nakanishi et al., 2002). Segundo, inhibe la introducción y la relajación del 

superenrollamiento dependientes de Girasa (Chatterji & Nagaraja, 2002). Tercero, evita la 

acumulación de cortes de doble cadena en presencia de inhibidores como la microcina 817 (Baquero 

et al., 1995; Chatterji & Nagaraja, 2002). A partir de la última observación se propuso que en 

condiciones de estrés Gyrl contrarresta los efectos de los inhibidores peptídicos in vivo (Chatterji & 

Nagaraja, 2002). De manera interesante, la expresión de gyrl aumenta en la transición hacia la fase 

estacionaria, y su promotor exhibe una secuencia -1 O putativamente dependiente de crs (Nakanishi et 

al., 1998). 

Funciones biológicas de las topoisomerasas 
Cada una de las topoisomerasas es responsable de un conjunto definido de funciones in vivo, aunque 

los análisis bioqufmicos muestran cierto grado de superposición de actividades. 

El DNA de E. coli se encuentra en un margen global de superenrollamiento negativo. Este margen 

depende principalmente del balance de las actividades complementarias de Girasa y Top l. Posible

mente, Top IV actúa junto con Topl en la modulación global de la tensión helicoidal negativa; median

te la inactivación selectiva de Top 1 y Top IV se ha determinado que ToplV contrarresta significativa

mente el efecto de Girasa in vivo (Zechiedrich et al., 2000). Girasa es responsable de la tensión nega

tiva necesaria para la replicación y la partición del DNA. También relaja el superenrollamiento positivo 

generado por la DNA polimerasa al frente de la horquilla (Gómez-Eichelmann & Camacho-Carranza, 

1995; Champoux, 2001). Top IV desencadena las moléculas hijas al término de la replicación, y sepa-
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ra moléculas encadenadas por la recombinación sitio-específica (Zechiedrich et al., 1997). La resolu

ción de nudos intramoleculares in vivo también depende de Top IV (Deibler et al., 2001). 
El avance de la maquinaria de transcripción induce tensión helicoidal positiva al frente y negativa atrás 

de la RNAP (Rahmouni & Wells, 1992). La relajación de esta tensión implica directamente a Girasa y 
Top l. Aparentemente, Topl es más importante que Top IV en la relajación de la tensión inducida por 

la transcripción porque su tasa de relajación es superior (Massé & Drolet, 1999; Zechiedrich et al., 

2000). 
Girasa podría participar en la conformación del nucleoide mediante la formación de estructuras toroi

dales en sitios preferenciales. Las secuencias REP (repetitive gxtragenic Qalindromic sequences) son 

sitios potenciales de unión para Girasa (Gómez-Eichelmann & Camacho-Carranza, 1995b). 

La relevancia biológica de Top 111 no se determina aún. Esta enzima se involucra en la separación 

de estructuras precursoras de encadenación en la vecindad de la horquilla de replicación (Champoux, 

2001). Asimismo, parece ser importante para mantener una frecuencia baja de mutaciones espontá

neas provocadas por la pérdida de DNA (Gómez-Eichelmann & Camacho-Carranza, 1995b). 

1.4 Regulación del superenrollamiento del DNA y su efecto sobre la expresión génica 

Las mutantes deficientes en Top 1 exhiben un crecimiento pobre y superenrollamiento negativo excesi

vo, a menos que aparezcan mutaciones compensatorias espontáneas en gyrA o gyrB. Esta observa

ción condujo a la propuesta de que el superenrollamiento del DNA es susceptible a un mecanismo 

homeostático de autorregulación. Esta hipótesis se apoya en el hecho de que el promotor de topA se 

activa por el incremento del superenrollamiento, mientras que los promotores de gyrA y gyrB se acti

van en DNA relajado (Tse-Dinh & Beran, 1988; Menzel & Gellert, 1987). 

Por otro lado, los estímulos ambientales afectan significativamente la tensión helicoidal del DNA. Las 

condiciones anaeróbicas e hiperosmóticas ocasionan el incremento del nivel de superenrollamiento 

(Drlica & Woldringh, 1998; Higgins et al., 1988; Conter et al., 1997), mientras que la limitación de fuen

tes de carbono y de energía inducen la relajación del DNA (Balke & Gralla, 1987; Jensen et al., 1995; 

Reyes et al., 2003). La tensión helicoidal afecta la transcripción de diversos genes. La expresión de 

genes inducidos anaeróbicamente (como cydAB, para la citocromo oxidasa bd) ó hiperosmóticamente 

(como proU, para el sistema de transporte de la betaína de glicina) aumenta en templados superenro

llados (Bebbington & Williams, 2001; Higgins et al., 1988). 

La congruencia entre la tensión helicoidal requerida para estimular estos genes, y la tensión obser

vada en las condiciones en las cuales se inducen, sugiere que el superenrollamiento del DNA consti

tuye un mecanismo global de respuesta al estrés. Este modelo necesita sustentarse en el discerni

miento de las rutas de señalización por las cuales se induce la alteración topológica del DNA. Asimis-
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mo, se requieren análisis detallados de los cambios de patrón de expresión génica que parecen de

pender de la topología del DNA. 

El efecto del ambiente sobre la tensión helicoidal depende {al menos parcialmente) del potencial fos

forilativo de la célula. A partir de una serie de observaciones se ha propuesto la existencia de un con
trol termodinámico, adicional al de tipo homeostático, del superenrollamiento del DNA. la actividad in 

vitro de Girasa es muy sensible a la relación [ATP]/[ADP] (Westerhoff et al., 1988). Asimismo, la re
lación [ATP]/[ADP] y el superenrollamiento varlan paralelamente en situaciones de estrés, como en 

las condiciones anaeróbicas y de choque térmico {Drlica & Woldringh 1998; Van Wor1<um et al., 1996; 
Camacho-Carranza et al., 1995). La manipulación del nivel celular de la H+-ATPasa corrobora esta 

relación causal. Aparentemente, la dependencia de la tensión helicoidal hacia el nivel energético de la 

célula es fuerte cuando el cociente [ATP]/[ADP] es bajo. El mecanismo termodinámico predomina en 

esa condición, pero el control homeostático compensa el efecto del estado energético sobre la tensión 

helicoidal cuando el cociente [ATP]/[ADP] varía alrededor de un valor elevado (Jensen et al., 1995). 

El estudio del superenrollamiento del DNA en el estrés por calor es el ejemplo más ampliamente 
tratado de la relación entre la topología del DNA y el ambiente. El nivel de superenrollamiento aumen

ta junto con la temperatura de crecimiento en E. coli. Este aumento se presenta también a temperatu

ras que inducen la respuesta al estrés por calor dependiente de crH (o cr32). El comportamiento obser

vado es parte de una respuesta homeostática al efecto de la temperatura sobre el DNA y la supervi
vencia. 

El DNA se relaja de manera inmediata y transitoria tras la elevación de la temperatura. Este efecto 

tiene una componente termodinámica, pero experimentos con mutantes topA e inhibidores de Girasa 

indican que Topl y Girasa son responsables de la relajación. Esta etapa no requiere la slntesis de pro

teínas de respuesta al choque térmico, la relajación también ocurre en una mutante rpoH (Tse-Dinh et 

al., 1997; López-Garcia & Forterre, 2000). En una segunda etapa, Girasa es responsable de la recu

peración del superenrollamiento negativo, lo cual coincide con el aumento de la relación [ATP]/[ADP]. 

El cloramfenicol inhibe el aumento del superenrollamiento, indicando que la síntesis de proteinas, e.g., 

chaperonas, es necesaria para la recuperación (Camacho-Carranza et al., 1995). Se ha propuesto 

que DnaK es esencial para este proceso, y ensayos in vitro muestran que esta chaperona estimula la 

actividad de Girasa (Tse-Dinh et al., 1997; lópez-García & Forterre, 2000). 
Aunque en menor grado, el estudio del superenrollamiento del DNA se ha extendido al estrés nutri

mental y la fase estacionaria. Balke y Gralla (1987) determinaron el efecto de la remoción abrupta de 
la fuente de carbono sobre la tensión helicoidal de un plásmido reportero. Se observó que el superen
rollamiento del DNA disminuye en esta condición. La ligera relajación del plásmido de células cultiva

das en presencia del des-acoplador energético dinitrofenol sugirió que el agotamiento del ATP no con
diciona la relajación. 

En el laboratorio de la Dra. Gómez Eichelmann se observó que la tensión helicoidal de un plásmido 
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reportero de células cultivadas en medio LB disminuye en la fase estacionaria (Reyes-Domínguez, 
2000). La distribución de topoisómeros observada varia dependiendo de la presencia ó ausencia de 
un amortiguador. Este estudio se extendió a la determinación de la capacidad celular para recuperar 
el superenrollamiento del DNA al disponerse nuevamente de nutrimentos. Solamente en un medio 
que permanece neutro se incrementa rápidamente el superenrollamiento. El uso de inhibidores trans
cripcionales, traduccionales, y de la actividad de la Girasa indican que la recuperación del superenro
llamiento no depende de la síntesis de novo de Girasa, sino de las moléculas de Girasa existentes en 
la célula. Esta hipótesis se apoya en el hecho de que la actividad de los genes gyrA y gyrB, y la canti
dad de Girasa, se mantienen a lo largo de la fase estacionaria (Reyes-Domínguez et al., 2003). 

La fase estacionaria es un proceso adaptativo que no parece depender del agotamiento de un nutri

mento específico, y factores adicionales como la densidad celular contribuyen a su activación 

(Hengge-Aronis, 2000). El hecho de que las células en fase estacionaria son metabólicamente acti

vas, y muestran una expresión génica diferencial, indica que también en este caso el superenrolla

miento varía definidamente y repercute en la fisiología celular. 

En la última década se han enfocado esfuerzos en el entendimiento de la fisiología y expresión ge

nética de las células en fase estacionaria. Una buena proporción de estos esfuerzos se dirigen a la 

caracterización de crs, la subunidad cr de la RNAP específica de la fase estacionaria. El número de 

genes en los que crs influye y la compleja regulación de su expresión sugieren que es un regulador 

maestro en las condiciones de estrés. El posible efecto de crs sobre el superenrollamiento del DNA en 

la fase estacionaria y en la reanudación del crecimiento es el motivo de este trabajo. Por ello, en la 

siguiente parte de la introducción se revisan el papel regulador y el control de la expresión de este 

factor cr. 
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2. La Fase Estacionaria en Escherichia coli 
Las bacterias enfrentan constantemente condiciones que limitan ó impiden su crecimiento. Su habili

dad para colonizar un ambiente requiere la capacidad para alternar períodos de rápida división celular 

y de crecimiento casi nulo o de latencia aparente. Esto lo logran mediante la expresión oportuna de 

genes que suelen organizarse en redes de regulación global. 
E. coli posee redes de respuesta a condiciones adversas como el estrés calórico, el daño al DNA, el 

estrés oxidativo, y la limitación nutrimental. Específicamente, la respuesta a la limitación nutrimental 

comprende dos etapas parcialmente superpuestas. La primera implica la inducción de genes para la 
incorporación de nutrimentos específicos presentes en bajas concentraciones, o la utilización de fuen

tes nutrimentales no preferenciales (Hengge-Aronis, 1996). Estos genes pertenecen a sistemas de 

expresión como los regulones CRP:cAMP y PhoBR, inducidos en condiciones limitantes de glucosa y 
fósforo, respectivamente. Las células continúan dividiéndose hasta que agotan nutrimentos esencia

les, entonces suspenden el crecimiento e ingresan a la fase estacionaria. La transición a esta etapa 

implica la disminución de la expresión de la mayoría de los genes necesarios para el crecimiento ex

ponencial, y también la inducción de un subgrupo de genes implicados en una reorganización fisiológi

ca para el mantenimiento de la viabilidad durante la inanición. 

Las células en fase estacionaria muestran un re-direccionamiento metabólico general: disminuyen la 

tasa global de síntesis de proteinas y acumulan compuestos de reserva, e.g., polifosfato y glucógeno 

(Azam et al., 1999; Goodrich et al., 1996). El número de ribosomas se reduce, posiblemente por su 

degradación y ulterior uso como fuente nutrimental, y se sintetiza el factor modulador de ribosomas 

(RMF), para la dimerización y conservación de los mismos (Huisman et al., 1996). A nivel estructural 

se observan la disminución del tamaño y la adopción de una forma esférica, así como una tendencia a 

formar agregados. Las envolturas celulares sufren una recomposición crítica. En la membrana cito

plásmica aumenta la cantidad de ácidos grasos poli-insaturados y de derivados ciclopropilicos 

(Huisman et al., 1996). En la capa de mureína y en la membrana externa aumentan el nivel de entre

cruzamiento covalente del péptidoglicano y el contenido de lipopolisacáridos, respectivamente 
(Huisman et al., 1996; Goodrich, et al., 1996). En la fase estacionaria ocurren cambios topológicos en 

el DNA que coinciden con la disminución de la expresión génica. La tensión helicoidal de los plásmi
dos disminuye (Balke & Gralla, 1987; Schneider et al., 1997; Reyes-Domlnguez, 2000), y el nucleoide 

se condensa por el efecto de co-cristalización de la proteína Dps (Almirón et al., 1992; Wolf et al., 

1999). 

El uso de inhibidores de la síntesis de proteínas en el ingreso a la fase estacionaria disminuye críti

camente la supervivencia de E. coli durante la fase estacionaria (Nystr6m & Neidhardt, 1994). Esta 

observación indica la necesidad de la activación temprana de mecanismos de regulación global que 
promuevan la supervivencia a largo plazo en esta condición. 
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La red de regulación dependiente del gen rpoS tiene ese carácter esencial para E. co/i. Este gen codi

fica un factor cr específico de la fase estacionaria, crs, que modula la expresión de más de 90 genes 

implicados en la supervivencia durante la fase estacionaria y en la resistencia a otros tipos de estrés. 

2.1 La respuesta de la fase estacionaria dependiente de rpoS 
La expresión de rpoS se incrementa en condiciones hiper-osmóticas, de pH ácido, oxidativas, y de 

altas temperaturas (Hengge-Aronis et al., 1993; Muffier et al., 1996; Muffier et al., 1997b; Sledkeski et 

al., 1996). Las células sometidas a estas condiciones exhiben características similares a las de la fase 

estacionaria inducida por el agotamiento nutrimental. Esto ha sugerido la existencia de una respuesta 

general al estrés celular cuyo regulador maestro es crs (Hengge-Aronis, 2000). 

Diferentes alelos mutantes de rpoS fueron descubiertos de manera independiente, y denominados 

en función de los procesos en los cuales intervienen (Kolter, 1999; Loewen & Hengge-Aronis, 1994). 

El primero fue nur, involucrado en la resistencia a la radiación ultravioleta cercana. Posteriormente se 

encontró un regulador positivo, katF, de los genes para la resistencia al H202 katE y xthA, que codifi

can la catalasa HPll y la exonucleasa 111, respectivamente. De manera paralela, se identificó el locus 

appR, cuya mutación impide la síntesis de la fosfatasa ácida codificada por appA. 
Con base en la comparación de la estructura primaria de KatF y de los productos de rpoD (cr7º) y 

rpoH (cr32) se postuló que katF podría codificar un factor cr secundario (Mulvey & Loewen, 1989). En 

una búsqueda de fusiones lacZ inducibles por el ayuno de fuentes de carbono se identificó el alelo 

csi2 (Lange & Hengge-Aronis, 1991 a). Las mutantes csi2 exhiben un fenotipo pleiotrópico extremo, 

que consiste en la incapacidad para sintetizar glucógeno y fosfatasa ácida, y en la hipersensibilidad al 

H202 y a temperaturas elevadas. Habiendo establecido que csi2, katF, y appR son alelos de un mismo 

gen, Lange y Hengge-Aronis (1991a) sugirieron la denominación rpoS y crs (cr3B) para este gen y su 

producto codificado, respecthamente. El superíniice 'S' especifica 'starvation' o 'stationary phase'. 

Caracterización de rpoS y crs 

rpoS se sitúa en el minuto 58.9 del mapa genético de E. coli, donde forma parte de un operón junto 

con nlpD, el gen estructural de una lipoproteína para la formación de la pared celular. Su dirección de 

transcripción es opuesta al sentido de las manecillas del reloj, y en su región 3' se encuentra una se

cuencia de terminación rho-independiente. La transcripción de rpoS es muy baja en la fase exponen

cial, y se genera a partir de dos promotores situados corriente arriba de nlpD, nlpD p1 y p2 (Mulvey & 

Loewen, 1989; Lange & Hengge-Aronis, 1994a; Takayanagi, 1994; Lange et al., 1995). El uso combi

nado de fusiones transcripcionales rpoS::lacZ y de 'primer extension' indica que la inducción de rpoS 

durante la fase estacionaria depende de otro promotor, rpoS p1, que se encuentra a 550 pb corriente 

arriba de rpoS, dentro de nlpD (Takayanagi, 1994; Lange et al., 1995). Este promotor muestra las se-
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cuencias TATICT y TIGCGT, separadas entre sí por 17 pb, en las posiciones-10 y-35, respectiva

mente. Estas secuencias corresponden relativamente bien a los consensos-10 TATAATy-35 TIGA
CA de los promotores dependientes de Ecr7º. Asimismo, dos sitios de unión cAMP-CRP putativos 

flanquean este promotor en las posiciones -62.5 y +55.5 (Takayanagi, 1994; Lange et al., 1995). 

crs es una proteína de 330 aa y -37.9 kDa con un alto grado de similitud con cr7º (Fig. 6) (Colland et 
al., 1999; Tanaka et al., 1993; Lonetto et al., 1992). cr7D contiene 4 regiones conservadas divididas en 
un número de sub-regiones. Las sub-regiones 2.1 y 2.2 se implican en la unión de a10 a la RNAP. Las 

sub-regiones 2.3 y 2.4 constituyen la caja RpoD, y son necesarias para la desnaturalización del pro

motor y el reconocimiento del consenso -10, respectivamente. El reconocimiento del consenso -35 

depende de la sub-región 4.2 (Lonetto et al., 1992). Las sub-regiones de cr7º y crs para el reconoci

miento de los promotores exhiben una similitud superior al 70% (Lee & Gralla, 2000). En este rubro 

también se incluye la sub-región 2.5, que en cr7º se asocia al reconocimiento del dominio TG de las 

secuencias -1 O extendidas. El dominio correspondiente en crs sólo exhibe algunas posiciones idénti

cas (Colland et al., 1999), y aparentemente no desempeña la misma función. No obstante, la sub

región 2.5 de crs posee un carácter crítico, i.e., alberga el sitio susceptible a la proteólisis mediada por 

ClpXP (Muffler et al., 1996). 

Por otra parte, crs posee una región 1 más pequeña, y carece de la región conservada de 245 resi

duos situado entre las sub-regiones 1.2 (que interviene en la formación del complejo abierto) y 2.1 de 

cr7o (Colland et al., 1999). Aparentemente, ambas regiones enmascaran una capacidad de unión a 
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Figura 6. Comparación de la organización modular de a10 y as. Se señalan las regiones relevantes para la interacción 
de los factores a con la RNAP y las determinantes promotoras (modificada de Colland et al., 1999). 
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DNA libre situada en las sub-regiones de reconocimiento de las determinantes promotoras de cr7° 

(Dombroski et al., 1992). 
Por ser indispensable para el crecimiento exponencial, cr70 es considerado el factor cr primario -o 

vegetativo- de E. coli. Los factores cr alternativos intervienen en la transcripción de genes de respues
ta al estrés especificos. Excepto por cr54, todos los factores cr alternativos de E. coli exhiben estructu

ras primarias y organizaciones modulares similares a las de a10. Sin embargo, éstos difieren significa

tivamente respecto a los 3 segmentos más conservados entre los factores cr primarios de diversas 

especies: (1) la caja RpoD; (i1) un segmento de 20 aa en la subregión 4.2 y; (ii1) un segmento de 14 aa 

situado corriente abajo de la caja RpoD. 

La estructura y el carácter de las respuestas mediadas por cr8 sugieren que esta proteína es un se
gundo factor cr primario, y no de tipo alternativo (Hengge-Aronis, 2000). Primero, crs alberga los tres 

dominios altamente conservados de a10, y es el factor cr no esencial para el crecimiento exponencial 

que guarda mayor similitud con éste. Segundo, un número de genes dependientes de Ecr70 pueden 

ser transcritos por Ecrs, y viceversa. Tercero, aunque crs no es esencial para el crecimiento, lo es para 

la supervivencia bajo condiciones de estrés, es decir, las condiciones prevalecientes en los nichos de 

E. coli (Hengge-Aronis, 1996). 

Genes regulados por as 

crs influye en la expresión de más de 90 genes {Tabla 1). Muchos de éstos son relevantes para la re

sistencia durante la limitación nutrimental, mientras que otros sirven en la prevención y la reparación 

del daño causado por diferentes condir.iones adversas. En esta lista se encuentran genes para la divi

sión celular y la slntesis de compuestos de reserva, y para la protección osmótica y la disociación de 

formas reactivas de 02. También se incluyen genes asociados a las rutas metabólicas centrales, y 
genes implicados en la colonización y patogénesis bacteriana. Asimismo, algunos genes dependien

tes de cr5 codifican reguladores, como BolA, que controla la expresión de la proteína de unión a la 

penicilina PBP6, una carboxipeptidasa asociada a la síntesis de pared celular en el septum. 

Regulación de la actividad de E<Js 

cr70 se mantiene permanentemente en el intervalo de 700 moléculas por célula; crs alcanza un nivel de 

-230 moléculas durante la fase estacionaria (Jishage & lshihama, 1995). La afinidad de as por la 

RNAP es la más baja de todos los factores <J in vitro (Kusano et al., 1996; lshihama, 2000), y el nivel 

de saturación de Ecr5 requerido para alcanzar un nivel máximo de transcripción es superior al de Ecr7o 

(Kusano et al., 1996). Evidentemente, la constante de afinidad y la concentración de as no explican ni 
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Gen 

Morfologla y división 
bo/A 
osmB,C,E 
osmY 
csgBA 
csgCDEF 
tic 
nsQAZ 
Energla y metabolismo 
aldB 
cbdAB 
sdhA 
ilvN 
aes 
frd 
Repllc:aclón, reparación y 
configuración del DNA 
cbpA 
aidB 
alkA 
mutS, H 
dps 
topA 
dnaN 
xthA 
Producción de compuestos 
de 1lmacenamlento 
glgCAF 
glgS 
otsA (pexA) 
otsB(pexB) 
Resistencia al estrés 
lreA 
lreF 
usp 
sodC 
katE 
katG 
Genes de patogenicidad 
esp 
csgBA 
csgCDEF 
fimA,B 

Función 

Control de la slntesls de PBP6 
Lipoprotelnas de membrana externa 
Proteína periplásmica 
Formación de curtí 
Foonación de curtí 
Control de la división celular 
Formación del septum 

Aldehldo deshidrogenasa 
Cttocromo bd oxídasa 
Subunídad de la succinato deshídrogensa 
Acetohidroxiácido sintasa 
Acetil-CoA sintetasa 
Fumarato reductasa 

Chaperona molecular 
Reparación de lesiones por metilación del DNA 
Reparación de lesiones del DNA 
Reparación de DNA 
Protelna de unión a DNA 
Topoisomerasa 1 
Subunidad ¡l de la DNA polimerasa 111 
Exonucleasa 111 

Slntesís de glucógeno 
Slntesis de glucógeno 
Trehalosa-B-toslato sinlasa 
Trehalosa-B-losfato foslatasa 

Trehalasa periplásmica 
Trehalasa citoplásmica 
'!Jniversal ªtress l!rotein' 
Superóxido dismutasa periplásmlca 
Catalasa HPll 
Catalasa HPI 

Adhesión tisular 
Formación de curti 
Formación de curti 
Formación de fimbriae 

Tabla 1. Lista parcial de genes inftuidos porcr6• 

Referencia 

Lange & Hengge-Aronis, 1991 
Bordes et al., 2000 
Kusano et al .. 1996 
Hengge-Aronis, 2000 
Hengge-Aronis, 2000 
Hiratsu et al., 1995 
Rothfield & Garcia-lara, 1996 

Loewen et al., 1998 
lshihama, 2000 
lshihama, 2000 
Hengge-Aronis, 1996 
lshihama, 2000 
Loewoo eta/., 1998 

Yamashíno el al., 1994 
Landini & Bus by, 1999 
Landini & Busby, 1999 
Tsui et al., 1997 
Almirón el al., 1992 
Qi et al., 1997 
lshihama, 2000 
Loewen & Hengge-Aronis, 1994 

Loewen & Hengge-Aronis, 1994 
Loewen & Hengge-Aronis, 1994 
Hengge-Aronis et al., 1991 
Hengge-Aronis el el., 1991 

Lange & Hengge-Aronís, 1991 
Hengge-Aronis, 2000 
Farewell et al., 1998 
Hemgge-Aronis, 2000 
Hengge-Aronis, 2000 
Hengge-Aronis, 2000 

Hengge-Aronis, 2000 
Hengge-Aronis, 2000 
Hengge-Aronis, 2000 
Dove et al., 1997 

su capacidad de competencia contra a7o en la asociación a la RNAP, ni la expresión global diferencial 

observada durante la fase estacionaria. Las variaciones en las secuencias promotoras consenso, así 

como la presencia de reguladores proteicos (e.g., proteínas de unión a DNA} y no-proteicos (e.g., to

pología del DNA, trehalosa y (p)ppGpp) contribuyen de manera crucial en el reconocimiento preferen

cial de un promotor por Ecrs (Fig. 7). 

Aunque se han identificado más de 90 genes dependientes de ers, no existe una secuencia consen

so a partir de la cual sea predecible la dependencia hacia este factor cr. Muchos de estos promotores 

también son reconocidos por Ecr7º in vitro, de la misma manera que promotores dependientes de cr70 
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son transcritos por Ecrs. Por ejemplo, el promotor fíe depende de EcrS in vivo (Utsumi et al., 1993; Ta

naka et al., 1993), pero Ecr7D es capaz de reconocerlo in vitro (Ding et al., 1995). Asimismo, lacUV5 y 
trp, dos genes regulados por Ecr7o, pueden ser reconocidos por Ecrs (Tanaka et al., 1993). 

A partir del alineamiento de diversos promotores se propuso la secuencia CTAC/rACT, comprendida 

entre las posiciones -13 y -7, como un consenso putativo en la región -10 de los genes dependientes 
de crS(Loewen et al., 1998; Espinosa-Urge! et al., 1996; Lee & Gralla, 2001; Becker & Hengge-Aronis, 

2001 ). Esta secuencia exhibe como posiciones más conservadas a -13C, -12T, -11 A, y -7T (Lee & 

Gralla, 2001; Hengge-Aronis, 2001). Curiosamente, las últimas tres posiciones también son las más 

conservadas en los promotores dependientes de cr70. La importancia de la identidad de estas posicio

nes en la actividad de EcrS se ha explorado mediante mutagénesis dirigida (Lee & Gralla, 2001; Bec

ker & Hengge-Aronis, 2001 ). La substitución de -12T y -11 A eliminan por completo la unión de EcrS al 

promotor. La identidad de -13C es crucial para evitar el reconocimiento por parte de Ecr7o, aunque su 

substitución no afecta la afinidad de Ecrs. De manera similar, la remoción de -7T elimina la unión de E 

a10, pero disminuye poco la afinidad de Ecr8 por el promotor. Sin embargo, si se substituyen simultá

neamente estas dos posiciones, la identidad de -13C si desempeña un papel positivo en la interacción 

de Ecrs con el promotor (Lee & Gralla, 2001; Becker & Hengge-Aronis, 2001 ). 

Diversos estudios in vitro sugieren que Ecrs y Ecr70 pueden reconocer secuencias promotoras simila

res (Tanaka, 1995; Tanaka, 1993). Esto coincide con la fuerte similitud existente entre los dominios 

2.4 y 4.2 de ambos factores cr. No obstante, mientras la determinante -10 influye en el reconocimiento 

de promotores por Ecrs, posiblemente no se requiere una secuencia específica en la región -35. Inclu

so la transcripción del promotor fic no se altera cuando es dirigida por una forma de crs que carece de 

la sub-región 4.2 (Hiratsu et al., 1995). La ausencia de un elemento -35 en los promotores dependien

tes de Ecrs podría determinar la selectividad de esta holoenzima al interferir con el reconocimiento por 

Ecr7D. Por otro lado, Wise et al. (1996) observaron una distribución relativamente conservada de la 

secuencia CCG en la región -35 de los promotores dependientes de cr8 . La substitución de estos nu

cleótidos en el promotor de osm Y reduce la transcripción por Ecrs, pero estimula la transcripción por E 
cr10. Asimismo, la introducción de esta secuencia en proU hace a este gen insensible a cr10, pero indu

cible por Ecrs y dependiente de la fase de crecimiento. 

Factores adicionales a las secuencias promotoras influyen en el uso diferencial de promotores por E 

crS. Por lo menos dos aspectos de la topología del DNA intervienen en este sentido. Primero, la trans

cripción in vitro de los promotores lacUV5 y osmY por EcrS es más eficiente en templados con bajo 

nivel de superenrollamiento (Kusano et al., 1996). De forma muy general, esta observación coincide 

con la noción de que el nivel de superenrollamiento del DNA disminuye en condiciooes de estrés nutri

mental. Segundo, diversos genes dependientes de crs exhiben regiones de curvatura intrínseca co

rriente arriba de sus promotores (Espinosa-Urge¡ & Tormo, 1993; Espinosa-Urge! et al., 1996). Existe 
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evidencia de que los dominios que inducen el doblamiento del DNA (i.e., segmentos de múltiples ade

ninas) pueden interactuar con la RNAP. Estos segmentos estimulan fuertemente la transcripción 

cuando se sitúan corriente arriba de la región -35 de genes reconocidos por Ecr70 in vivo e in vitro 

(Aiyar et al., 1998). Aparentemente, existe una relación entre la actividad de H-NS y el reconocimiento 

diferencial por la RNAP asociada a cr7º ó oS. Sólo en una cepa hns la transcripción de csgBA, que codi
fica la principal subunidad de la curlina, puede ocurrir a través de Ecr7° (Amqvist, 1994). H-NS muestra 

especificidad por el DNA con curvatura en condiciones de sub-saturación, por lo que es posible que 

mantenga a los promotores en una configuración que impida a Ecr70 su reconocimiento. 

Otras proteínas intervienen en el control de la actividad de Ecr5. Durante la fase exponencial, la ex
presión de dps en respuesta al estrés oxidativo es estimulada por OxyR, y depende de Ecr7o. Sin em

bargo, su inducción durante la fase estacionaria depende de Ecr5, y es facilitada por IHF (Altuvia et al., 

1994). La expresión de osmY es activada por Ecrs, pero es reprimida por Lrp, cAMP-CRP, e IHF 

(Lange et al., 1993). La competencia entre crs y cr7º por la RNAP también podría afectarse por Rsd, 

una proteína de unión a cr7o que impide en diferentes grados la transcripción in vitro de diversos pro

motores (Jishage & lshihama, 1998). Asimismo, Pratt y Silhavy (1998) implicaron a crl (un modulador 

de la transcripción de csgBA) como un regulador positivo de Ecr5 que posiblemente se une a crs o a E 

crs, ó que estimula la asociación de crs a la RNAP. 

El incremento de diversos factores en respuesta a condiciones de estrés, incluyendo moléculas os

moprotectoras (glutamato de potasio y trehalosa), el poli-P, y el (p)ppGpp favorecen la transcripción 

vía Ecrs. La transcripción in vitro de los genes osmB y osmYmediante Ecrs se estimula con concentra

ciones de glutamato de potasio que simulan las condiciones iónicas intracelulares durante el estrés 

osmótico, ~.3 M. La transcripción de estos genes por Ecr7º es eficiente en condiciones normales, 

pero esta concentración de glutamato ejerce un efecto inhibitorio sobre Ecr70 (Ding et al., 1995). El 

nivel de transcripción de osmY, /avUV5 y fíe mediante EcrS y Ecr70 se incrementa junto con la concen

tración de trehalosa. Mientras la concentración de trehalosa óptima para EcrS se encuentra en el inter

valo de 0.7-1.2 M, para Ecr7o es 0.7 M (Kusano & lshihama, 1997a). 

El poli-P inhibe la transcripción in vitro por ambas holoenzimas, Ecrs y Ecr7o. El efecto inhibitorio so

bre EcrS cesa por el incremento del nivel intracelular de glutamato de potasio; el poli-P posiblemente 

desempeña un papel en la expresión dependiente de as en condiciones hiperosmóticas (Kusano & 

lshihama, 1997b). Recientemente se ha propuesto que el (p)ppGpp regula la competencia entre facto
res cr para asociarse a la RNAP (Jishage et al., 2002). Esta noción se fundamenta en las siguientes ob
sevaciones: (1) los factores oS y cr32 compiten mejor contra cr7o en presencia de (p)ppGpp; (it) la fracción de 

cr5 y cr32 asociada a la RNAP disminuye en una cepa re/A spoTy; (ii1) la necesidad de estos factores cr 

por el (p)ppGpp se elimina en presencia de formas mutantes de cr70 con una afinidad disminuida por la 
RNAP. 
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Regulación de la expresión de crs 
La expresión de crs está sujeta a un intrincado mecanismo de regulación que opera en los niveles 

transcripcional, traduccional, y de estabilidad proteica (Figura 7) (Lange & Hengge-Aronis, 1994b). 

Numerosas moléculas se han involucrado en la regulación de cr8, y no es excepcional que alguna de 

éstas intervenga, directa o indirectamente, en más de una forma. La significación de la ocurrencia si

multánea de tres niveles de regulación respecto a un único parámetro, la concentración de crs, se re

laciona con el carácter general de la respuesta fisiológica dependiente de este tactor cr~ La primer ob

servación en este sentido es que los diferentes tipos de estrés inciden en distintá prÓp'aíció~ sobre 

LeuO 
OxyS \ )ti· S 
~ . l._1 '\ (p)ppGpp Crl Trehalosa Glutamato 

(p)ppG~ BaÍA/Poli-P RprA..,_1Írq-.DsrA HU ~ ~ ¡ 
\ + \ \ I I )'"' Fom""" do Ea' 

rpos------- mRNA rpoS crS ----y transcripción 

!\ 
cAMP UDP-glucosa DnaK ---!1~ ClpXP 

\ 

LrhA 

D d .• d s f 
egra acion e ª RssB -4- acetil-fosfato 

Figura 7. Regulación del nivel y actividad de as . Se presenta un modelo de regulación de la expresión de rpoS en los 
niveles transcripcional y post-transcripcional. También se incluyen el control de la estabilidad de as y la participación de 
factores que promueven su asociación a la RNAP y la transcripción dependiente de este factor cr .... , regulación positiva; 
-1 , regulación negativa (Modificada de Hengge-Aronis, 2000) . 

cada nivel de regulación. Lo anterior sugiere que los factores exógenos que disparan la expresión de 

as actúan sobre varias rutas de señalización, y que no hay una molécula señal común a todos los 

tipos de estrés (Hengge-Aronis, 2000). La traducción del mRNA rpoS y la estabilidad de as aumentan 

en condiciones hiperosmóticas, aunque la actividad transcripcional de rpoS no se modifica (Hengge

Aronis et al., 1993). De manera similar, el ingreso a la fase estacionaria por el agotamiento nutrimental 

estimula la transcripción y la traducción de rpoS (Lange & Hengge-Aronis, 1994b). Aparentemente, 

cuando el carácter del estrés permite una adecuación paulatina, la regulación de as en los niveles 

transcripcional y traduccional se acentúa. Por el contrario, cuando el estrés es potencialmente letal y 

requiere una respuesta rápida, la disminución de la proteólisis de crs es el control preponderante. 
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Control a nivel transcripcional 
La actividad de rpoS se induce durante la fase exponencial tardla y en la transición hacia la fase esta
cionaria (McCann et al., 1991; Lange & Hengge-Aronis, 1991; Loewen et al., 1998; Lange & Hengge

Aronis, 1994b). Esto sugiere la intervención de mecanismos reguladores positivos en la expresión de 

este gen in vivo. Diversas moléculas se asocian al control transcripcional de rpoS, pero no existe un 

modelo satisfactorio que explique la inducción de este gen en el inicio de la fase estacionaria. Al me

nos una señal intracelular debe funcionar en este sentido, y moléculas como el (p)ppGpp y el poli-P, o 

el complejo cAMP-CRP y BarA, son candidatos importantes. 

El (p)ppGpp es el efector del control estricto. El control estricto es un ajuste fisiológico en respuesta 

a la limitación de aminoácidos y de fuentes de carbono y de energia, y consiste en la disminución de 

la sintesis de RNA estable (rRNA y tRNA) y en el control del inicio de la transcripción de diversos ge

nes. El metabolismo del (p)ppGpp depende de RelA, una (p)ppGpp sintetasa asociada constitutiva

mente a los ribosomas, y de SpoT, una enzima citoplásmica que sintetiza y degrada (p)ppGpp 

(Chatte~i & Ohja, 2001; Cashel et al., 1996; Hernández & Bremer, 1991). El nivel de crs no se incre

menta en la transición a la fase estacionaria en una cepa .ó.relA .ó.spoT. Asimismo, la sobreproducción 

de (p)ppGpp en ausencia de estrés nutrimental conduce a la acumulación de crs (Gentry et al. 1993). 

Aparentemente, el (p)ppGpp estimula la transcripción de rpoS, pero no a nivel de iniciación. La muta

ción Me/A .ó.spo T no influye diferencialmente la iniciación transcripcional a partir de los promotores 

situados corriente arriba de rpoS (Lange et al., 1995). El efecto del (p)ppGpp podría operar a nivel de 

elongación ó de estabilidad del mRNA rpoS (Lange et al., 1995; Hengge-Aronis, 2000). Paradójica

mente, el bajo nivel de crsen una cepa Me/A .ó.spoTno se relaciona con un bajo nivel de mRNA rpoS. 

Por el contrario, el nivel del transcrito aumenta como resultado del incremento de su vida media 

(Zgurskaya et al., 1997). 
Las células incapaces de sintetizar poli-fosfato (poli-P) son hiper-sensibles al estrés por calor. La so

bre-expresión de rpoS en estas células compensa este efecto, por lo que se propuso que el poli-P esti

mula la expresión de crs. La actividad de las fusiones transcripcionales rpoS::/acZ disminuye cuando se 

sobre-produce la exopolifosfatasa de levadura PPX1 (Shiba et al., 1997); desafortunadamente, no hay 

evidencia de que el poli-P estimule la transcripción de rpoS in vftro. 

BarA es un sensor-cinasa de la familia de activadores transcripcionales de dos componentes, y se 

ha encontrado que el nivel de mRNA rpoS disminuye substancialmente en la fase exponencial tem

prana en una mutante barA. Una evidencia adicional de que esta proteína desempeña un papel en la 

expresión de rpoS es que la propia inducción de barA antecede a la de aquél en la fase exponencial 
tardía (Mukhopadhyay et al., 2000). 

Aparentemente, el complejo cAMP-CRP ejerce un efecto negativo sobre la expresión de rpoS 

(Loewen et al., 1998; Hengge-Aronis, 1996). En la fase exponencial, la transcripción de rpoS y los 
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niveles de as se incrementan fuertemente en las cepas cya y crp, pero disminuyen inmediatamente si 

se adiciona cAMP (Lange & Hengge-Aronis 1991; Lange y Hengge-Aronis, 1994b). Existe un reporte 

en el que se observó la disminución en la transcripción de rpoS en una cepa cya (McCann et al., 

1993), pero esta contradicción permanece sin explicación. 
Otros factores involucrados en el control de la expresión de rpoS son la UDP-glucosa y la homose

rín lactona. La UDP-glucosa es necesaria para la producción de trehalosa y de algunas componentes 

de la envoltura celular, y aparentemente ejerce un efecto negativo sobre la expresión de rpoS 

(Bohringer et al., 1995). Huisman y Kolter (1994) propusieron que una acil-homoserín lactona (AHL) 
dispara la expresión de rpoS en condiciones de estrés nutrimental. Las AHLs fungen como señales 

extracelulares en el control dependiente de la densidad celular de diversos procesos en bacterias 
Gram-negativas, como la bioluminiscencia de Vibrio harveyi (Bassler, 1999; Fuqua & Greenberg, 

1998). Aunque existe controversia respecto a los resultados reportados para E. coli (aparentemente E. 

coli no sintetiza AHLs), en Pseudomonas aeruginosa si se requiere una AHL para la expresión de 

rpoS (Latifi et al., 1996). 

Control a nivel traduccional 

La transición hacia la fase estacionaria, así como otros tipos de estrés (térmico y osmótico), estimulan 

la traducción del mRNA codificado por rpoS (Lange & Hengge-Aronis, 1994; Sledjeski et al., 1996; 

Muffler et al., 1996; Muffer et al., 1997). La región 5' del mRNA rpoS exhibe una secuencia en la que 

se predice la formación de una extensa estructura tallo-asa. Aparentemente, el segmento delimitado 

por los nucleótidos 160 y 210 impide la unión de los ribosomas al actuar como RNA antisentido en cis 
sobre la región líder. Se ha propuesto que un conjunto de factores condicionan la desestabilización de 

esta estructura secundaria con el fin de regular su iniciación traduccional (Lange & Hengge-Aronis, 1994; 

Brown & Elliot, 1996; Muffler et al., 1996). Entre estos factores se encuentran las proteínas del nucleoide 

Hfq, H-NS, y HU, asi como las moléculas pequeñas de RNA no traducido DsrA, RprA, y OxyS (Fig. 7). 

La ausencia de Hfq provoca la disminución en los niveles de as de S. typhimurium y E. coli (Brown 

& Elliot, 1996; Muffler et al., 1997). Dado que Hfq interactúa con un número de mRNAs in vivo, se ha 

propuesto que desestabiliza directamente la estructura secundaria del mRNA rpoS (Loewen et al., 

1998; Brown & Elliot, 1996; Muffler et al., 1997; Zhang et al., 1998). Sin embargo, no existen reportes 
sobre la unión especifica Hfq:mRNA rpoS in vitro. 

OxyS es un RNA no traducido de 109 ni asociado a la regulación de -40 genes en E. coli (Altuvia et 

al., 1997). OxyS interactúa directamente con Hfq in vivo, y aparentemente impide la traducción del 
mRNA rpoS al competir por Hfq (Zhang et al., 1998). 

Por otra parte, Yamashino et al. (1995) encontraron que el nivel y la estabilidad de crs aumentan 

significativamente en ausencia de hns. Posteriormente se estableció que esta proteína participa en la 
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regulación de rpoS en respuesta al estrés osmótico y a la desaceleración del crecimiento (Barth et al., 

1995). H-NS podrla regular negativamente la transcripción de factores que interactúan directamente 
con el mRNA rpoS, ó unirse a éste (H-NS se une inespecíficamente al RNA, y exhibe propiedades de 

chaperona de RNA). 
DsrA tiene un efecto antagónico sobre la función inhibitoria mediada por H-NS. DsrA es un RNA no 

traducido de 85 nt, con una estructura secundaria putativa consistente en tres tallos-asa (Sledjeski y 
Gottesman, 1995; Majdalani, et al., 1998; Lease & Belfort, 2000; Lease et al., 1998). En E. coli, DsrA 

se desempeña como regulador a través de interacciones RNA:RNA en, por lo menos, dos niveles. A 

nivel post-transcripcional, DsrA estimula la expresión de rpoS a través de un mecanismo anti
antisentido (Sledjeski & Gottesman, 1995; Majdalani et al., 1998). A nivel transcripcional, funge como 

antisilenciador de H-NS, promoviendo la expresión de diversos genes (Sledjeski & Gottesman, 1995). 

El segmento ocupado por el primer tallo-asa y la base del segundo es complementario a una región 

de -20 nt dentro de la secuencia líder del mRNA rpoS. El apareamiento entre DsrA y esta región po

dría eliminar la estructura secundaria del transcrito rpoS (Majdalani et al., 1998). Por otra parte, la fun

ción de DsrA parece depender de Hfq. Hfq se une específicamente a DsrA in vitro y, en ausencia del 

gen que codifica a esta proteína, DsrA prácticamente pierde su estabilidad (Sledjeski et al., 2001). 

HU contribuye al control post-transcripcional positivo de cr8 in vM:>; reconoce específicamente el 

mRNA rpoS, y la sintesis de crs disminuye significativamente en una cepa hupAB (Balandina et al., 

2001). HU podria desestabilizar la estructura del mRNA rpoS para facilitar la unión de los ribosomas 

o, alternativamente, modular la unión de otras proteínas como Hfq y H-NS (Balandina et al., 2001). 

El circuito de control traduccional de rpoS es aún más complejo. A partir del monitoreo aleatorio de 

clonas capaces de estimular la traducción de rpoS en ausencia de DsrA se detectó un RNA no trans
crito de 106 ni, RprA (BQoS regulator B.NA) (Majdalani et al., 2001). Aunque en DsrA y RprA es pre

decible la formación de estructuras tallo-asa, y la actividad de RprA también se ausenta en una cepa 
hfq, este RNA no parece interactuar con el mRNA rpoS. Solamente se han detectado pequeñas regio

nes de complementariedad con éste, y la mutación de tales segmentos no afectan significativamente 
su actividad. 

dksA, descrito originalmente como un gen cuya sobre-expresión suprime la termosensibilidad y la 

filamentación de una cepa dnaK, contribuye en la regulación traduccional positiva del mRNA rpoS 

(Webb et al., 1999). Aparentemente, DksA actúa especificamente en la región situada entre los codo
nes 8 y 73, i.e., a diferencia de lo propuesto en el caso de Hfq, la interacción DksA:mRNA rpoS es 

independiente de la región promotora. 

LeuO, un regulador similar a LysR, reduce los niveles de crs a bajas temperaturas (Klauck et al., 

1997). La sobre-expresión de LeuO tiene el mismo efecto sobre DsrA, pero no afecta la expresión de 

rpoS en un fondo dsrA. Es decir, posiblemente LeuO regula a rpoS mediante la represión de DsrA. La 
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expresión de leuO es relativamente baja e independiente de la temperatura. Sin embargo, este gen se 

des-reprime en ausencia de H-NS, lo cual sugiere que H-NS regula la sintesis de su antisilenciador, 

DsrA (Klauck et al., 1997). 

Control post-traduccional de los niveles de cr5 

Durante la fase exponencial, el bajo nivel de crs depende de la actividad ClpXP (Schweder et al., 
1996), una proteasa ATP-dependiente formada por una componente reguladora (ClpX) y una proteolí

tica (ClpP) (Gottesman et al., 1993). El sitio crítico para la degradación de cr5 se encuentra entre las 

posiciones 159 y 188, y el residuo 1731ys es esencial para este proceso. Por lo tanto, el sitio suscepti

ble a la proteólisis y la sub-región 2.4 se sobreponen (Zhou et al., 1998; Becker et al., 1999). 

La degradación de as requiere el factor de reconocimiento RssB o SprE (Begulator of §.igma ª; ªta

tionary Qhase regulator), un miembro de la familia de reguladores de respuesta (Muffler et al., 1996b; 

Pratt & Silhavy, 1996). RssB promueve específicamente la degradación de cr5 (Pratt & Silhavy, 1996; 

Zhou & Gottesman, 1998), e interactúa exclusivamente con ClpXP (Zhou et al., 2001). Éste es el pri
mer regulador de respuesta implicado en la regulación a nivel de estabilidad proteica, además de que 

su dominio e-terminal no guarda similitud alguna con el resto de los miembros de dicha familia (Pratt 

& Silhavy, 1996; Muffler et al., 1996b). 
Existen condiciones en las que la interacción RssB:crs y el proceso proteolítico se desacoplan. En 

condiciones donde la tasa proteolítica de as disminuye parcial- o totalmente (e.g., en la fase estacio

naria ó en una cepa clpP), la sobre-expresión de RssB suprime la actividad de los genes dependien

tes de as, aun en presencia de elevados niveles de crs (Becker et al., 2000). A partir de esta observa

ción, Becker et al. (2000) propusieron que RssB puede actuar como factor anti-cr bajo condiciones de 

crecimiento en las que rssB es fuertemente inducido. 

Otra proteína involucrada en el control de la proteólisis de as es DnaK. El nivel y vida media de crs 

se reducen en una cepa dnaK durante la fase estacionaria (Rockabrand et al., 1998; Muffler et al., 

1997b). DnaK promueve la estabilidad de as; sin embargo, se desconoce si esta chaperona interactúa 

con este factor a in vivo como hace con crH, en cuyo caso aumenta su inestabilidad. Alternativamente, 

DnaK podría afectar la actividad de RssB ó de ClpXP. Por el contrario, LrhA {bysR-like trasncriptional 

regulator) promueve la degradación de as mediante la estimulación de RssB en la fase exponencial 
(Gibson et al., 1999). 

Aparentemente, el acetil fosfato también participa en la regulación de la interacción RssB:crs. In vi

tro, el acetil fosfato puede actuar como donador en la fosforilación de diversos sensores cinasa, como 

la proteína reguladora del regulón Ntr (Nystrom, 1995). La tasa de degradación de crs disminuye en 

una cepa incapaz de sintetizar acetil fosfato, y RssB interactúa con crs in vitro en fonna dependiente 

de la fosforilación del residuo Asp58 de su dominio receptor N-terminal {Bouché et al., 1998; Becker et 

al., 1999). 
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Objetivo general 

Estudiar el papel de rpoS en los cambios de superenrollamiento del DNA durante la fase estacionaria 
y en el periodo de recuperación del crecimiento de Escherichia co/i. 

Objetivos particulares 

Determinar el efecto de la mutación de los genes rpoS y re/A en la cinética de superenrollamiento del 
DNA durante la fase estacionaria y en el periodo de recuperación del crecimiento. 

Determinar el efecto de la mutación de rpoS en la expresión de la Girasa a lo largo del crecimiento. 
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Materiales y Métodos 

1. Cepas bacterianas y plásmido 

La cepa MC4100 F· ara0139 ~(argF-lac)205 rpsL150 thiA1 relA1 flbB5301 deoC1 ptsF25 rbsR (Lac· 
Ara· SmR Thi·) se utilizó en la mayoría de los experimentos (Casadaban, 1976). También se 

emplearon las cepas MX614 ile-680 (Bastarrachea et al., 1980), CF148 (protótrofa), CF1652 (CF1648 
MelA251::kan) (Xiao et al., 1991), y las cepas con fusiones transcripcionales en el cromosoma 

MC4100 A.ct>(gyrA-lacZ), y MC4100 A.ct>(gyrB-lacZ) (Reyes-Domínguez et al., 2003). 

Las cepas MC4100 rpoS::Tn10, MX614 rpoS::Tn10, CF1648 rpoS::Tn10, CF1652 rpoS::Tn10, 

MC4100 rpoS::Tn 10 A.ct>(gyrA-lacZ), y MC4100 rpoS::Tn 1 O A.<I>(gyrB-lacZ) se obtuvieron mediante 

transducción generalizada con el bacteriófago P1 vir [rpoS::Tn10 (TcR)] (Lange & Hengge-Aronis, 

1991a). El bacteríofago P1 vir fue donado por el Dr. Jorge Membrillo Hernández (Instituto de 

Investigaciones Biomédicas, UNAM). Para el monitoreo del superenrollamiento del DNA se empleó el 

plásmido pMS01 (ApR), un derivado de pBR322 en el que se eliminó el gen de resistencia a la tetraci

clina (León et al., 1988). 

2. Medios y condiciones de crecimiento 

Los medios ricos LB (Luria-Bertani) y LB-MOPS se usaron en casi todos los experimentos. El medio 

mínimo M9 se utilizó únicamente para conocer la viabilidad de una mutante rpoS durante períodos 

prolongados de fase estacionaria. Todos los experimentos se realizaron en condiciones de 

crecimiento estándar, a 37 ºC y con agitación constante de 180 rpm. 

Los cultivos experimentales se iniciaron de la siguiente fonma. En un tubo con 3 mL de medio LB se 

inocularon 50 µL de un cultivo en glicerol ar 20%. (Los cultivos en glicerol o de almacenamiento se 

conservan a -70 ºC y contienen -108 células mL-1). El tubo se incubó en condiciones estándar durante 

toda una noche. Para iniciar el experimento, 200 µL de cultivo de una noche se inocularon en un 
matraz Ertenmeyer de 125 mL con 10 mL de medio LB o LB-MOPS. 

Con el fin de asegurar la presencia homogénea del plásmido en la población celular, se adicionó 
Carbecín, un antibiótico tipo ampicilina, a una concentración de 300 µg mL-1. 

El crecimiento celular se midió en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 550 nm (005so). 

Para cosechar células en la fase exponencial los cultivos se incubaron hasta una 005so ~ 0.4. La fase 

estacionaria comienza en una D.Q.550 - 1.5, cuando el cultivo se ha incubado alrededor de 6 h. 

Para inducir la recuperación del crecimiento, se transfirió -1 mL de cultivo en fase estacionaria a un 

Medio de cultivo Luria Bertani (Sambrook et 
al., 1989) 
Triptona (Difco) 10 g L·1 
Extracto de levadura (Difco) 5 g L-1 

Medio M9 (Sambrook et a/., 1989) 
NH4CI 1 g 
KH2P04 3g 
NaCI 0.5g 
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NaCI (Baker) 10 g L·1 
Timina (Sigma) 20 µg mL·1 
El pH se ajusta a 7.0 con 1 mL de disolución 
de NaOH (Baker) 2.5 N por litro de cultivo. 
El medio LB sólido se prepara de la misma 
manera, pero se agrega 2 % de Bacto-Agar 
(Difco). 
En los experimentos que se requirió, se 
agregó amortiguador MOPS (Sigma) al me
dio LB, a una concentración final de 40 mM. 

Agar20 g .. , 
MgSO~ 1 mL de una disolución al 25 % 
Glucosa 0.1 % · ·· · 
Timina 20 µg mL·1 
Aminoácidos 20 µg mL·1 
Vitamina B1 0.16 mL de una disolución 
0.1 % 
Aforar con H20 desionlzada a 1 L 

3. Construcción de cepas rpoS::Tn10 (TcR) por transducción generalizada mediada por el bac

teriófago P1 vir 
Se inocularon 200 µI de un cultivo de una noche de la cepa a transducir en 10 mL de medio LB. Este 

cultivo se incubó hasta la fase exponencial, se centrifugó a 10,000 rpm por 1 O min, y se resuspendió 
en un volumen de 1 mL de triptona 1%. 500 µL de esta suspensión (-108 células mL-1) se disolvieron 

en el mismo volumen de una disolución de CaCl2 0.015 M y MgSQ4 0.030 M, y se incubaron a 37 ºC 

durante 2 min. 
Paralelamente, se diluyó el bacteriófago P1 viren medio LB, hasta una concentración de -5 x 101 

ufp mL-1 (unidades formadoras de placa); esta disolución se incubó a temperatura ambiente por 2 min. 

La mezcla de transducción se preparó con 500 µI de las suspensiones MC4100-Ca-Mg y P1-LB, y se 

incubó a 37 ºC por 2 min. Centrifugación a 10,000 rpm durante 1 min y resuspensión en 1.5 mL de 

medio de disolución (MgSQ4 10 mM). Esta última mezcla se distribuyó en volúmenes de 100 µI en ca

jas de medio LB con tetraciclina (25 µg mL-1). Se emplearon como controles cajas sembradas única

mente con la cepa silvestre ó la suspensión P1-LB transductante. Las cajas se incubaron a 37 ºC por 

24 h. 
Se seleccionaron 4 colonias de posibles transductantes rpoS::Tn10 (TcR) y se comparó su fenotipo 

con el de las cepas silvestres. Finalmente, se seleccionaron dos colonias para iniciar nuevos cultivos. 

Las colonias se inocularon en 3 mL de LB y se incubaron en condiciones estándar durante 24 h. De 
estos cultivos se transfirieron 500 µL a tubos de almacenamiento con igual volumen de glicerol al 40 

%, tras lo cual los tubos se almacenaron a -70 ºC. 

4. Verificación del fenotipo mutante rpoS 

Se compararon las capacidades de las células silvestres y rpoS para sobrevivir a la incubación a altas 
temperaturas y por períodos prolongados de fase estacionaria. Para estos experimentos se usó la 

metodología de Lange y Hengge-Aronis, 1991. Asimismo, se evaluó la respuesta de las cepas a la 

exposición al H202. 

Curva de termotolerancia. Se tomaron alícuotas de 1 mL de cultivos en LB de las cepas MC4100 y 
MC4100 rpoS con 18 h en fase estacionaria (24 h de incubación continua). Las células se cosecharon 
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por centrifugaron a 10,000 rpm por 3 min, y se diluyeron en NaCI 0.9 % hasta una densidad de 103 

células mL-1. Para cada una de las cepas se hicieron 9 muestras de 1 mL, éstas se numeraron para 

especificar el tiempo (min) que se incubarían a la temperatura subletat de 55 ºC. Se mitoreó el por

centaje de supervivencia a intervalos de 1 minuto, durante 9 minutos. Se tomaron 100 µL (por duplica
do) en los tiempos marcados para realizar cuentas viables en cajas de Petri con medio LB. 

Curva de viabilidad celular en períodos prolongados de incubación. Las cepas MC4100 y 
MC4100 rpoS se cultivaron en 1 O mL de medio mínimo M9 con 0.1 % de glucosa. Estos cultivos se 

incubaron en condiciones estándar durante 9 días. Diariamente se tomaron muestras y se diluyeron 
en NaCI 0.9 % hasta densidades de 103y 102células mL-t. A partir de estas disoluciones se espatula

ron muestras de 100 µI (por duplicado) en cajas con medio LB y se hicieron cuentas viables. 

Ensayo de tolerancia al peróxido de hidrógeno (H202). El efecto del H202 sobre las mutantes 

rpoS se determinó como en Small et al., 1994 . A partir de cultivos de una noche se sembraron cajas 

de Petri. Posteriormente, se aplicaron por goteo -5 µI de H202 a colonias aisladas. Las células silves

tres producen inmediatamente un intenso burbujeo, pero en las mutantes rpoS esto es apreciable so
lamente después de 10-20 s. Este ensayo se utilizó después de cada experimento como control de la 

identidad de las cepas empleadas. 

5. Transformación con el plásmido pMS01 (ApR) 

Para introducir el plásmido reportero en las cepas se utilizó el método de preparación de células 

competentes en un paso descrito por Chung et al. (1989). En un tubo Eppendorf se mezclaron 

volúmenes equivalentes (500 µL) de medio TSS 2X frío y de un cultivo celular en fase exponencial en 

medio LB. 100 µI de esta mezcla se incubaron en hielo con 10 ng de pMS01 durante 30 min. 

Posteriormente, el tubo se incubó en un baño a 45 ºC durante 5 min, y por otros 5 min en hielo. 

Después de agregar 900 µI de medio LB se hizo otra incubación a 37 ºC durante 1 h. Finalmente, se 

tomaron 100 µL del contenido y se sembraron por espatulado en una caja de medio LB con ampicilina 

(200 µg mL-1). Incubación a 37 ºC durante 24 h. Se seleccionaron 4 colonias con el fin de verificar la 

transformación. Los plásmidos se purificaron por el método de lisis alcalina para la extracción de DNA 

(Maniatis et al., 1982), y se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%, a 75 voltios. Se 
conservaron dos colonias para el almacenamiento a -70 ºC. 

TSS2X 
NaCI (Baker) 1 % 
Triptona (Difco) 1% 
Extracto de levadura (Difco) 0.5% 
Polietilenglicol, PEG, 8,000 (Sigma) 20% 
Dimetilsulfóxido, DMSO (Merck) 10% 
MgCl2 (Merck) 50 mM 
No se ajusta el pH de la solución; se esteriliza en autoclave y se mantiene a 4 ºC 
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6. Determinación del nivel de superenrollamiento del plásmido pMS01 
Extracción del plásmido. La purificación del plásmido se hizo con una versión modificada del méto

do de lisis alcalina para la extracción de DNA (Manialis et al., 1982). Se transfirieron 1-1.5 mL de culti

vo en fase estacionaria a un tubo con 18 g de hielo triturado preparado con medio LB. En el caso de 

los cultivos en fase exponencial y de recuperación del crecimiento se transfirió el volumen total de los 

cultivos. 
Las células se cosecharon mediante centrifugación a 11,000 rpm a 4 ºC, por 1 O min. Tras la elimina

ción del sobrenadante, las células fueron resuspendidas con 200 µ1 de disolución 1 con 15 µL de 
RNAsa. Las muestras se transfirieron a tubos Eppendorf, los cuales se incubaron con la tapa abierta 

en hielo por 10 min. Se agregaron 400 µL de la disolución 11; el contenido se mezcló manualmente 
invirtiéndolo con suavidad. Tras otros 10 min de incubación en hielo, se agregaron 300 µL de la diso

lución 111. Los tubos fueron agitados en posición invertida en el 'vortex' por 10 segundos, se incubaron 

en hielo por 10 min, y se centrifugaron a 12,000 rpm en frío, por 15 min. Los sobrenadantes se transfi

rieron a tubos Eppendorf limpios, y se mezclaron con 650 µL de isopropanol. La mezcla se incubó a -
20 ºC, por 24 h. 

Los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm durante 15 min. Se decantó el isopropanol, se limpió el 

interior de los tubos con una toalla de papel, y se secó la pastilla a 37 ºC por 30 min. La pastilla se 

resuspendió en 11 µL de agua desionizada y 9 µL de colorante guía para DNA. 

Disolución 1 
Glucosa (Baker) 50 mM 
Dietilen-diamino-tetraacetato 
(Sigma) 10 mM 
Tris-HCI 25 mM (pH 8.0) 
Lisozima (Sigma) 5 mg mL·1 
RNAsa (Sigma) 10 mg mL·1 

EDTA 

Disoluclón 111 
Acetato de potasio (Baker) 3 M 
Ácido acético glacial (Baker) 11.6 % 
pH final 5.6 

Disolución 11 
Dodecil sulfato de sodio SOS (Sigma) 
1% 
NaOH (Baker) 0.2 N 

Corrimiento electroforético. Los plásmidos se separaron por electroforesis en geles de agarosa 

(Bio-Rad) al 0.7 % con cloroquina (12 µg mL-1). Se prepararon 1000 mL de amortiguador TBE 1X con 

la concentración de cloroquina señalada. Para el gel se usaron 70 mL de amortiguador, el resto se 

vertió en la cámara de electroforesis. Las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm por 30 min, al trans

ferirlas al gel se evitó tomar la porción sedimentada. El corrimiento se efectuó a 22 voltios (-45 mA), 

durante 22 h. Posteriormente, se eliminó la cloroquina del gel lavándolo constantemente en agua 

(cuatro remplazamientos a intervalos de 1 h). Finalmente, el gel se tiñó con bromuro de etidio (Sigma) 

2.5 µg mL-1• Los topoisómeros se visualizaron con un transiluminador de luz ultravioleta de onda cor

ta, y se fotografiaron con película Kodak TRI-X-PAN y un filtro rojo No. 4. 
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Amortiguador TBE 1 X 
Trizma base (Sigma) 90 mM 
Acido bórico (Baker) 90 mM 
Dietilen-diamino-tetraacetato 
(Sigma) 10 mM 

EDTA 

Colorante guía para DNA 
EDTA (Sigma) 1 mM 
Azul de bromofenol (Merck) 0.25 % 
Xilen cianol 0.25 % 
Glicerol (Baker) 30 % 

7. Determinación de la cantidad de las proteínas Gyr con anticuerpos 
Extracción de proteína total. Se transfirieron 450 µL de un cultivo de 10 mL de la cepa MC4100 en 

fase estacionaria a un tubo Eppendorf y se añadieron 4 µL de inhibidor de proteasas PMSF (10 mM). 

Para la extracción a partir de cultivos en fase exponencial se concentraron por centrifugación dos vo

lúmenes de 900 µL de cultivo y se usó la misma cantidad de PMSF. Se agregó ácido tricloroacético 

(Merck) hasta una concentración final de 5 %, se incubó el tubo en hielo por 20 min, y se centrifugó a 

10,000 rpm por 5 min. El contenido del tubo se lavó con una mezcla fria de Tris-Etanol (1 :1) y se vol

vió a centrifugar por 5 min. Se eliminó el sobrenadante, la pastilla se secó al aire y se resuspendió en 

40 µL de amortiguador de muestras Laemmli. Las muestras se almacenaron a -20 ºC. 

Amortiguador de muestras Laemmll 
Glicerol (Baker) 10 % 
SOS (Sigma) 2.3 % 
Tris-HCi (Sigma) 0.0625 M, pH 6.8 
f3-mercaptoetanoi (Bio-Rad) 5 % 
Azul de bromofenol (Merck) 0.001 % 

PMSF (fenll-metil-sulfonll 
fluoruro) 
1.74 mg ml·1 (10 mM) en isopropa
nol 

Corrimiento electroforétlco y transferencia tipo Western. 

Las muestras se hirvieron en un baño durante 2 min antes de su colocación en el gel. Las proteínas 

se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al 7 .5 % , a 150 voltios. La cantidad relativa 

de proteína de cada muestra se comparó en un gel con tinción de Coomassie. Las proteínas se trans

firieron electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa con un diámetro de poro de 0.45 µm 

(Schleichner & Schuell); el corrimiento se efectuó a 100 voltios (-250 mA) durante 1 h. Las proteínas 

Gyr fueron identificadas en experimentos separados con anticuerpos monoclonales anti-GyrA y anti

GyrB (John lnnes Enterprises, Ud). La membrana de transferencia se incubó en PBS-Tween 20 

(0.1%) con 6 % de leche en polvo durante 1.5 h. Se hicieron tres lavados de 10 min con PBS-Tween 

20 (0.1 %), tras lo cual la membrana se incubó en presencia del anticuerpo monoclonal disuelto en 
PBS-Tween 20 (0.1%) con 0.3 % de leche en polvo durante 1.5 h. Los anticuerpos anti-GyrA y anti

GyrB se usaron en una proporción de 1/200 y 1/500, respectivamente. La membrana se lavó con 
PBS-Tween 20 (0.3 %) 6 veces, cada lavado de 5 min. A continuación, se agregó anticuerpo anti

lgGAM conjugado con peroxidasa de rábano (Zymmed Laboratories, lnc.) para la detección de las 

proteínas Gyr. Este anticuerpo se disolvió en PBS-Tween 20 (0.1%) en una proporción de 1/1500. 
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Después de una incubación de 45 min, la membrana se lavó a intervalos de 5 min, dos veces con 

PBS-Tween 20 (0.1 %) y 4 veces con PBS. 

Gel de poliacrilamlda al 7.5 % (72 x 82 
mm) 

Gel separador 
Agua desionizada 2.42 ml 
Disolución A, Acrilamida (30 %) 1.245 ml 
Disolución B (pH 8.8) 1.25 ml 
Disolución C 50 µL 
Persulfato de amonio 12.5 µL 
N, N, N', N' -tetrametiletilenodiamfna, 
TEMED 2.5 µ L 

Disolución A 
Acrilamida (Bio-Rad) 29.2 g 
Bis-Acrilamida 0.8 g 
Se afora con H20 desionizada a 100 ml 

Disolución C 
SOS (Sigma) 10 % 

Amortiguador de corrimiento Laemmll 
Trizma base (Sigma) 0.025 M 
Glicina 0.192 M 
SDS (Sigma) 0.1 % 
pH final 8.4 

Tlnclón de Coomassle 
Ácido acético (Baker) 10 % 
Metano! (Merck) 30 % 
Azul brillante de Coomassie R-250 
(Sigma) 0.06 % 

Gel condensador 
Agua desionizada 1.52 ml 
Disolución A, Acrilamida (30 %) 0.33 ml 
Disolución D (pH 8.8) 0.625 ml 
Disolución C 25 µL 
Persulfato de amonio 12.5 µL 
TEMED (Bio-Rad) 2.5 µL 

Disolución B 
Tris-HCI (pH 8.8) 3 M 
Trizma base (Sigma) 36.3 g 
Se afora con Hil desionizada a 100 ml 

Disolución O 
Tris-HCI (Sigma) (pH 6.8) 0.5 M 
Trizma base (Sigma) 6.055 g 
Se afora con Hil desionizada a 100 ml 

Amortiguador de transferencia 
Glicina 192 mM 
Trizma base (Sigma) 25 mM 
Melanol (Merck) 20 % final 

PBS 
Na2HPQ4 (anhidro) 7.25 mM 
NaH2P04•H20 2.8 mM 
NaCI (Baker) 126 mM 
pHfinal 7.2 

Visualización de las proteinas Gyr. Las proteinas Gyr se detectaron con el sistema 'ECL Western 

blotting Detection System' {Amersham Life Science). Se mezclaron cantidades equivalentes de los 
reactivos de detección; la mezcla se esparció en la superficie de la membrana y se dejó en reposo por 

1.5 min. Para la captación de la señal emitida por la peroxidasa de rábano se empleó pelicula Kodak 

X-Omat, con un tiempo de exposición de 2-8 min. 
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8. Medición de la expresión de los genes gyr de mutantes rpoS durante la fase estacionaria 
Con este fin se emplearon las cepas MC4100 'A.<f>(gyrA-lacZ). MC4100 'A.ct>(gyrB-lacZ), y sus deriva
dos rpoS::Tn10. De acuerdo con el protocolo de Maniatis et al. (1982), se permeabilizaron las células 

con SOS y se estimó la actividad de la 13-galactosidasa sobre el substrato o-nitrofenil-J3-D

galactopiranósido (ONPG) según la siguiente fórmula: 

Unidades Miller = 1000 [00420- 1. 75(00sso)] 

f V 00500 

Las lecturas 00420 y OOsso se realizan a partir de la mezcla de reacción. La lectura a una 00420 es 

una combinación de la absorbancia del o-nitrofenol y de la luz dispersada por el debris celular. En E. 

co/i, 1.75(DOsso) equivale a la dispersión lumlnica a una 00420, y se utiliza como factor de corrección 

para estimar únicamente la absorbancia del o-nitrofenol a una 00420. La densidad celular previa al 

ensayo se representa con la lectura 00500, mientras que t y v representan el tiempo de la reacción 

(min) y el volumen del cultivo (mL). Las unidades Miller son proporcionales al incremento de o
nitrofenol por minuto por bacteria. 
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Resultados 

1. Construcción de mutantes rpoS 

Para estudiar el papel de crs en la regulación de la tensión helicoidal o superenrollamiento del DNA, 

se aislaron mutantes MC4100 rpoS::Tn10 (TcR) mediante transducción generalizada con el bacteriófa

go P1 vir. Siendo rpoS un gen de función reguladora esencial en esta etapa, su inactivación se rela

ciona con efectos pleiotrópicos múltiples. Las mutantes rpoS no sobreviven periodos prolongados de 

fase estacionaria, y no desarrollan termotolerancia ni resistencia al H202 (Lange & Hengge Aronis, 

1991). Estas tres características sirvieron para verificar el fenotipo de las transductantes rpoS::Tn10 

(Fig. 8). 

En la fase estacionaria, E. coli exhibe tolerancia a la exposición transitoria a temperaturas de 55 a 

57 ºC (Lange & Hengge-Aronis, 1991). Se puso a prueba esta capacidad en las células silvestres y 
rpoS::Tn10 de cultivos en medio LB con 18 h de fase estacionaria. Alicuotas de cada cultivo se incu

baron a 55 ºC. Se determinó el porcentaje de supervivencia celular cada minuto cuantificando unida

des formadoras de colonia (UFCs) (Fig. 8a). La viabilidad de las células rpoS disminuye rápidamente 

en comparación con las de tipo silvestre. El porcentaje de supervivencia disminuyó hasta -10 % entre 

los minutos 2 y 3. Después de 5 minutos no se observaron colonias rpoS, mientras que -40 % de las 

células silvestres aún era cultivable al término del ensayo. 

A continuación, se evaluó el efecto de rpoS sobre la viabilidad celular durante la fase estacionaria. 

Se cultivaron las cepas silvestre y rpoS durante 9 días en medio mínimo M9, y se estimó diariamente 

el porcentaje de supervivencia cuantificando UFCs (Fig. 8b). La ausencia de un gen rpoS funcional 

tiene un marcado efecto sobre la viabilidad celular. La vida media de la cepa silvestre fue de 6 a 8 

días. La vida media de la mutante rpoS fue de -3 días, y entre los días 5 y 6 sobrevivía a penas el 10 

% de la población. 

E. coli exhibe dos enzimas con función hidroperoxidasa, KatG (o HPI) y KatE (o HPll). La expresión 

de katE es inversamente proporcional a la tasa de crecimiento y dependiente de crs. La inducción de 

katG durante la fase exponencial es función de la presencia de H202, pero crs es necesario para su 

expresión en la fase de desaceleración del crecimiento (Loewen & Hengge-Aronis, 1994). La sensibili

dad de las mutantes rpoS al H202se evaluó directamente al agregar H202 a colonias aisladas.(Small 

et al., 1994). Las células silvestres producen inmediatamente un intenso burbujeo, pero en las mutan

tes rpoS esto fue apreciable solamente después de 10-20 segundos. Esta prueba se empleó subse

cuentemente en todos los experimentos como control de la identidad de las cepas. En conjunto, estas 

observaciones indican que rpoS fue inactivado. 
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Figura B. Efecto de la mutación rpoS en la supervivencia a 55 ºC. (a) Termotolerancia de células rpoS en fase esta
cionaria. Alícuotas de cultivos en LB con 18 h de fase estacionaria se incubaron a una temperatura subletal de 55 ºC, 
hasta por 9 min. (b) Supervivencia celular durante una fase estacionaria de 9 dias en medio mlnimo M9. O, cepa silvestre; 
•, cepa rpoS. (En cada caso se muestran resultados representativos de tres experimentos independientes). 
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2. Implicación de as en la tensión helicoidal del DNA en la fase estacionaria 

Para la determinación del efecto de rpoS en el superenrollamiento del DNA, se empleó el plásmido 

reportero pMS01. Este plásmido es un derivado de pBR322 en el que el gen tetA fue eliminado {León 

et al., 1988). La ausencia de este gen garantiza que la transcripción y traducción simultáneas de su 

producto, la proteína de membrana Te!A, no alterarán la topologia del plásmido durante los experi

mentos. Asimismo, esta deleción elimina los efectos generados por la transcripción a partir de promo

tores divergentes. 

Se comparó el nivel de superenrollamiento del DNA de las cepas silvestre y rpoS en el crecimiento 

exponencial, después de 18 horas de fase estacionaria, y en el período de recuperación del creci

miento (Fig. 9). Las células se cultivaron en los medios LB y LB adicionado con MOPS para discernir 

rpoS rpoS 

FE FS R FE FS R FE FS R FE FS R 

1 ........ 
SE 

LB-MOPS LB 

Figura 9. Cinética de superenrollamiento del plásmldo pMS01 de células silvestres y rpoS cultivadas en los me
dios LB y LB·MOPS. Los plásmidos con mayor superenrollamiento migran más rápidamente en el gel. FE, fase exponen
cial; FS, 18 h de fase estacionaria; R, periodo de recuperación de 10 min; SE, superenrollamiento. (Se muestran resulta
dos representativos de, por lo menos, tres experimentos independientes). 

el efecto del pH del medio sobre la tensión helicoidal del plásmido. En medio LB, el pH se eleva hasta 

casi 9 unidades conforme se establece la fase estacionaria, lo cual ocurre después de aproximada

mante 6 horas de incubación continua. En medio LB-MOPS, el pH permanece constante a lo largo de 

la curva de crecimiento. El período de recuperación del crecimiento se inició mediante la dilución 1:10 

del cultivo de fase estacionaria en medio fresco {LB ó LB-MOPS) pre-incubado a 37 ºC. Los topoisó

meros se separaron en un gel de agarosa mediante electroforesis en presencia de cloroquina (12 µg 

mL-1 
). Los topoisómeros más superenrollados migran rápidamente y se visualizan en la parte inferior 

del gel, mientras que los topoisómeros con menor superenrollamiento, ó relajados, se ven en la parte 

superior. 
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En el crecimiento exponencial, los plásmidos de las células rpoS cultivadas en LB y LB-MOPS mues

tran un alto nivel de superenrollamiento, similar al de las células silvestres. Durante la fase estaciona

ria se observa una disminución en la tensión helicoidal. Sin embargo, las cepas silvestre y rpoS mues

tran distribuciones de topoisómeros distintas en medio LB-MOPS. En presencia de amortiguador, el 

plásmido de la cepa silvestre tiene una distribución más o menos homogénea de topoisómeros relaja

dos. En cambio, la cepa rpoS exhibe una distribución bimodal de topoisómeros, que consiste en una 

subpoblación de moléculas superenrolladas y otra de moléculas relajadas. Por otro lado, en ausencia 

de MOPS, se observa una distribución bimodal de topoisómeros en las cepas silvestre y rpoS. 

La disolución en medio fresco provoca una rápida recuperación del superenrollamiento en las célu

las silvestres cultivadas en LB-MOPS. En esta condición, las mutantes rpoS incrementan parcialmente 

el superenrollamiento tras un período de recuperación de 10 minutos. Esto se aprecia como un au

mento de la población de topoisómeros con mayor nivel de superenrollamiento; asimismo, es aprecia

ble en la disminución de la intensidad de las bandas correspondientes al plásmido relajado. Las célu

las silvestres cultivadas en LB presentan cierta modificación en la distribución de topoisómeros en el 

período de recuperación. La distribución bimodal se mantiene, pero se observa una separación más 

clara entre las subpoblaciones de plásmidos relajados y superenrollados. Este comportamiento tam

bién se presenta en las células rpoS después de 1 O minutos de haberse iniciado la recuperación. 

Los resultados indican que rpoS afecta la distribución de topoisómeros del plásmido reportero en 

una fase estacionaria relativamente temprana. Este efecto se observó en medio LB-MOPS. Asimismo, 

en este medio rpoS afecta la capacidad celular para aumentar la tensión helicoidal al disponerse nue

vamente de nutrimentos, por lo menos en un intervalo en el que las células silvestres lo logran por 

completo. En LB las cinéticas de superenrollamiento de las cepas rpoS y silvestre son casi indistingui

bles entre sí, excepto porque la cepa rpoS establece una distribución bimodal más clara desde la fase 

estacionaria. 

Se verificó que la subpoblación de plásmidos superenrollados observada en las mutantes rpoS en 

LB-MOPS fuera de sentido negativo, i.e., generada por la actividad de Girasa. Cultivos en fase esta

cionaria de 18 horas y en período de recuperación se incubaron en presencia de un inhibidor de Gira

sa, novobiciona (600 µg mL-1), por 10 minutos antes de la purificación del plásmido (Figura 10). El 

comportamiento del plásmido de la cepa silvestre en periodo de recuperación coincide con la implica

ción de la Girasa pre-existente en la célula en el incremento del superenrollamiento. La presencia de 

la novobiocina inhibe por completo dicho incremento. La novobiocina no tuvo un efecto apreciable 

sobre la distribución de topoisómeros de la cepa silvestre en la fase estacionaria. Este patrón difiere 

ligeramente del observado anteriormente (Reyes-Domínguez, 2000), donde la novobiocina aparente

mente ocasionó una mayor relajación. Se observó que la subpoblación de plásmidos superenrollados 
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Figura 10. Efecto de la novobiocina sobre el superenrollamiento del plásmido reportero de células rpoS. Cultivos 
en fase estacionaria de 18 h en medio LB-MOPS se incubaron con novobiocina (600 µg m1:1) durante 1 O min y se diluyeron 
1:10 en medio fresco adicionado con la misma concentración de inhibidor. Los plásmidos superenrollados migran más 
rápidamente. FS, fase estacionaria; R, periodo de recuperación de 10 min, SE, superenrollamiento. 

de las células rpoS en fase estacionaria se genera por la actividad de la Girasa. La tensión helicoidal 

de esta subpoblación disminuyó tras 1 O minutos de incubación en presencia del inhibidor, lo que en el 

corrimiento electroforético se evidencia en un aumento de la intensidad de las bandas de los topoisó

meros más relajados. Este patrón es observado en la cepa silvestre en LB cuando la distribución bi

modal no se establece claramente (datos no mostrados). La novobiocina también evitó la aparición de 

la subpoblación de moléculas superenrolladas en el período de recuperación, lo que confirma una 

tensión helicoidal negativa. Sin embargo, el efecto del inhibidor sobre la Girasa parece ser más fuerte 

en este período que en la fase estacionaria. En el corrimiento electroforético no se observan plásmi

dos superenrollados. 

3. Efecto de cr5 sobre la capacidad celular para generar superenrollamiento en el periodo de 

recuperación del crecimiento 

Los resultados observados tras 18 horas de fase estacionaria en LB-MOPS sugieren que las células 

rpoS aún retienen la capacidad (ligeramente disminuida) para aumentar el superenrollamiento en el 
período de recuperación. Se prolongó el período de recuperación del crecimiento hasta 30 minutos y 

se determinó la distribución de topoisómeros en ambas cepas (Fig. 11 ). Asimismo, no se descartó la 

posibilidad de que, en medio LB, rpoS afectara la cinética de superenrollamiento del plásmido al ex

tenderse la recuperación. La distribución de topoisómeros del plásmido de las células rpoS de cultivos 

en LB no se modificó al término de 30 minutos. Este comportamiento coincide nuevamente con el que 
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describe el plásmido en las células silvestres cultivadas en LB, en cuyo caso no se observa modifica
ción alguna aún después de 80 minutos (Reyes-Domínguez, 2000). Por otro lado, en LB-MOPS si 

ocurrió una variación en el superenrollamiento. Después de 30 minutos de haber agregado nutrimen
tos, las células rpoS lograron aumentar el superenrollamiento del plásmido hasta un nivel similar al 
observado en la cepa silvestre tras 10 y 30 minutos de recuperación. Se concluye que las células que 

carecen de crs retienen la capacidad para superenrollar el plásmido cuando abandonan una fase esta

cionaria de 18 h. 

rpoS 

FE FS R10 R30 FE FS R10 R30 

l - !I!! ... 
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Figura 11. Capacidad de las células rpoS para aumentar el superenrollamiento del plásmldo pMS01 en el periodo 
de recuperación del crecimiento. Los plásmidos superenrollados migran más rápidamente. FE, fase exponencial; FS, 
fase estacionaria de 18 h; R10 y R30, periodos de recuperación de 10 y 30 min, respectivamente; SE, superenrollamiento. 
(Se muestran resultados representativos de tres experimentos independientes). 

4. La ausencia del gen re/A no afecta la tensión helicoidal del DNA en la fase estacionaria 

Los resultados indican que el modulador as participa en la regulación de la tensión helicoidal del DNA 

durante la fase estacionaria. Dado lo anterior, se consideró importante la evaluación del efecto de la 

mutación re/A1. contenida en la cepa MC4100, en el superenrollamiento del plásmido reportero. La 
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cepa MC4100 se emplea ampliamente en estudios de estrés de tipos calórico y nutrimental, y el pro

ducto de re/A es una de las dos proteínas responsables de la síntesis de (p)ppGpp en E. co/i. El 

alelo mutante re/A1 consiste en una inserción IS2 N-terminal que posee una actividad (p)ppGpp sinte

tasa residual durante la respuesta estricta (Metzger et al., 1989; Cashel et al., 1996). Desde que el 

control estricto es una respuesta primaria a la limitación nutrimental, y el (p)ppGpp controla la expre

sión de rpoS a nivel transcripcional, el nivel superenrollamiento observado durante la fase estacionaria 

en la cepa MC4100, y en su derivado rpoS, podría ser resultado de la falta de (p )ppGpp. Se determinó 

el efecto de re/A sobre el superenrollamiento del DNA mediante la comparación de la distribución de 

topoisómeros del plásmido reportero de mutantes re/A251::kan y relA251::kan rpoS::Tn10 obtenidas a 

partir de la cepa CF1648 (reW). 

En la Figura 12 se muestra la tensión helicoidal del plásmido en estas cepas durante las fases 
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Figura 12. Cinética de superenrollamiento del pl6smido pMS01 de mutantes re/A y relA rpoS cultivadas en los me
dios LB y LB-MOPS. Los plásmldos superenrollados migran más rápidamente. FE, fase exponencial; FS, fase estaciona
ria de 18 h; R, periodo de recuperación de 10 min; SE, superenrollamiento. (Se muestran resultados representativos de 
tres experimentos independientes). 
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exponencial y estacionaria, y en el periodo de recuperación del crecimiento. En LB-MOPS, el 

plásmido de las células re/A muestra el mismo comportamiento que la cepa silvestre, es decir, un 

alto nivel de superenrollamiento en la fase exponencial, una disminución más o menos homogé

nea de superenrollamiento tras 18 horas de fase estacionaria, y un aumento substancial de su

perenrollamiento en un período de recuperación de 10 minutos. En este mismo medio, los plásmi

dos de las mutantes rpoS y re/A rpoS exhibieron distribuciones bimodales y una recuperación 

parcial del superen rolla miento, como ocurre en el caso de la cepa MC4100 rpoS. En medio LB, el 

comportamiento de los plásmidos de las cepas mutantes y la silvestre también fueron similares. 

Se observa que, por lo menos en las condiciones experimentales empleadas, re/A no afecta el 

superenrollamiento del DNA en ninguna de las etapas de crecimiento estudiadas. Conviene men

cionar que, en este ensayo, se descarta la posibilidad de que la cinética de superenrollamiento 

asumida como 'típica' de una célula silvestre en la fase estacionaria se vea afectada por mutacio

nes que truncan, parcial- o totalmente, al gen re/A. Sin embargo, no se puede descartar un efecto 

del (p)ppGpp sobre el superenrollamiento porque SpoT también sintetiza esta molécula. 

rpoS 

EP FS R10 R30 EP FS R30 R60 
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Figura 13. Cinética de superenrollamiento del plásmido pMS01 de células rpoStras una fase estacionarla prolon
gada. Los plásmidos superenrollados migran más rápidamente. FE, fase exponencial; FS, fase estacionaria de 72 h; R10, 
R30 y R60 periodos de recuperación de 10, 30 y 60 min, respectivamente: SE, superenrollamiento. (Se muestran resulta
dos representativos de tres experimentos independientes) 

5. as y el superenrollamiento del DNA tras un ~ríodo prolongado de fase estacionaria 

La presencia de cr5 es particularmente importante para la supervivencia celular durante períodos pro
longados de fase estacionaria. Se determinó el superenrollamiento del plásmido de células incubadas 

en LB-MOPS durante 72 horas de incubación en esta etapa. Asimismo, se determinó la capacidad de 

estas células para incrementar el superenroll~miento en el periodo de recuperación (Fig. 13). El nivel 

de relajación del plásmido de las células silvestres fue ligerarnente mayor tras 72 horas. La capacidad 
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para incrementar la tensión helicoidal se conservó en estas células; en un periodo de recuperación de 

10 minutos se obtuvo una población de plásmidos superenrollados. En el caso de las células rpoS, la 

distribución bimodal observada en una fase estacionaria de 18 horas persiste tras 72 horas y en el 

periodo de recuperación, aún cuando éste se prolongue por 30 y hasta 60 minutos. Los resultados 

indican que el efecto de la ausencia de un gen rpoS funcional sobre la capacidad para generar super

enrollamiento negativo es más comprometedor tras un periodo prolongado de fase estacionaria. 

6. La expresión de Girasa en las mutantes rpoS 
Se realizaron dos experimentos con el fin de conocer algún efecto de cr5 sobre la expresión de Gira
sa . El primero consistió en la determinación de la transcripción de los genes que codifican a Girasa a 

lo largo de la curva de crecimiento. Para ello, con el bacteriófago P1 vir se transdujo el alelo 

rpoS::Tn 10 en cepas MC4100 que contienen las fusiones transcripcionales A. Cl>(gyrA-/acl) y A. et> 
(gyrB-lacl). Las fusiones comprenden las regiones reguladoras de los genes gyrA y gyrB, de 1190 pb 

y 902 pb, respectivamente, y son unicopia (Reyes-Dominguez et al., 2003). 

Se estimó la actividad p-galactosidasa de las fusiones transcripcionales de células cultivadas en 
medio LB-MOPS a lo largo de la curva de crecimiento, hasta 72 horas de incubación continua (Fig. 

14). El comportamiento de las fusiones fue similar en ambas cepas. Este comportamiento consistió en 

un aumento progresivo de la actividad p-galactosídasa hasta la transición a la fase estacionaria; en el 

tiempo subsecuente los niveles de transcripción permanecieron constantes, en el caso de gyrA, ó dis

minuyeron ligeramente, en el caso de gyrB. 

El segundo experimento fue la detección de las subunidades GyrA y GyrB mediante ensayos tipo 

'Western blot' a partir de células en fase exponencial ó cultivadas por 18 y 72 horas de fase estacionaria 

(Fig. 15). En los tiempos indicados se obtuvieron muestras de proteína total de las cepas MC4100 y 
MC4100 rpoS cultivadas en los medios LB-MOPS. Las proteínas se separaron por electroforesis y se trans

firieron a membranas de nitrocelulosa. Las proteínas Gyr se detectaron mediante anticuerpos monoclona

les. Se observó que los niveles de las subunidades GyrA y GyrB en la fase exponencial y en la fase esta

cionaria se mantienen más o menos constantes en ambas condiciones de cultivo. 

Los niveles de transcripción de los genes gyrA y gyrB, y la cantidad de las subunidades de Girasa, se 

mantienen durante la fase estaciona independientemente de la presencia crs. Estas observaciones 

implican que el incremento de la degradación de proteínas típica de la fase estacionaria no afecta el 

nivel de las proteínas que constituyen a Girasa. Asimismo, implican que el mantenimiento de la estabi
lidad de estas proteínas no depende de crs. 

57 



a 
6000 

5000 1 . 

4000 

0.1 

3000 

-e-
~ 
:E 2000 0.01 UI ... 
'O 

"' ~ 
e 

~ a. 
"' 

p 
UI O> 

"' 8 'O 
0.001 ·¡;; ::> 

~ 3 

"' -¡¡¡ 

'i" 
a:>. 

200 'O 

"' ~ 
'ti 
<( 

150 

0.1 

100 

0.01 
50 

b 0.001 o 
o 12 24 36 48 60 72 

Tiempo(h) 

Figura 15. Actividad J3-galactosidasa de fusiones transcripcionales en los genes gyrA y gyrB en células rpoS. A lo 
largo de la curva de crecimiento (cfrculos), se estimó la actividad J3-galactosidasa (cuadrados) de las fusiones trancripcio
nales gyrA-lacZ (a) y gyrB-lacZ (b) contenidas en las cepas silvestre (slmbolos blancos) y rpoS (slmbolos negros). 
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GyrA l•--.-----~1 

LB-MOPS 

Figura 14. Cantidad de las subunidades de la Girasa de mutantes rpoS. Visualización de las subunidades GyrA y 
GyrB de las cepas silvestre y rpoS mediante ensayos tipo Western en la fase exponencial (FE), y tras 18 (FS18) y 72 
horas (FS72) de fase estacionaria en medio LB-MOPS. (Se muestran resultados representativos de, por lo menos, tres 
experimentos independientes). 
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Discusión 

En este trabajo se encontró que, en la fase estacionaria, cr5 influye en la tensión helicoidal de un plás

mido reportero de células cultivadas en medio LB adicionado con MOPS. Se observaron dos efectos. 

Primero, la mutante rpoS muestra una distribución bimodal de topoisómeros tras 18 horas de fase 

estacionaria (Fig. 9). Esta distribución persiste aún después de 72 horas de incubación en esta etapa 

(Fig. 13). El efecto del inhibidor de Girasa novobiocina indica que la tensión helicoidal del plásmido en 

esta distribución es de sentido negativo (Fig. 10). Segundo, la mutación de rpoS ejerce un efecto ne

gativo en la capacidad para incrementar el superenrollamiento del plásmido en el periodo de recupe

ración del crecimiento (Figs. 11 y 13). En este período, la mutante rpoS cultivada por 18 horas de fase 

estacionaria incrementa el superenrollamiento hasta un nivel similar al observado en la fase exponen

cial, pero sólo después de 30 minutos de habérsele proporcionado nutrimentos. (El plásmido de la 

cepa silvestre recupera el superenrollamiento en 10 minutos). La mutante pierde la capacidad para 

incrementar el superenrollamiento cuando se incuba por un período de 72 horas de fase estacionaria. 

En medio LB, la cinética de superenrollamiento del plásmido de la mutante rpoS es similar a la de la 

cepa silvestre. Se observa una distribución bimodal de topoisómeros en la fase estacionaria que no se 

modifica al agregar medio fresco al cultivo (Fig. 11). 

Paralelamente, se evaluó el papel de re/A, el gen para la principal (p)ppGpp sintetasa de E. co/i, en 

el superenrollamiento del plásmido reportero en los medios LB y LB-MOPS (Fig. 12). El (p)ppGpp es 

el efector del control estricto de la expresión génica inducido por la limitación nutrimental. Además, se 

implica en la modulación transcripcional positiva de rpoS. Se observó que la mutación de re/A no afec

ta el superenrollamiento del plásmido reportero en la fase estacionaria ni en el período de recupera

ción. Esta observación se extiende a mutantes dobles re/A rpoS. No se descarta un efecto del (p) 

ppGpp en la regulación del superenrollamiento del DNA porque SpoT también es capaz de sintetizar 

esta molécula. Posiblemente, si el (p)ppGpp tiene un efecto sobre el superenrollamiento del DNA, és

te depende de su relación con la transcripción de rpoS. Las mutantes re/A spoT no acumulan crs en la 

transición a la fase estacionaria (Lange & Hengge-Aronis, 1994b), aunque el nivel de esta proteína 

aumenta en el tiempo subsecuente (Gentry et al., 1993). Entonces, se esperaría que la ausencia de 

(p)ppGpp afectara el superenrollamiento del plásmido en la transición a la fase estacionaria. Esta po

sibilidad indica la necesidad de experimentos para definir el intervalo en el que crs propicia el estable
cimiento de la distribución bimodal de topoisómeros. 

El efecto de la mutación de rpoS sobre la tensión helicoidal en LB-MOPS implica que, en ausencia 

de cr5 , uno ó más genes capaces de afectar este parámetro no se expresan adecuadamente. La apa

rición de la subpoblación de plásmidos superenrollados podría relacionarse con un cambio en la ex

presión de los genes gyr. Sin embargo, la actividad transcripcional de fusiones /acZ en los genes gyr, 
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y las cantidades de las subunidades de Girasa, se mantienen independientemente de la presencia de 

rpoS durante la fase estacionaria (Figs. 14 y 15). Estas observaciones prácticamente descartan un 

efecto, directo ó indirecto, de crs sobre algún parámetro de la expresión de Girasa. El resultado del 

ensayo tipo 'Western' descarta un papel de crs en el mantenimiento de la integridad de las proteínas 
que componen a Girasa. No obstante, este experimento no descarta un papel de cr5 en el ensamblaje 

de la holoenzima. 
Una estrategia para explicar el efecto de rpoS consiste en la determinación del superenrollamiento 

del plásmido de mutantes en genes dependientes de crs. De la lista de genes influidos por este factor 

cr, topA, dps, cbpA, y gyrl tienen una obvia relación con la estructura del DNA. Mientras topA se impli
ca directamente en la topología del DNA, dps, cbpA y gyrl codifican proteínas capaces de unirse al 

DNA o de interactuar con Girasa (Tabla 1). 
La transcripción de topA puede iniciarse a partir de 4 promotores distintos. Uno de éstos, Px1, 

muestra una actividad dependiente de la fase de crecimiento y de la presencia de crs. Pero su secuen

cia se acerca al consenso de los promotores dependientes de cr7º(Qi et al., 1997). La distribución bi
modal de topoisómeros de la mutante rpoS podría explicarse si los niveles de Topl disminuyeran sig

nificativamente por la transcripción ineficiente de topA. Sin embargo, aunque la ausencia de rpoS im
pide Ja transcripción de topA desde Px1, el nivel de Topl permanece más o menos constante en la 

fase estacionaria (Qi et al., 1997). Por lo tanto, la dependencia de topA hacia crs parece ser irrelevan
te para los cambios en el superenrollamiento del plásmido reportero en la mutante rpoS. 

El nivel de Dps aumenta en la fase estacionaria y en el estrés oxidativo hasta casi 200,000 unidades 

por célula (Martínez & Kolter, 1997; Ali Azam et al., 1999). Aparentemente, esta proteína evita el daño 

al DNA por diversos factores, como los agentes oxidativos y las nucleasas, mediante un efecto de co

cristalización (Almirón et al., 1992; Wolf et al., 1999). Dps podría afectar la topología del plásmido en 

Jos cultivos en LB-MOPS al limitar el acceso de Girasa al DNA. Este efecto se ausentaría con la muta
ción de dps, y posiblemente reproduciría la distribución de topoisómeros de la mutante rpoS. En el 

laboratorio se determinó el superenrollamiento del plásmido en una mutante dps, pero no se observa
ron variaciones respecto al comportamiento del plásmido de Ja cepa silvestre. El que Dps no influya 

en el superenrollamiento del plásmido no indica necesariamente que no pueda afectar la tensión heli

coidal del DNA. Aunque el nivel máximo de Dps no es suficiente para cubrir el cromosoma completa

mente (Ali Azam et al., 1999), su efecto en Ja capacidad celular para resistir el estrés oxidativo es sig
nificativo (Martínez & Kolter, 1997). A pesar de que esta proteína no tiene una obvia afinidad por algu

na secuencia (Wolf et al., 1999), no se descarta Ja posibilidad de que su interacción con otras proteínas 
dicte una distribución específica. Estas proteínas podrían interactuar con secuencias que no se en

cuentran en el plásmido reportero. En este sentido, el plásmido pMS01 no estaría representando un 
efecto localizado del cromosoma. Por otro lado, posiblemente Dps simplemente es un escudo físico 

que compacta el DNA, pero que es incapaz de modificar la tensión helicoidal de la molécula. 
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La ausencia de rpoS podría implicar la expresión nula, o deficiente, de una proteína que influye en la 

integridad ó la actividad de Girasa. La comparación con el estrés por calor permite suponer la partici

pación de una chaperona en la determinación del superenrollamiento del plásmido en la mutante 

rpoS. El aumento de superenrollamiento en el estrés por calor indica que Girasa tiene una actividad 

eficiente, aún cuando el incremento de temperatura afecta negativamente la integridad de las protel

nas. Se ha propuesto que el sistema DnaKJ evita la desnaturalización de Girasa en el estrés por ca
lor, permitiéndole aumentar la tensión helicoidal (Camacho-Carranza et al., 1995; López-Garcia & For

terre, 2000). En este sentido, la determinación del efecto de cbpA sobre la tensión helicoidal del plás

mido reportero en la fase estacionaria es importante. Este gen codifica una proteína supresora de la 

mutación de dnaJ, y la doble mutación cbpA dnaJ impide a las células crecer a 37 ºC. El hecho de 

que esta proteína tenga afinidad por el DNA con curvatura, y que su expresión aumente en forma de

pendiente de us (Ueguchi, 1994; Yamashino et al., 1994), sugiere que es una chaperona importante 

para la respuesta general al estrés. Al evaluarse el efecto de cbpA. se estudiaría la posibilidad de que 

su producto supliera a DnaJ en la fase estacionaria. Junto con DnaK, CbpA podría desempeñar una 

función en la protección o ensamblaje de Girasa. 
Gyrl es una protelna de la fase estacionaria que interactúa directamente con Girasa, impidiéndole la 

unión al DNA (Nakanishi et al., 2002). Asimismo, se supone que esta proteína tiene un papel en la 

protección celular contra inhibidores peptídicos de esta enzima (Chatterji & Nagaraja, 2002). Se pensó 

que Gyrl podría mantener a Girasa en forma holoenzimática, aunque inactiva. De ser el caso, se 

podrla explicar el comportamiento del plásmido de las cepas silvestre y rpoS en la fase estacionaria y 
en la recuperación del crecimiento. En el laboratorio se determinó el nivel de superenrollamiento del 

plásmido en una mutante gyrl. Pero la inactivación de este gen no se relacionó con una distribución 

de topoisómeros distinta a la de Ja cepa silvestre. 

El intento de explicar el efecto de rpoS en el superenrollamiento del DNA con la inactivación de 

sus genes dependientes podria no ser la estrategia más adecuada. La selección de candidatos ya es, 

de hecho, difícil. Varios de estos genes tienen un papel en el metabolismo y la producción de energía, 

como aldB y aes, ó en el almacenamiento y utilización de reservas nutrimentales, como treF y treA 

(Tabla 1 ). Cualquiera de estos genes, individual- ó colectivamente, podrla contribuir a la desestabiliza

ción del metabolismo programado para la fase estacionaria. Estos genes podrían afectar, por ejemplo, 

el potencial fosforilativo de Ja célula, que se implica directamente en la actividad de Girasa (Westerhoff 

et al., 1988; van Workum et al., 1996). 

El análisis de aspectos puntuales del metabolismo es metodológicamente complicada. Quizá sea 
innecesario abordar el problema desde esta perspectiva. Por el contrario, puede contemplarse la posi

bilidad de que sea precisamente la influencia global de us sobre el funcionamiento celular la que re

percute en el superenrollamiento. En ausencia de us no se activa adecuadamente el programa genéti-
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co de la fase estacionaria. La activación es inadecuada porque la expresión de muchos genes depen

de, al menos parcialmente, de este factor cr, y otros reguladores (como el complejo cAMP-CRP, IHF y 

Fis) intervienen en esta etapa. Por lo tanto, la disminución del superenrollamiento del DNA en la fase 

estacionaria sólo es parcialmente dependiente de crs, pero es el producto de un cambio fisiológico 

general dictado por un programa genético. 
La inactivación de rpoS puede representar una ventaja adaptativa en un momento dado. No obstan

te, la desestabilización genética que supone esta inactivación es potencialmente deletérea para la 

célula. En ausencia de rpoS se pierde capacidad para enfrentar el estrés. A partir de cualquiera de 

estas dos opciones se puede formular una explicación tentativa de la distribución de topoisómeros en 

las células rpoS en la fase estacionaria. Enseguida se comentan evidencias de ventaja adaptativa 

conferida por la mutación de rpoS, y se discute un modelo basado en dichas observaciones. Poste

riormente se discute un modelo fundamentado en el efecto negativo de la mutación de rpoS sobre la 

capacidad de supervivencia. 

La incubación prolongada por días en la fase estacionaria provoca la muerte de las células de un 
cultivo, excepto por una fracción poblacional. Si se inocula una minoría de esta fracción en un cultivo 

en fase estacionaria temprana, las supervivientes del cultivo prolongado desplazan rápidamente a las 

células 'jóvenes'. El fenotipo de esas células se denomina GASP (Qrowth -ªdvantage in §tationary 

Qhase), y frecuentemente se relaciona con la aparición de alelos de rpoS que atenúan, pero no supri

men, la actividad de as (Zambrano & Kolter, 1996). Notley-McRobb et al. (2002) encontraron que la 

limitación nutrimental conduce a una rápida selección de mutaciones rpoS en cultivos de quimiostato. 

La acumulación de mutantes rpoS y la transcripción de genes de los sistemas de alta afinidad para la 

incorporación de glucosa se correlacionan positivamente. La expresión de estos sistemas depende 

principalmente de a10. Se supone que la mutación de rpoS implica la disminución de la competencia 

entre los factores crs y cr7o por la RNAP. En consecuencia, la célula no activa la respuesta general de 

la fase estacionaria y no apaga los sistemas de incorporación de nutrimentos. Debe recordarse que el 

ingreso a la fase estacionaria no parece responder al agotamiento de un nutrimento específico, pero 

que existen umbrales de concentración que lo propician (Ferenci, 1999). En medio mínimo con 

glucosa, la producción de cAMP, y la inducción de operones como mal, ocurre a una concentración de 

glucosa de -0.3 mM, cuando la tasa de crecimiento está a -97 % de su valor máximo. La inducción 

de genes dependientes de cr5 ocurre en tiempos de generación y concentraciones de glucosa de -7 h 

y «10-ll mM, respectivamente (Notley-McRobb & Ferenci, 1996). 

En este trabajo, lo anterior significaría que la mutante rpoS continúa captando nutrimentos del me

dio. Los nutrimentos disponibles tras 18 horas serían insuficientes para resumir el crecimiento. En una 

cepa silvestre, los sistemas de captación nutrimental posiblemente estarían inactivados. En la mutante 

rpoS estos sistemas continuarían encendidos. Entonces, al menos una fracción de la Girasa en la po-
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blación celular podría disponer de ATP para generar la subpoblación de plásmidos superenrollados. 

En este sentido, también puede considerarse que la permeabilidad celular se modifica por la mutación 

de rpoS. Por ejemplo, ompF, que codifica una porina de membrana externa, es regulado negativa

mente por crs (Liu & Ferenci, 1998). Este modelo enfatiza el hecho de que, en principio, las células 
rpoS tienen una capacidad metabólica distinta a la de las células silvestres. Esta capacidad metabóli

ca está disponible incluso a concentraciones nutrimentales residuales. Sin embargo, no explica por
qué la distribución bimodal persiste aún después de 72 horas de fase estacionaria. En esta etapa los 

nutrimentos del medio LB seguramente se han agotado. Tampoco explica la incapacidad de la mutan

te rpoS para superenrollar rápidamente el plásmido en el periodo de recuperación. Aunque este mo

delo sea insatisfactorio, sugiere la necesidad de considerar la relación entre el superenrollamiento del 

DNA, la fisiología celular, y crs en términos más generales. Particularmente, debe ponerse en conside

ración la dinámica poblacional de las células rpoS en un periodo que requiere la capacidad para tole

rar el estrés y reparar el daño celular. 
El segundo modelo implica primordialmente la disminución de la capacidad de las células rpoS para 

sobrevivir en la fase estacionaria. El superenrollamiento del plásmido en la fase estacionaria, ó en el 

periodo de recuperación, varia en función de la presencia del amortiguador MOPS. Esta diferencia 

indica que el pH del medio repercute en la tensión helicoidal del plásmido. Además, la mutación de 

rpoS tiene un efecto apreciable en el superenrollamiento, pero solamente en medio LB-MOPS. El 

superenrollamiento del plásmido de las mutantes rpoS en LB-MOPS es similar al de las células 

silvestres en LB. 

Lo anterior sugiere que las mutantes rpoS en LB-MOPS sufren una situación fisiológica similar a la 

experimentada por las células silvestres (o rpoS) en LB. La distrib11ción bimodal de toposiómeros, 

tanto en las células rpoS en LB-MOPS como en las silvestres en LB, podría relacionarse con la 

pérdida de la viabilidad en la fase estacionaria. La viabilidad no sólo implica la presencia de actividad 

fisiológica en la célula. También incluye el control relativo de la célula sobre dicha actividad, y la 

capacidad para alternar eficientemente entre programas genéticos. (De manera importante, entre los 

programas de crecimiento estacionario y exponencial). En medio LB, la elevación del pH seria el 

factor critico para la disminución del control fisiológico. En LB-MOPS, la presencia del amortiguador 

asegura que el estrés sea predominantemente nutrimental. La modificación de la permeabilidad y el 

metabolismo inherentes a la fase estacionaria propiciaría la relajación homogénea del plásmido en las 

células silvestres. Dado que la inactivación de rpoS implica la incapacidad para prevenir y reparar los 

daños asociados al estrés, en LB-MOPS la disminución de la viabilidad dependería del daño 

acumulado en la célula. Sin la capacidad para activar eficientemente mecanismos de reparación, aun 

a un pH extracelular neutro, incluso el metabolismo (e.g., la respiración) puede dañar a la célula. De 
esta manera, en un cultivo podria esperarse la ce-existencia de células moribundas y de distintas 
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capacidades metabólicas. 

A partir de esta suposición se propone que, tras 18 horas de fase estacionaria, existe una fracción 
poblacional de células moribundas que liberan nutrimentos. Estos nutrimentos serian captados por las 

células con cierta capacidad metabólica. Topl y Girasa podrían relajar el plásmido en las células mori

bundas. Para esto, sería necesario que al menos una fracción de estas células perdiera el control so

bre la permeabilidad, pero que permaneciera con un grado de integridad membrana!. Por otro lado, 
las células que aún tienen capacidad metabólica podrían inducir el incremento del superenrollamiento 

del plásmido. Este esquema es congruente con la idea de que las mutante rpoS mantiene encendidos 

los sistemas de captación nutrimental (como se expuso en el primer modelo). Además, es congruente 

con el control termodinámico del superenrollamiento del DNA, en el que la dependencia de la tensión 

helicoidal hacia el nivel energético de la célula se acentúa cuando el cociente [ATP]/[ADP] es bajo 

(Jensen et al., 1995). Esto es, las células con mayor capacidad metabólica y menor daño mostrarían 

una distribución de topoisómeros que tiende a una tensión helicoidal elevada. Las células con menor 

capacidad metabólica, ó moribundas, presentarían una mayor proporción de plásmidos con una ten

sión helicoidal intermedia o baja. Conforme se prolonga la incubación en la fase estacionaria, el nú

mero de células viables disminuye. No hay cambios críticos en el número de unidades formadoras de 

colonia en los cultivos silvestres tras 72 horas de fase estacionaria en LB-MOPS. En el caso de los 

cultivos rpoS, hay una disminución en las cuentas viables de aproximadamente 14 % (Reyes et al., 

2003). Aunque la tasa de muerte celular de la cepa rpoS sea relativamente baja al término de 72 

horas, puede considerarse que en este intervalo la heterogeneidad de la población persiste y sufre 

modificaciones. Incluso se puede suponer que la fracción poblacional restante exhibe ciertas mutacio

nes que compensan el efecto de la mutación de rpoS sobre la supervivencia. Estas mutaciones podrí
an considerarse de tipo 'GASP', pero incidirían en genes distintos a rpoS. Tal fracción poblacional so

breviviría, mientras que sería capaz de emplear los productos liberados por las células muertas. De 
esta manera se explicaría la persistencia de la distribución bimodal de topoisómeros en una fase esta

cionaria prolongada. Dado que en LB-MOPS se ausenta el posible efecto negativo del pH, también 

puede suponerse que en las mutantes rpoS el plásmido presenta anticipadamente un comportamiento 

que las células silvestres sólo experimentan cuando las condiciones del cultivo se deterioran crítica

mente. De ser el caso, el plásmido de un cultivo silvestre en LB-MOPS también exhibiría una distribu

ción bimodal, pero después de una fase estacionaria más prolongada que 72 horas. 

Profundizar en el esquema presentado requiere la estimación de la viabilidad celular en la fase esta

cionaria por medios distintos a las cuentas viables. Mediante el uso combinado de técnicas de tinción 

y microscopia, Ericsson et al. (2000) estimaron la viabilidad en la fase estacionaria en términos de la 

integridad membrana! y de la capacidad para reanudar el crecimiento de células individuales. Encon

traron que las células con una integridad membrana! disminuida son incapaces de dividirse al dispo-
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ner de nutrimentos. A nivel poblacional, estas observaciones coinciden con las estimaciones de la 

viabilidad por medio de cuentas viables. No obstante, también encontraron que una fracción de la po

blación, alrededor del 5 %, consiste en células con la membrana íntegra, pero incapaces de dividirse. 

Esto indica que la capacidad reproductiva y la actividad metabólica sí pueden deteriorarse antes del 
colapso de Ja membrana. Por otro lado, la heterogeneidad poblacional en un cultivo en fase estaciona

ria aparentemente es todavía mayor. Makinoshima et al. (2002) definieron 10 subpoblaciones celula

res con distinta densidad de flotación mediante centrifugación con gradientes de Percoll (un coloide de 

sflice con recubrimiento de polivinilpirrolidona). La relación entre la densidad y el nivel de distintos 

marcadores moleculares indica que la expresión del programa de la fase estacionaria es discontinuo. 

Todavía dentro de este carácter discontinuo, la tensión helicoidal del DNA disminuye como una res

puesta general. Es interesante pensar en las diferencias que podrían existir entre los patrones de sub

poblaciones celulares de cultivos silvestres y rpoS en presencia de MOPS. 

El fraccionamiento de un cultivo en función de las capacidades metabólicas y de la integridad mem

brana! para después monitorear el superenrollamiento del plásmido sería demasiado complicado. En 

lugar de esto, sería apropiado disponer de aproximaciones de los tiempos en que se establece la dis

tribución bimodal de topoisómeros y se pierde la capacidad para incrementar el superenrollamiento. A 

partir de estas observaciones podrían buscarse cambios en la composición poblacional que sugirieran 

un comportamiento general congruente con el modelo propuesto. Una cuestión importante sería esti

mar los porcentajes de células íntegras (metabólicamente activas) y capaces de reproducirse en dife

rentes etapas de la fase estacionaria. Esta característica podría compararse con la capacidad relativa 
del cultivo para incrementar el superenrollamiento del plásmido en el período de recuperación. 

Se puede pensar que, incluso después de una fase estacionaria menos prolongada que 18 horas, el 
incremento del superenrollamiento del plásmido en el período de recuperación depende de factores 

adicionales a los meramente nutrimentales. Por ejemplo, se ha propuesto que la elevada expresión de 

Fis en la fase exponencial temprana es parte de la regulación homeostática del superenrollamiento 

del DNA (Travers et al., 2001). Fis reprime la transcripción de los promotores de los genes gyr. Asi

mismo, se ha propuesto que protege al DNA contra la introducción de superenrollamiento excesivo en 

la recuperación del crecimiento (Schneider et al., 1999; Schneider et al., 2000 ). Aunque la transcrip

ción de fis no depende de cr8,sería necesario evaluar el papel de este gen en Ja regulación del super

enrollamiento del DNA bajo las condiciones experimentales empleadas en este laboratorio. 
La regulación del superenrollamiento del DNA no puede ser menos que compleja. Esta regulación 

depende de, al menos, dos tipos de control general. En el control homeostático se acoplan la estructu

ra del DNA y la transcripción de los genes de Topl y Girasa. Por otro lado, en el control termodinámico 

se acoplan el metabolismo y la actividad de Girasa. Se puede esperar que el balance entre estas for

mas de regulación dependa de diversos factores celulares. En lo general, esta observación coincide 
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con la posible implicación de la tensión helicoidal en las respuestas celulares al ambiente. En lo parti

cular, sugiere que la influencia de un regulador como crs en la tensión helicoidal del DNA podría resul
ta de la expresión controlada de genes de diversa función, y no de un solo gen. 



Conclusiones 

En cultivos en medio LB-MOPS: 

El regulador transcripcional crs afecta el superenrollamiento del plásmido reportero en la fase estaciona

ria y en el período de recuperación del crecimiento. 

En ausencia de crs, las células pierden la capacidad para incrementar el superenrollamiento del plásmi
do reportero después de una fase estacionaria prolongada. 

El gen re/A no afecta el superenrollamiento del pásmido reportero en la fase estacionaria ni en el 

período de recuperación del crecimiento analizados. 

Los niveles de transcripción de los genes gyrA y gyrB, y de las subunidades de Girasa, se mantienen 

durante el crecimiento independientemente de la presencia de crs. 
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Perspectivas 

La determinación del período en que crs propicia el establecimiento de la distribución bimodal en célu

las cultivadas en medio LB-MOPS. Se podria comparar las cinéticas de superenrollamiento del plás
mido reportero de las células rpoS cultivadas en LB y LB-MOPS en este periodo. 

La determinación del superenrollamiento del plásmido de células silvestres en LB-MOPS a tiempos 
más prolongados que 72 horas para determinar si en estas condiciones de cultivo es posible el esta

blecimiento de una distribución bimodal de topoisómeros. 

La purificación y comparación de las cantidades de Girasa en forma holoenzimática en las fases expo

nencial, estacionaria, y de recuperación con el fin de determinar un posible papel de asen el ensam
blaje de la holoenzima. 

El estudio de la heterogeneidad poblacional en los cultivos de mutantes rpoS en fase estacionaria. Se 

podría intentar identificar sub-poblaciones definidas por el nivel de superenrollamiento del plásrnido 

reportero (superenrollado ó relajado). La cinética de superenrollamiento del plásmido de tales sub

poblaciones podría relacionarse con distintas capacidades para restablecer el crecimiento, es decir, 
con distintos potenciales fisiológicos. 

La evaluación de la importancia de Fis para el incremento del superenrollamiento del plásmido en la 

recuperación del crecimiento bajo las condiciones experimentales empleadas en este laboratorio. 
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