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Resumen



En este trabajo se investigaron las funciones esenciales de los genes

involucrados en el mantenimiento de Ia forma bacilar en Salmonella typhimurium a

través del estudio de las alteraciones que provocan en el crecimiento bacteriano

mutaciones que inactivan totalmente a dichos genes.

Se aislaron inserciones del transposón Tn10A16A17correspondientes a 3 de

los 4 tipos de mutantes de forma conocidos: rodA, mre y divD. Las mutaciones

rodA y mre no pudieron transducirse eficientemente a cepas salvajes, pero fueron

toleradas por derivados resistentes al antibiótico B-Iactámico mecilinam (Mec-R).

y por mutantes cya o crp. Por otra parte, la única inserción divD obtenida pudo ser

transducida con alta eficiencia a cualquier tipo de cepa. Estos resultados indican

que los tres tipos de genes controlan la forma celular pero, además, rodA y mre

llevan a cabo alguna función esencial en bacterias salvajes cuya falta es tolerada

por cepas Mec-R, cya o crp.

Se estudió uno de los mecanismos involucrados en Ia resistencia a mecilinam

y tolerancia a mutaciones letales de forma mediante Ia caracterización de la cepa

DA1138. Se determinó que esta cepa presenta una mutación condicional en el

gen de Ia alanil-tARNsintetasa (a/aS206) que es responsable de Ia resistencia a

dicho antibiótico y tolerancia termosensibles. Ambas características dependen del

efector de la respuesta estricta ppGpp, cuyo nivel se eleva al expresarse, a 41°C,

la mutación a/aS206.

Se construyeron derivados de la cepa DA1138 portadores de las mutaciones

rodA2222Tn10A16A17, mre-17::Tn10A16A17 y divD135::Tn10A16A17 para el

estudio de su crecimiento en fase exponencial en condiciones de ausencia de

tolerancia a mutaciones letales de forma (30°C). En dicha condición, los derivados

rodA22 y mre-17 mostraron inhibición de la división celular y pérdida de la

capacidad de formación de colonias a pesar de mantener las células sus signos

vitales. Por el contrario, el derivado divD135 creció normalmente a 30°C. Los



resultados obtenidos indican que la ausencia de los productos RodA y Mre (no así

DivD)altera seriamente la división celular y la capacidad de formación de colonias

en cepas salvajes durante la fase Iogarítmica. Dado el normal crecimiento de los

tres derivados en condiciones de tolerancia (41°C). se concluye que las

alteraciones ocasionadas por la falta de los productos RodA o Mre son

compensadas por mutaciones que elevan el nivel del efector transcripcional

ppGpp, probablemente a través de Ia inducción de algún mecanismo alternativo

de división celular.

Se demostró que Ia inhibición de la capacidad de formación de colonias del

derivado rodA22 en condiciones de no-tolerancia puede revertirse en tres casos:

a) con la llegada a la fase estacionaria, caracterizada por la inducción del gen

rpoS, que codifica el factor os, b) en fase Iogarítmica, en presencia de acetato o

benzoato, posibles inductores del gen rpoS, y, c) en fase Iogarítmica, en ausencia

del producto os. Sin embargo, en ninguno de los tres casos se normaliza la

división celular. No se observó resistencia a mecilinam ni tolerancia a mutaciones

letales de forma en una cepa portadora de una mutación nula rpoS, lo que indica

que la recuperación de la capacidad de formación de colonias es por sí sola

insuficiente para conferir tolerancia y que este fenómeno requiere la restauración

de la división celular. Los resultados obtenidos permitieron postular un modelo

según el cual el regulador global os actuaría controlando la capacidad de

formación de colonias de mutantes letales de forma celular por medio de Ia

transcripción diferencial de genes con funciones opuestas.



Introducción



I. La cubierta celular en enterobacterias

Gran parte de las funciones que en organismos superiores son desempeñadas

por estructuras especializadas, en las bacterias son cumplidas por Ia envoltura

celular. Así es como esta compleja estructura, formada por varias capas de

composición y funciones diferentes, y una zona virtual, el espacio periplásmico,

actúa como soporte de importantes procesos metabólicos tales como la

respiración, transporte activo, síntesis de lipopolisacárido, mureína y otras

macromoléculas, y también en el mantenimiento de funciones esenciales como el

control del crecimiento y Ia división celular, el mantenimiento de la forma

bacteriana, y Ia coordinación entre Ia célula y el medio.

1. Composición de la pared celular

La cubierta o pared celular en bacterias gram negativas está formada por tres

capas: la membrana interna o citoplasmática, la capa de mureína y la membrana

externa. El espacio, virtual o real según las condiciones osmóticas ambientales,

entre las membranas interna y externa se denomina espacio periplásmico, y en él

se encuentran, además de Ia mureína, gran cantidad de sustancias que

intervienen en la captación y transporte de metabolitos, así como también

enzimas hidroliticas (Neu y Heppel, 1965; Rosen y Heppel, 1973).

La membrana interna está constituida por una bicapa de fosfolípidos y

proteínas (Cronan y co|., 1987); los lípidos están orientados con sus grupos no

polares dirigidos hacia el interior de Ia bicapa y con sus zonas hidrofílicas hacia el

exterior, mientras que las proteínas están en algunos casos insertadas en Ia

bicapa, atravesándola, y en otros asociadas con alguna de sus dos superficies.

Las proteínas que componen esta membrana son muy variadas y muchas de

ellas son enzimas fundamentales del metabolismo celular, encontrándose entre



ellas las responsables de los pasos finales de la síntesis de la capa siguiente.

denominada mureína.

La mureína es una gran macromolécula que envuelve a la célula y está

formada por largas cadenas de hidratos de carbono unidas entre sí por cortos

puentes peptídicos (Park, 1987). Debido a su rigidez, se ha atribuido a esta capa

el mantenimiento de la forma bacilar (Weidel y Pelzer, 1964) característica de las

bacterias Escherichia coli y Salmonella typhímuríum.

La capa externa, sólo presente en bacterias gram negativas, muestra una

estructura de bicapa fosfolipídica, pero de composición muy diferente a la de la

membrana interna. Hacia el lado de la mureína. presenta una capa de fosfolípidos

con su extremo polar hacia la misma. La otra superficie de la membrana externa

está constituida por lipopolisacáridos: cada molécula posee seis o siete ácidos

grasos dirigidos hacia el lado interno de la bicapa unidos a un lípido complejo del

cual se proyectan largas cadenas hidrocarbonadas que cubren Ia superficie

bacteriana y son responsables de la antigenicidad celular (Nikaido y Vaara,

1985).

La mureína y la membrana externa están conectadas por medio de la

lipoproteína de Braun; ésta es una molécula de bajo peso molecular que está

unida por su parte proteica a la mureína y por su porción lipídica a la zona no

polar de la membrana externa (Inouye, 1974).

Atravesando la bicapa lipídica de Ia capa externa se encuentran proteínas

llamadas porinas (Lutkenhaus, 1977; Van Alphen y col., 1978) que se asocian de

a tres para formar poros o canales no-específicos que permiten el paso de

moléculas hidrofílicas pequeñas y facilitan así la difusión de nutrientes y de

algunos antibióticos como los B-lactámicos (Nikaido y Vaara, 1985).

Las membranas interna y externa no son completamente independientes ya

que existen entre ellas zonas de unión denominadas uniones de Bayer, cuya



función no ha sido aún aclarada pese a que se las ha involucrado en numerosos

procesos, desde la entrada a Ia célula de ácidos nucleicos hasta Ia salida a la

membrana externa de compuestos (como por ejemplo Iipopolisacáridos) que son

sintetizados total o parcialmente en el interior de la bacteria, pero que cumplen su

función en el exterior (Bayer, 1979).

Es también importante destacar que el mantenimiento de una presión osmótica

positiva en el interior de la bacteria con respecto al medio, esencial para la normal

actividad celular, contribuye a la interacción de las capas de Ia envoltura, ya que

mantiene a la membrana interna adosada a la capa de mureína, que con su

rigidez le da soporte y evita que Ia célula estalle.

2. Mureína: composición y síntesis

Como se explicó previamente, la rígida capa de mureína es la responsable del

mantenimiento de Ia forma bacilar de E. co/i y S. typhimuríum. Esta capa es una

red formada por largas cadenas de ácido N-acetilmurámico alternado con

N-acetilglucosamina paralelas entre si y perpendiculares al eje largo del bacilo.

Las cadenas, a su vez, están conectadas por cortos puentes peptídicos (Park,

1987).

Los precursores de la mureína están constituidos por una molécula de

N-acetilglucosamina asociada covalentemente a una molécula de ácido

N-acetilmurámico del cual pende una cadena peptídica compuesta inicialmente

por L-alanina —ácido D-glutámico —ácido meso-diaminopimélico - D-alanina —

D-alanina, aunque uno o los dos residuos terminales de D-alanina pueden

perderse durante la formación de la red (Park, 1987). Estos precursores son

sintetizados en el citoplasma y translocados al periplasma, donde las proteínas

captadores de penicilina (PBPs) llevan a cabo los pasos finales de la síntesis de

la mureína (Matsuhashi y col, 1981). Las PBPs son aproximadamente siete



enzimas ancladas en la membrana interna con su sitio catalítico expuesto en el

periplasma (Spratt y Cromie, 1988). Han sido denominadas así por su capacidad

de captación de antibióticos de la familia de las B-lactamas (penicilinas y

cefalosporinas).

Las funciones de transglicosilación (formación de la cadena de carbohidratos) y

transpeptidación (formación de los puentes entre cadenas) son llevadas a cabo

por cuatro enzimas esenciales, las PBPs de alto peso molecular, PBP 1A,

PBP 1B, PBP 2 y PBP 3 (Spratt, 1975), capaces de realizar, cada una de ellas, las

dos actividades (lshino y col., 1980; Matsuhashi y col., 1981). En el caso de

PBP 2, que está relacionada con el mantenimiento de la forma celular, sólo se ha

demostrado su actividad como transpeptidasa ¡n vitro (lshino y co|., 1982) y

únicamente en presencia del producto de otro gen relacionado con la forma

celular (rodA) se pudo observar actividad de transglicosilasa (lshino y coI., 1986).

Las PBPs de alto peso molecular constituyen el blanco de acción de los

antibióticos B-Iacta’micos que son reconocidos como sustratos por el sitio de

transpeptidación de las enzimas, ocasionando su inactivación, la detención de la

síntesis de mureína, y, finalmente, la lisis celular (Matsuhashi y col, 1982).

El resto de las proteínas captadoras de penicilina tienen bajo peso molecular y

son enzimas aparentemente no esenciales para el crecimiento bacteriano

denominadas PBP 4, PBP 5 y PBP 6. Estas enzimas tienen como función el

remodelado de las cadenas peptídicas de los precursores de mureína debido a su

actividad como DD-carboxipeptidasa, eliminando los residuos de D-alanina

terminales; PBP 4 posee además actividad DD-endopeptidasa (Waxman y

Strominger, 1983). En la Tabla l se muestran las principales características y

funciones de las distintas PBPs.



Tabla l. Caracteristicas de las PBPs

PBP Peso Gen Actividadenzimática Función
molecular

1A 92 kD ponA transglicosilasa sintesis de mureína de la
transpeptidasa pared celular

1B 90 kD ponB transglicosilasa síntesis de mureína de la
transpeptidasa pared celular

2 66 kD ppr transpeptidasa mantenimiento de la forma
transglicosilasa (asociada bacilar. síntesis de mureína
con RodA) de la pared celular

3 60 kD fisl transglicosilasa síntesis de mureína del
transpeptidasa septo

4 49 kD dacB DD-endopeptidasa remodelado de mureína
DD-carboxipeptidasa

5 42 kD dacA DD-carboxipeptidasa remodelado de mureína

6 40 kD dacC DD-carboxipeptidasa remodelado de mureína

En base a estudios realizados con mutantes y con B-lactamas que se unen

específicamente a determinadas PBPs de alto peso molecular, se les han

asignado diferentes funciones durante el proceso de síntesis de Ia mureína. Se ha

determinado que PBP 1A y 1B son las enzimas responsables de la sintesis de

mureína durante la elongación de Ia pared celular (Spratt, 1975), mientras que

PBP 2 cumple con Ia función de mantenimiento de la forma bacilar durante ese

proceso (Spratt, 1975; Spratt y Pardee, 1975). Por otra parte, la sintesis de la

mureína que constituye el septo durante la división celular sólo requiere Ia

actividad de PBP 3 (Spratt, 1975; Spratt, 1977; Botta y Park, 1981).



Aunque esos son los roles atribuidos a PBP 1A, PBP 1B y PBP 2, se han

obtenido recientemente resultados que no están de acuerdo con esa asignación

(Wientjes y Nanninga, 1991). En el modelo elaborado por esos autores, se intenta

explicar la función específica de las PBPs de alto peso molecular en la sintesis de

mureína. Según este modelo, las PBP 1A y 1B sintetizan iniciadores de mureína

(cadenas hidrocarbonadas) que son continuados por PBP 2 en el cuerpo de la

bacteria y por PBP 3 en la zona de septación, produciéndose posteriormente la

unión de esas cadenas a través de los puentes peptídicos.

De hecho, durante el ciclo celular bacteriano se observan dos procesos

morfogenéticos diferentes: la elongación celular y Ia septación, y existen varios

modelos para explicar de qué manera las PBPs intervienen en esos procesos y

cómo, a través de ellos, se regula la división y la forma celular. Según uno de los

modelos propuestos, ambos procesos se alternarían, de manera tal que la forma

celular resultaría del balance entre ambos (Satta y col., 1979). Este modelo es

avalado por el descubrimiento de Woldringh y col. (1987) de que PBP 2 y PBP 3,

enzimas responsables de la elongación y septación, respectivamente, actúan en

forma alternada.

Por otra parte, a las evidencias de que PBP 3 utiliza preferentemente

tripéptidos como aceptores en la transpeptidación (Beck y Park, 1976), se han

sumado datos recientes que demuestran que aquellos procedimientos o

condiciones que remueven las D-alaninas terminales de los grupos peptídicos

laterales, aumentando así la proporción de tripéptidos en relación a

pentapéptidos, favorecen la septación (Begg y col., 1990). Por el contrario, el

incremento de actividad de MurF, enzima que convierte tripéptidos en

pentapéptidos por adición de D-alanilzD-alanina, bloquea la septación,

presumiblemente por reducción de los tripéptidos disponibles para PBP 3

(Meugin-Lecreulx y col., 1989). Asimismo, el aumento de PBP 5



(DD-carboxipeptidasa que remueve D-alaninas terminales convirtiendo a los

pentapéptidos en tripéptidos) hace que las células adopten forma esférica por

inhibición del sistema de elongación (Markiewicz y co|., 1982). En base a estas

evidencias se ha elaborado un modelo que propone que los procesos de

elongación y septación utilizan distintos precursores, siendo aquellos portadores

de cadenas de tripéptidos preferentemente usados por PBP 3 para la septación,

mientras que los pentapéptidos serían utilizados por PBP 2 en la elongación. Por

ello, la variación en la proporción entre los dos tipos de precursores, dada por el

balance entre las actividades enzimáticas de las PBPs de bajo peso molecular,

determinaría la elongación o la división de la célula (Begg y col., 1990). Este

modelo es compatible con la hipótesis inicialmente propuesta por Satta y col.

(1979).

Il. División y forma celular en S. typhimurium y E. coli

El ciclo celular en S. typhimurium y E. coli es un proceso que involucra varias

etapas. Las células crecen manteniendo la forma bacilar hasta alcanzar una cierta

masa crítica; en ese momento, se inicia la replicación del cromosoma. Los

cromosomas hijos son entonces dirigidos hacia los polos de la célula, en un

proceso denominado partición. La citocinecis comienza con la formación de un

anillo en la zona central de la célula que es el lugar donde se producirá la

invaginación coordinada de todas las capas de Ia pared celular (septación).

Finalmente, las células hijas se separan. Aunque aparentemente simple, este

proceso requiere una fina y compleja regulación que asegure la coordinación de

los diferentes pasos y permita su exitosa realización.



1. Control genético de la división celular

La división celular en bacterias gram negativas requiere Ia invaginación

coordinada de las tres capas de la pared celular en un lugar especifico y en un

momento determinado del ciclo celular. Aparentemente, no se requieren

demasiadas proteínas para llevar a cabo este proceso; en E. coli el grupo de

proteínas básicas de división celular incluye a PBP 3, FtsQ, FtsA, FtsZ, FtsW y

EnvA. Los genes que codifican estas proteínas forman parte del operon mra,

ubicado en el minuto 2 del mapa genético (Figura 2).

La división celular está estrechamente asociada a la duplicación del

cromosoma bacteriano. La replicación del ADN requiere una adecuada cantidad

de Ia proteína iniciadora DnaA, que se une a Ia zona oriC y separa las dos

cadenas de ADNen dicho lugar permitiendo el acceso de las enzimas replicativas

(Mc Macken y col. 1987). Los cromosomas hijos son decatenados por acción de la

DNA girasa y Ia topoisomerasa IV (Steck y Drlica, 1985; Kato y col., 1990). La

separación de los cromosomas recién sintetizados (partición) ocurre en presencia

de las proteinas MukA y MukB, que funcionarían en forma análoga al aparato

mitótico de eucariotas (Hiraga y col., 1989; Nikiy col., 1991).

Una vez alcanzada una distancia predeterminada entre los cromosomas hijos,

se hace disponible, en el plano ecuatorial de la célula, el sitio de división celular.

En ese lugar, la proteína FtsZ, que se encuentra dispersa en gran cantidad en el

citoplasma, se polimeriza formando un anillo alrededor de la superficie interna de

la membrana citoplasmática (Bi y Lutkenhaus, 1991). Posteriormente a Ia

formación del anillo se requiere una cantidad determinada de las proteínas FtsA y

FtsQ (Begg y col., 1985; Carson y col., 1991; Dai y Lutkenhaus, 1992), en una

función que se desconoce. Se ha observado que Ia transcripción del gen ftsZ es

inversamente proporcional a la tasa de crecimiento y se ha sugerido que la



producción de transcriptos a partir de dicho gen está regulada por la replicación

cromosómica, de manera que por cada ciclo de división se produce una cantidad

fija de moléculas FtsZ, independientemente del tamaño celular, formándose así

sólo un anillo por cada par de cromosomas recientemente replicados (Donachie,

1993); la regulación de los genes ftsQ y ftsA podria estar controlada en forma

similar a ftsZ. El mecanismo de este tipo de regulación dependiente de la tasa de

crecimiento aún no ha sido aclarado. Como posibles reguladores del operon

ftsQAZ se han propuesto algunos efectores globales cuya concentración está

inversamente relacionada con la velocidad de crecimiento (ppGpp, el factor os),

pero aún no se ha demostrado su participación en este mecanismo (Vinella y col,

1993; Hengge-Aronis, 1993).

Una vez formado el anillo FtsZ, la mureína crece hacia el interior como una

doble capa unida covalentemente (septo) gracias a la actividad de la

transglicosilasa-transpeptidasa específica PBP 3, tal vez en asociación con otra

proteína transmembrana, FtsW (Matsuhashi y col, 1990).

La formación del septo en el lugar correcto está asegurada por un grupo de 3

proteínas, productos del operon min, que evitan la septación cerca de los polos

celulares (de Boer y col., 1989; Rothfield y col., 1990; de Boer y col, 1992). La

proteína MinC, activada por MinD,evita la división en cualquier sector de la célula

(probablemente, por interacción directa con FtsZ), salvo que la proteína MinE esté

presente. En este caso, que corresponde a la situación normal, la división es

evitada en los polos de la célula pero no en el centro.

Durante su formación, el septo se va separando en dos capas, proceso que

requiere de la proteína EnvA (Wolf-Watz y Normark, 1976). La membrana externa

acompaña a las capas de mureína que se están separando, y se une a ellas a

través de la previamente mencionada Iipoproteína de Braun.



2. Control genético de la forma celular

De la misma manera que el proceso de división celular, el mantenimiento de la

forma bacilar en E. coli y S. typhimuriumtambién está regulado genéticamente.

El antibiótico B-Iactámico mecilinam (Lund y Tybring, 1972) es capaz de unirse

específicamente a PBP 2 (Spratt y Pardee, 1975), enzima a Ia que se atribuye Ia

función de mantenimiento de la forma bacilar ya que cuando una cepa salvaje es

puesta en contacto con esa B-Iactama, las células adoptan forma esférica, y,

finalmente, según la concentración del antibiótico, lisan (Melchior y col., 1973;

Matsuhashi y col., 1974).

En forma casual, pero sobre todo mediante el aislamiento de mutantes

resistentes a mecilinam, se han obtenido cepas que presentan forma esférica

independientemente de Ia presencia del antibiótico (Normark, 1969; lwaya y col.,

1978; Antón y co|., 1983). El estudio de estas cepas permitió el descubrimiento de

varios genes relacionados con el mantenimiento de la forma en enterobacterias:

las mutaciones en los mismos determinan que la bacteria cambie su forma bacilar

a esférica.

En E. coli se han descripto dos grupos de genes relacionados con la forma

celular. Uno de ellos, ubicado en el minuto 14, y formado por los genes rodA y

ppr (también llamados mrdB y mrdA, respectivamente) (Spratt y col., 1980;

Tamaki y co|., 1980) ha sido también identificado en S. typhimurium (Antón y col.,

1983; Costa y Antón, 1992; Costa y Antón, datos no publicados). El otro grupo, en

el minuto 71, corresponde a un gen inicialmente conocido como ean en E. coli y

S. typhimurium (Westling-Hággstróm y Normark, 1975; Antón y col., 1983).

Posteriormente, se demostró en E. coli que este grupo comprende a los genes

mreB, mreC y mreD (Doi y co|., 1988; Wachi y co|., 1989), involucrados en el

control de la forma celular y sensibilidad a mecilinam.



En S. typhimurium se han aislado, además, mutantes esféricos sin utilizar

mecilinam como agente selectivo, en cepas que son capaces de formar filamentos

por desrepresión del operon histidina (Wyche y col, 1974; Antón, 1979). Este

método permitió el descubrimiento de otro gen involucrado en la forma celular,

divD, ubicado en el minuto 54. En E. coli no se ha encontrado este tipo de

mutantes ya que no son resistentes a mecilinam (Antón y col, 1983); sin

embargo, el hecho de que un mutante dívD de S. typhimurium pueda ser

complementado por Ia región homóloga de E. coli (Wyche y col., 1974) indica que

el gen dívDtambién está presente en esta especie.

Salvo el gen divD, el resto de los genes mencionados han sido clonados,

secuenciados y expresadas sus proteínas. El gen ppr codificala proteína PBP 2

(Spratt y col., 1980), responsable del mantenimiento de la forma bacilar durante la

elongación, y con el gen rodA, cuyo producto. Ia proteína RodA, es requerida por

PBP 2 para llevar a cabo su actividad de transglicosilasa, constituye una unidad

transcripciona' (Matsuzawa y co|., 1989). En cuanto a los productos de los genes

mreB, mreC y mreD, son proteínas de 37, 40 y 15 kD, respectivamente (Doi y col.,

1988; Wachi y col, 1989), cuya función aún se desconoce. Se ha observado que

MreB presenta un dominio de ATPasa que también se encuentra en FtsA así

como en las proteínas eucarióticas actina, hexoquinasa y proteínas de “heat

shock" hsp 70 (Bork y col. 1992). La observación de que un mutante mre es

capaz de elevar la producción de B-galactosidasa en una fusión del operón

lactosa al gen ftsl, que codifica la PBP 3, llevó a proponer un control regulatorio

negativo de mre sobre ftsl, y de esta manera sobre la división celular (Wachi y

Matsuhashi, 1989).

Otro gen relacionado con el control de la forma bacteriana es el gen bo/A. Ese

gen es el responsable de la normal disminución de tamaño que se observa

cuando un cultivo se acerca a Ia fase estacionaria de crecimiento (Aldea y col.,



1988), y se ha observado que resulta necesario para Ia alta expresión de PBP 6

que se observa en esa fase (Aldea y col., 1989). Como ya se mencionara, PBP 6

cataliza la remoción de la D-alanina terminal de las cadenas laterales de

pentapéptidos de Ia mureína, determinando el aumento de tripéptidos,

preferentemente utilizados por la PBP 3 para sintetizar el septo. El incremento del

nivel de PBP 6 por acción de bo/Acuando las células entran en fase estacionaria

sugiere que bo/A actuaría favoreciento la división celular, lo que explicaría Ia

formación de bacilos mucho más cortos que los observados en fase exponencial

(Aldea y col., 1989).

En la Figura 1 se muestran los principales pasos, así como los genes

involucrados, del ciclo morfogenético y división celular en E. coli, especie con Ia

que se cuenta con la mayor cantidad de datos disponibles. En la Figura 2 puede

observarse la localización cromosómica de dichos genes en E. coli y S.

typhimurium
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Figura 1. (continuación)

La figura. adaptada de Donachie (1993), muestra los principales pasos del ciclo celular y

morfogénesis e": E. coli.

Referencias:

UDP-NAM-Bpepo -5pep: UDP-N-acetilmuramil tripéptido o pentapéptido.

BP(NAG-NAM)-3pep o -5pep: bactoprenil N-acetilglucosaminil:N-acetilmuramil tripéptido

o pentapéptido.

3pep: cadena peptídica constituida por L-alanina, ácido D-glutámico y ácido meso­

diaminopimélico.

5pep: igual a 3pep. pero con dos moléculas de D-alanina terminales.

L: longitud celular inicial.

M: masa celular inicial.

Los genes murABCDEl son los responsables de la síntesis de UDP-NAM-Spep. La

enzima MurF adiciona D-alanilzD-alanina a la cadena tripeptídica de ese compuesto.

obteniéndose el precursor UDP-NAM-Spep. Los compuestos BP(NAG-NAM)-3pep y

BP(NAG-NAM)-5pep se sintetizan en el citoplasma a partir de los precursores

correspondientes, y atraviesan la membrana citoplasmática para actuar en el periplasma

como sustrato de las PBPs. Según el modelo propuesto (Begg y col., 1990), el precursor

BP(NAG-NAM)-5pepes utilizado por PBP 2 (producto del gen ppr) en Ia sintesis de

mureína durante la elongación, mientras que PBP 3 (producto del gen ftsl) utiliza el

precursor 3pep. El compuesto BP(NAG-NAM)-5pep,por acción de las carboxipeptidasas

PBP 5 y PBP 6 (productos de los genes dacA y dacC, respectivamente), pierde las dos

alaninas terminales de la cadena peptídica originando su similar3pep.



Figura 2. Genes de división y forma celular de
E. coli y S. typhimuríum

ftsl murE murF murD ftsW murC flsO ftsA ftsZ envA

di VD

La ubicación en el mapa genético de los genes mencionados (la mayoría de '
los cuales, hasta ahora. se han identificado sólo en E. coll) fue tomada de
los trabajos de Bachmann (1991) y Sanderson y Roth (1988).
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3. Resistencia a mecilinam y tolerancia a mutaciones letales de forma

celular

Entre las cepas seleccionadas por resistencia a mecilinam, se han obtenido,

además de mutantes esféricos, cepas que mantienen su forma bacilar normal en

ausencia del antibiótico, pero que son capaces de crecer, como células esféricas,

con concentraciones de mecilinam que impiden el desarrollo del tipo salvaje.

Este tipo de mutantes es frecuente y varios han sido estudiados tanto en E. coli

como en S. typímurium. Sin embargo, no en muchos se ha identificado el gen

responsable de la resistencia al antibiótico.

En E. coli K-12 se ha observado que las mutaciones cya o crp, que afectan,

respectivamer-te, la síntesis o función del AMP cíclico (CAMP) confieren

resistencia a mecilinam y tolerancia a mutaciones letales de forma (Aono y col,

1979; Ogura y col., 1989). A pesar de la gran semejanza entre E. coli y

S. typhimurium, se encontró que los mutantes cya/crp de la segunda especie

mantienen su sensibilidad a mecilinam aunque sí muestran tolerancia (Costa y

Antón, 1992). Esta aparente discrepancia ha quedado aclarada al demostrarse

recientemente que si bien, aisladamente, las mutaciones que afectan al

lipopolisacárido (LPS), al gen spoT, responsable de la degradación y síntesis

minoritaria de ppGpp, y al sistema cAMP/CRP, no confieren resistencia a

mecilinam, la presencia simultánea de mutaciones de al menos dos de esos tipos

resulta en alto nivel de resistencia (Antón, 1995). Dado que E. co/í K-12 es

naturalmente portadora de una mutación de LPS (Liu y Reeves, 1994), los

mutantes cya/crp de esta bacteria son dobles mutantes, y por lo tanto resistentes

a mecilinam, en tanto que los correspondientes mutantes cya/crp de

S. typhimuríum, que es una cepa con LPS normal, son mutantes simples y

mantienen su sensibilidad.
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En ambas especies, se han obtenido cepas portadoras de mutaciones en

aminoacil-tARN sintetasas, las enzimas responsables del cargado de cada

aminoácido en su correspondiente tARN.En estas cepas se ha demostrado que la

resistencia y la tolerancia eran debidas al incremento en la concentración de

ppGpp, efector de la respuesta estricta (Cashel y Rudd, 1987), causada por la

disminución de tARN cargado (Vinella y col., 1992; Joseleau-Petit y coI., 1994;

Costa, esta tesis)

Por otra parte, en E. coli, la superproducción de la proteína de división celular

FtsZ confiere resistencia a mecilinam y tolerancia a la inactivación de PBP 2

(Vinella y col, 1993), y en S. typhímurium se ha demostrado recientemente que

los genes reguladores de Ia biosíntesis de cisteína (cysB y cysE) están

involucrados en Ia sensibilidad al antibiótico pues se han aislado mutaciones en

esos dos genes que causan resistencia a mecilinam y tolerancia a mutaciones

letales de forma (Oppezzo y Antón, 1995).

A pesar de que los mutantes de forma celular son perfectamente viables y su

crecimiento es normal, se ha demostrado por transducción que ciertas mutaciones

mre y rodA de S. typhimurium son excluidas por receptoras de genotipo salvaje,

siendo si toleradas por cepas portadoras de mutaciones que confieren resistencia

a mecilinam (Antón, 1987; Costa y Antón, 1992). Coincidentemente, Ogura y col.

(1989), observaron que en E. coli K-12 la inactivación del gen ppr por inserción

de un casette de kanamicina resulta en una mutación letal que sólo es viable en

cepas cya o Iov-1, ambas resistentes a mecilinam.

La aparente viabilidad de las mutaciones comunes mre, rodA y ppr se debe,

en muchos casos, a Ia presencia simultánea en las cepas de mutaciones

secundarias, ligadas o no a la de forma, que confieren resistencia a mecilinam y

tolerancia (Antón, 1987). No puede descartarse, tampoco, que algunas



mutaciones de forma alteren este caracter afectando sólo parcialmente la

viabilidad.

Las evidencias presentadas indican que los productos de los genes rodA, mre y

ppr desempeñan dos papeles durante el ciclo celular: a) el mantenimiento de la

forma bacilar, no vital para el crecimiento bacteriano, y, b) una o más funciones

esenciales, de naturaleza aún desconocida, cuya inactivación es letal en cepas

salvajes pero es tolerada por cepas portadoras de mutaciones de resistencia a

mecilinam.

Ill.Fases del crecimiento bacteriano: la fase estacionaria

En un cultivo cerrado, una población no puede crecer en forma indefinida con

ritmo exponencial. La limitación del crecimiento se produce por agotamiento de

algún nutriente esencial o por acumulación de algún producto metabólico tóxico.

El período en el que cesa el crecimiento de una población se ha denominado fase

estacionaria. En condiciones naturales, las células bacterianas pasan Ia mayor

parte de su existencia bajo condiciones de privación nutricional, en las cuales no

son posibles altas tasas de crecimiento.Este estado se asemeja al estado de fase

estacionaria definido para cultivos de laboratorio.

Si bien E. coli o S. typhimurium no muestran los cambios morfológicos

evidentes característicos de bacterias capaces de formar esporas, en situaciones

de estrés como las que se observan en fase estacionaria (carencia de nutrientes,

acumulación de metabolitos tóxicos) también ocurren cambios globales en el

patrón de expresión génica que permiten a las células alcanzar un estado de

máxima resistencia que les permitirá sobrevivir durante prolongados períodos de

abstinencia.



Los estudios de transcripción de genes inducidos por carencia nutricional, así

como el patrón de proteínas sintetizadas durante la entrada en fase estacionaria,

han permitido identificar en E. coli un gran número de genes cuya expresión se

manifiesta en dicha fase (Groat y coI., 1986; Lange y Hengge-Aronis, 1991) y se

ha observado que muchos de ellos están controlados por un regulador global

codificado por el gen rpoS (Lange y Hengge-Aronis, 1991).

El gen rpoS fue descubierto independientemente por varios investigadores

como mutaciones regulatorias en el minuto 59 que afectaban diferentes procesos:

resistencia a ultravioleta cercano (nur) (Tuveson. 1981), producción de fosfatasa

ácida (appR) (Touati y col, 1986), producción de catalasa HPIl (katF) (Loewen y

Triggs, 1984). etc. Se determinó que todas esas mutaciones afectaban al mismo

locus, denominado rpoS (Lange y Hengge-Aronis, 1991) y la secuencia

nucleotídica del mismo demostró una gran homología con el gen rpoD, que

codifica al factor 07°, el principal factor sigma de la ARN polimerasa de E. coli, lo

que sugirió que rpoS se trataba de un factor sigma de reconocimiento de

promotores (Mulvey y Loewen, 1989). El factor sigma bacteriano es la subunidad

de la ARN polimerasa responsable de la iniciación de la transcripción por unión al

núcleo de la ARN polimerasa (constituido por dos subunidades a, una subunidad

[3 y una subunidad (3‘), posterior reconocimiento de una secuencia promotora

especifica, y formación del complejo abierto necesario para iniciar Ia

transcripción. Recientemente se ha confirmado que el producto de rpoS, llamado

os, actúa ¡n vitro como un factor sigma (Tanaka y coI., 1993; Nguyen y col. 1993).

Se ha observado que al menos 30 proteínas requieren del gen rpoS para su

expresión y que muchas de ellas son fundamentales en el desarrollo del estado

de resistencia observado en fase estacionaria (Mc Cann y coI., 1991). En poco

tiempo se identificó un gran número de genes dependientes de rpoS dispersos

por todo el cromosoma, cuyos productos desempeñan una amplia variedad de
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funciones en dicha fase. En la Tabla ll se muestra una lista parcial de genes

dependientes de rpoS, con sus productos y función (Hengge-Aronis, 1993).

Tabla ll. Genes dependientes de rpoS

Gen Producto Función

Morfología
bolA BoIA Reducción del tamaño celular

Estrés oxidativo
xthA

katE
dps

Estrés osmótico
otsA
otsB
lreA

Antibióticos
operón mcc

Patogénesis
operón csgAB

spv

Otros
operón hdeAB

Exonucleasa lll

Catalasa HPll
Dps

Trehalosa-6-fosfato sintetasa
Trehalosa-G-fosfatasa
Trehalasa

Microcina C7

Curli (fibras de la superficie
bacteriana)
Spv

HdeA y HdeB (proteínas
periplásmicas)

Reparación de daño en ADNpor estrés
oxidativo o radiación UV
Descomposición del HZOZ
Formación de complejos con ADN ¡n vitro,
regulación de expresión génica

Síntesis del protector osmótico trehalosa
Síntesis del protector osmótico trehalosa
Utilizaciónde trehalosa

Antibiótico (inhibidor de síntesis de
proteinas)

Unión a tejidos eucarióticos

Virulencia

Desconocida

Para que se produzca la inducción del regulón rpoS en fase estacionaria deben

reconocerse las condiciones de estrés, de manera que éstas se traduzcan en la

producción de un os activo. Se han propuesto varios candidatos como señales de



activación del regulón. Por ejemplo, pequeñas fluctuaciones en el ApH o A‘P

podrían ser señales para sensores regulatorios que las transducirían a la

maquinaria celular como privación de nutrientes (Siegele y Kolter, 1992).

Recientemente se ha propuesto a ppGpp. nucleótido que se acumula en ciertas

condiciones de privación de aminoácidos o fuentes de energía y es el efector de

la denominada respuesta estricta (Cashel y Rudd, 1987), como factor

determinante de la síntesis de css(Gentry y col, 1993). Mediante el uso de

fusiones génicas se ha observado que el acetato, metabolito normalmente

acumulado hacia el final de la fase logaritmica en algunos medios, es capaz de

inducir la transcripción del gen rpoS aún en fase exponencial (Mulvey y col,

1990) y similar resultado se obtuvo con benzoato (Schellhorn y Stones, 1992). Por

otra parte, también la homolactora serina, un metabolito sintetizado a partir de

intermediarios de la síntesis de treonina, es capaz de inducir rpoS (Huisman y

Kolter, 1994).

Lange y Hengge-Aronis (1994) han demostrado que la expresión de 0‘ está

sujeta a control transcripcional, traduccional y post-traduccional que determinan

que su inducción, producida a mediados de la fase logaritmica, alcance su nivel

máximo en fase estacionaria. En ese trabajo, los autores proponen un modelo

para la compleja regulación de rpoS: su transcripción sería estimulada por una

reducción en la tasa de crecimiento, mientras que su traducción podria inducirse

por señales relacionadas con la densidad celular o la osmolaridad del medio.

Además, alguna señal indicando carencia de nutrientes actuaria estabilizando a la

proteína os, que es sumamente inestable en fase logaritmica.

En S. typhimurium, el análisis de proteínas por electroforesis bidimensional

también indicó la presencia de genes inducidos por situaciones de carencia

nutricional (Spector y col, 1986). Fang y col. (1992) han reportado la presencia

del gen rpoS en esa especie y demostraron su rol en la regulación de los genes



de virulencia spv. Asimismo, en un trabajo reciente, también en ese

microorganismo se constató la necesidad del factor o’ en la regulación de la

expresión de fusiones génicas que responden a privación nutricional (O‘Neal y

col., 1994). La comparación de las secuencias nucleotidicas de los genes rpoS de

E. coli y S. typhimurium ha demostrado un alto grado de conservación, aunque

existen diferencias significativas en las zonas regulatorias extragénicas (Prince y

col., 1994).

Los dos principales factores o presentes en fase vegetativa en E. co/i y S.

typhimurium (07° y os) son muy similares en cuanto a sus dominios de

reconocimiento de promores (Mulvey y Loewen, 1989; Lonetto y col., 1992), lo

que indica qLe deberian reconocer secuencias muy similares (Tanaka y col.,

1993; Hengge-Aronis, 1993). No se ha encontrado todavia una secuencia

consenso para promotores dependientes de o‘, y aún se desconoce cuántos de

ellos están directamente controlados por ese factor. Existen otros factores o

minoritarios que transcriben genes poseedores de secuencias promotoras muy

distintas de las reconocidas por 07°, lo que determina que sólo sean transcriptos

por su factor o específico. Entre esos genes, que responden a condiciones

ambientales muy precisas, se encuentran los genes de “heat shock” (Gross y col,

1990), genes de carencia de nitrógeno (Kustu y col., 1989), y genes de sintesis de

flagelos y quimiotaxis (Arnosti y Chamberlin, 1989). La gran similitud entre 07° y

o', así como la existencia de promotores (dependientes o no de rpoS) transcriptos

tanto con 07° como con o' (Tanaka y col, 1993; Nguyen y col., 1993) plantea la

duda acerca de Ia existencia de promotores reconocidos exclusivamente por o‘.

En estudios de transcripción ¡n vitro, se ha demostrado que el promotor del gen

flc-pabA (relacionado con la sintesis de p-aminobenzoico), cuya expresión se

incrementa en fase estacionaria, es casi exclusivamente reconocido por os

(Tanaka y col, 1993). En estudios del mismo tipo, se demostró que si bien el gen
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de fase estacionaria bo/Aes transcripto tanto por 07°como por os, las holoenzimas

formadas con uno u otro factor tendrian diferente afinidad por la secuencia

promotora, ya que Ia transcripción con os es mucho más intensa (Nguyen y col.,

1993). Los autores de este trabajo sugieren que la diferencia de afinidad entre

ambos factores por el promotor de bo/A podría deberse a algún componente

actuando en cis (secuencia, número de bases entre las zonas de reconocimiento

del factor o o conformación del ADN de dicho promotor). Sin embargo no queda

claro porqué ese promotor no se expresa en fase exponencial, dado que puede

ser reconocido por 07°, aunque es probable que dicha transcripción se evite, ¡n

vivo,por factores que actúen en trans (Nguyen y col., 1993).

En un trabajo reciente se demostró que los promotores de los genes bo/A y

katE, ambos dependientes de rpoS, no son transcriptos por 07°, ¡n vivo (Arnqvist y

col, 1994). A diferencia de esos genes, en el mismo trabajo se observó que los

operones csgAB y hdeAB, ambos dependientes de rpoS, pueden ser transcriptos

in vivo mediante la holoenzima 07° si no está presente la proteína asociada al

nucleoide H-NS. Los autores proponen que un grupo de promotores dependientes

de rpoS pueden ser reconocidos tanto por 07° como por o‘ ¡n vivo, pero que la

interacción de H-NS con esas secuencias evitaría la iniciación de la transcripción

vía 07° durante la fase estacionaria.

Si bien se han realizado interesantes descubrimientos acerca de la fisiología de

S. typhímurium y E. coli en fase estacionaria, recién comienzan a investigarse las

bases moleculares que modulan su expresión. rpoS es probablemente el primero

de una serie de genes que controlan la expresión en dicha fase, y aún queda

mucho por averiguar con respecto a los complejos mecanismos regulatorios en

los cuales se encuentra involucrado.
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Objetivos



En este trabajo se encaró el estudio de Ia tolerancia a mutaciones letales de

forma celular con el propósito de investigar la función vital de los genes

involucrados en el mantenimiento de la forma durante el crecimiento bacteriano.

Con ese propósito, se aislaron mutantes esféricos utilizando el método de

mutagénesis por transposición, para lograr mutaciones absolutas y evitar el uso

de mecilinam como agente selectivo. Los mutantes obtenidos fueron identificados

genéticamente, y caracterizados en cuanto al requerimiento de mutaciones de

tolerancia adicionales.

En una segunda parte, se caracterizó una cepa que presenta tolerancia

condicional a mutaciones de forma. Esta cepa, aislada por resistencia a mecilinam

dependiente de la temperatura, se identificó genéticamente y se estudiaron sus

propiedades bioquímicas relacionadas con la resistencia al antibiótico y

tolerancia.

Posteriormente, utilizando a la cepa tolerante condicional como receptora, se

construyeron derivados portadores de diferentes tipos de mutaciones de forma

por transposición y se estudió su comportamiento en condiciones de no­

tolerancia. En base a los resultados obtenidos, se analizó el papel del gen rpoS

en el comportamiento de los derivados portadores de mutaciones letales de forma

celular en ausencia de tolerancia.
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1. Cepas, bacteriófagos y plásmldos

Las cepas bacterianas usadas en este trabajo son derivadas de Salmonella

typhimurium LT2, a excepción de la cepa SF1005, que es un derivado de S.

typhimurlum ATCCC 140285 (tipo salvaje); sus orígenes y características

genéticas se detallan en Ia Tabla III.

Las transducciones fueron realizadas con un derivado del bacteriófago P22, el

fago HT105/1 ¡nt 201 (Anderson y Roth, 1978), que posee bajo poder de

lisogenización y alta frecuencia de transducción. Las pruebas de sensibilidad a

fago se llevaron a cabo con H5, que es una variante virulenta del bacteriófago

P22. Los plásmidos utilizados también se describen en la Tabla III.

2. Medios y drogas

Como medio completo se utilizó el medio L, que contiene 5 g de NaCl, 5 g de

extracto de levadura y 10 g de triptona por litro de agua (Davis y coI., 1980). Los

medios mínimos fueron el medio E (Vogel y Bonner, 1956), adicionado con 0,5%

de glucosa, y el medio M9 (Adams, 1959), con ácido succinico 50 mM como

fuente de carbono. Los medios sólidos se obtuvieron agregando 15 g de agar por

litro. En el caso del agar blando, se adicionó al medio líquido 7,5 g de agar por

litro. Para Ia selección de la mutación nalB411 se utilizó el medio completo BT

(Hane y Wood, 1969).

La detección de marcadores cya y crp se llevó a cabo en agar eosina azul de

metileno (EMB) con 1% de maltosa y 1% de xilosa como azúcares fermentables.

Las pruebas de fermentación de trehalosa se realizaron en medio EMBcon 1% de

trehalosa como fuente de carbono.

En algunos experimentos de transducción se adicionó al medio ácido etilen-bis

(oxy-etilennitrilo) tetraacético (EGTA), a una concentración 10 mM y pH 7, a fin de

evitar Ia adsorción de fago (Davis y col., 1980).



Tabla Ill.Cepas y plásmidos utilizados

Cepa o plásmido Caracteristicas relevantes Origen o referencia

S. typhlmurium

LT2 tipo silvestre

argC95 argC95

cysl23 cys/23

GW1704 hisD3052 mutS121zzTn10

hisW1509 hisW1509 rpoS1062

KS180 hisF1009 trpC2 metA22 rpsL201 xylA1
zfl-2009::Tn 10

PP1037 crp-773::Tn10 trp8223

SA342 ¡ip-2 ara-9

SA464 Her1, serA13 ¡fa-3058

SA722 Her10, serA15 pur-268

SA828 Her25, serA15

881294 cst109 cysD125

SB2298 hisF3031 trpA3

SF1005 rpoS::Amp-R

TN2500 zae-161322Tn10A16A17(Kan)

TN2700 leuBCD485 recA zfj-1623::Tn10dcam

T8736 hde6(r'm’) hstA29(r'm‘)

TT521 sd-202: :Tn 10 necA1

TT2104 cya961 zid-6221Tn10arg/539

TT7542 relA21::Tn 10

TT10423 proAB47/F'128 pro' Iac"
zzf-1831::Tn10A16A17(Tet)

TT10427 LT2/pNK972

Colección del laboratorio

K. E. Sanderson

K. E. Sanderson

G. C. Walker

Roth y col. (1966) vía
P. E. Hartman

J. Somers

. Sanderson

. Sanderson

. Sanderson

. Sanderson

. Sanderson

. Hartman

E. Hartman
ÏUÏUXZZF?‘

mmmmmrn

Fang y col. (1993) vía
K. E. Sanderson

C. Miller

C. Miller

Palva y col. (1981) vía
R. Nagel

J. Roth

J. Roth

J. Roth

J. Roth

J. Roth



Tabla III.(continuación)

Cepa o plásmido Caracteristicas relevantes Origen o referencia

DA79

DA529

DA773

DA996

DA1041

DA1048

DA1138

DA1228

DA1294

DA1302

DA1303

DA1346

DA1347

DA1352

DA1360

DA1361

DA1362

DA1363

DA1366

DA1367

DA1368

DA1369

DA1370

DA1371

DA1372

DA1410

DA1411

F' alaS206(Ts) pur-268

aroE32 galE 1922 ara-9 meo-2

A(hisOG)203 leu- 1259

DA773 meo-1

mre-9 argR372zzTn10 meo-10

882298 sd-20212Tn10

LT2 alaS206(Ts)

hi386331 meo-11

IeuS3(Ts) argR372::Tn 10 mec- 10

LT2 his-6883::Tn10A16A17(Tet)

LT2 lau-1265::Tn10A16A17(Tet)

DA529 rpsL 125

argC95 meo-6

DA996 mre-13::Tn10A16A17(Tet)

TS736/pBS47

TS736/pLG346

LT2/pBS47

LT2/pLG346

DA996 mre-17::Tn10A16A17(Kan)"

DA996 divD135zzTn10A16A17 (Kan)b

DA996 rodA22::Tn10A16A17(Kan)b

aya-961 zid-62: :Tn10

oye-961

crp-773::Tn 10

crp-801

SA342/pBS47

SA342/pLG346

DA1713 x SA722‘I

Colección del laboratorio

Colección del laboratorio

Colección del laboratorio

Colección del laboratorio

Colección del laboratorio

Colección del laboratorio

Colección del laboratorio

Colección del laboratorio

Este trabajo

Este trabajo

Colección del laboratorio

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
LT2 x P22.DA1360a

LT2 x P22.DA1361a

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

LT2 x P22.'IT2104a

Derivado Tet-S de DA1369°

LT2 x P22.PP1037a

Derivado Tet-S de DA1371c

SA342 x P22.DA1360a

SA342 x P22.DA1361a



Tabla III.(continuación)

Cepa o plásmido Características relevantes Origen o referencia

DA1413 cya" zid-62: :Tn 10

DA1414 crp-802 trpB223

DA1415 TT10427 pero Amp-S

DA1420 gel-1922 ara-9

DA1480 ala8206(Ts) galE1922

DA1484 ala S206(Ts) 311-202::Tn10

DA1490 ala 8206(Ts) zfi-2009:: Tn10 galE1922

DA1491 alaS206(Ts) re/A21::Tn10

DA1525 gaI-1922 ara-9 zfj-1623::Tn10dcam

DA1526 ala S206(Ts) zfj-1623: :Tn 10dcam

DA1527 gel-1922 ara-9 ala 8206(Ts) sr1-202::Tn10

DA1528 KS180 naIB411

DA1540 TS736/pTACB75N

DA1674 DA1372 rpsL 125

DA1677 mutS121::Tn10 rpoS::Amp-R

DA1682 DA1674 rpoS1061

DA1683 DA1682 mu!S121::Tn10

DA1684 DA1138rpoS1061mutS121zzTn10

DA1685 rpoS1062 mutS121::Tn10

DA1687 DA1138 rpoS1062 mutS121::Tn10

DA1697 TS736/pMMkatF 3

DA1700 cysl23 rpoS::Amp-R

DA1713 alaS206(Ts) ¡eu-1265::Tn 10A16A17

DA1714 ala 8206(Ts) his-6883::Tn10A16A17

E. coll

HB101/pMMkatF3 hst20 (r'B,m'a) reCA13 rpsL20/
pMMkatF3

LT2 x P22.TT2104a

Derivado Tet-S de PP1037c

Este trabajod

Colección del laboratorio

Colección del Iaboratono

DA1138 x P22.TT521’

DA1480 x P22.KS180al

DA1138 x P22.TT7542’

DA1420 x P22.TN2700a

DA1138 x P22_TN2700a

DA1420 x P22.DA1484a

Este trabajo

Este trabajo

DA1372 x P22.DA1346“

GW1704 x P22.SF1005a

Este trabajo

DA1682 x P22.GW1704a

DA1138 x P22.DA1683“

hisW1509 x P22.GW1704a

DA1138 x P22.DA1685“

Este trabajo

cysl23 x P22.SF1005a

DA1138 x P22.DA1303a

DA1138 x P22.DA1302a

P. C. Loewen



Tabla Ill. (continuación)

Cepa o plásmido Características relevantes Origen o referencia

Plásmidos

pBS47 ppr' Kan-R Stoker y col. (1983)

pLG346 rodA’ Kan-R Stoker y col. (1983)

pMMkatF3 rpoS' Amp-R Mulvey y col. (1988)

pTAC875N aIaS' Amp-R P. Schimmel

Abreviaturas: Amp. ampiciiina; Cam, cloranfenicol; Kan, kanamicina; Mec, mecilinam;

Tet, tetraciclina; S, sensible; R, resistente.

° En los cruzamientos y transducciones, la primera cepa nombrada es la receptora y la

segunda es Ia dadora

b Las mutaciones mre-17::Tn10A16A17. dívD135::Tn 10A16A17 y rodA22::Tn10A16A17

también se mencionan como mre-17, divD135 y rodA22.

° Derivados Tet-S obtenidos de acuerdo al protocolo de Bochner y col. (1980).

dDerivado Amp -S de TT10427 obtenido por pérdida del plásmido pNK972.



En los :asos necesarios, se adicionaron a los medios los siguientes

antibióticos: tetraciclina (50 ug/ml, más MgCi2 5 mM) (Antón, 1987), ampicilina

(30 pg/ml), kanamicina (20 pg/ml), mecilinam (1 ug/ml), cloranfenlcol (10 pg/ml),

estreptomicina (200 pg/ml), ácido nalidíxico (5 ug/mi).

3. Procedimientos genéticos

3.1.Transducción

Las transducciones se llevaron a cabo mezclando alícuotas de un cultivo en

fase estacionaria (3x109 células/ml) con una suspensión de bacteriófago

(101° particulas/ml) a una multiplicidad de infección de aproximadamente 10. La

mezcla se preincubó 30 minutos a 37°C y se esparció sobre una caja de medio

selectivo, que se incubó durante 24-48 hs a Ia temperatura adecuada. En algunos

casos de selección para transductantes prototróficos, la mezcla se centrifugó y

luego se resuspendió en medio mínimo, previamente a esparcirla en Ia caja de

medio selectivo. Una vez aparecidos los transductantes, se sometieron a

reaislamientos sucesivos para obtener bacterias libres de fago. Se probó su

sensibilidad a bacteriófago H5 y lisogenia y sólo se utilizaron en experimentos

aquellas cepas que resultaron sensibles y no Iisógenas.

3.2. Conjugación

Los cruzamientos se llevaron a cabo mezclando 0,1 ml de un cultivo logaritmico

de la cepa dadora y 0,2 ml de un cultivo estacionario de Ia receptora. La mezcla

se incubó durante una hora y se plaquearon diluciones apropiadas de cada

cruzamiento en el medio selectivo correspondiente. Los recombinantes se

reaislaron luego en el mismo medio de selección.



3.3. Transformación

Para la obtención del plásmido pMMkatF3 se utilizó el kit WizardTM para

minipreparación de plásmidos (Promega), basado en el protocolo de Sambrook y

col. (1989). Para ello, se partió de un cultivo estacionario en medio completo con

ampicilina de la cepa E. coli HB101 portadora del plásmido pMMkatF3; las células

se Iisaron con una solución de NaOH 0,2 M, SDS 1% y el ADN cromosómico se

separó por neutralización con acetato de potasio 1,32 M, pH 7,8. El resto de la

preparación se mezcló con una resina para purificación de ADNy se pasó por una

minicolumna provista por el kit. La columna se lavó con una solución de lavado

(NaCl 200 mM; Tris-HCI 20 mM, pH 7,5; EDTA 5 mM), y luego de secar la resina

por centrifugación de la minicolumna, el plásmido fue eluido en buffer TE pH 7,4

(Maniatis y coi., 1982).

En el caso de los plásmidos pLGS46, pBS47 y pTAC875N, el ADN se recibió

liofilizado, y se resuspendió en 50 pl de buffer TE pH 7,4.

La transformación con ADN plasmídico se realizó según el protocolo de

Mandel e Higa (1970). Las células competentes se obtuvieron a partir de un

cultivo exponencial de la cepa T8736 (Tabla III) de aproximadamente

5x107 células/ml. El cultivo se dejó 10 minutos a O°C y se centrifugó durante 5

minutos a 4°C. Las células se resuspendieron en la mitad del volumen original de

CaCI2 50 mM y se dejaron 20 minutos en hielo. Se centrifugó nuevamente, se

resuspendió en 1/15 del volumen original de CaCl2 50 mM y las bacterias se

dejaron durante toda la noche a 4°C.

La transformación se llevó a cabo mezclando 40 pl de células competentes con

40 pl de ADN plasmídico; la mezcla se dejó durante 20 minutos en hielo y luego 2

minutos a 42°C. Se agregaron 0,3 ml de medio completo y se incubó durante 150

minutos a 37°C. Finalmente, se plaqueó todo el volumen en una caja de medio

completo con el antibiótico cuya resistencia era codificada por el plásmido y se



incubó durante 24-48 hs a 37°C. Los transformantes fueron reaislados una vez en

el mismo medio.

3.4. Complementación

Para las pruebas de complementación, se obtuvieron lisados en los derivados

de T8736 portadores de los diferentes plásmidos; éstos fueron transferidos a las

cepas de interés por transducción y selección de la resistencia codificada por el

plásmido.

3.5. Cura del transposón Tn10

El aislamiento de derivados sensibles a tetraciclina (Tet-S) a partir de cepas

portadoras de Tn10, que codifica resistencia a tetraciclina, se realizó siguiendo el

protocolo de Bochner y col. (1980).

4. Pruebas de sensibilidad a bacteriófago H5y Iisogenla

Para las pruebas de sensibilidad a fago H5 se preparó una suspensión de

células en 0,5 mI de agar blando fundido empleando bacterias tomadas de medio

sólido o cultivos. Se colocó una gota de esta mezcla sobre 0,01 mi de una

suspensión del bacteriófago H5 previamente absorbida en caja de medio

completo y se incubó durante 24 horas: la aparición de una zona de lisis en el

lugar con el fago indicó sensibilidad al mismo.

Para las pruebas de lisogenia, la cepa a estudiar se sembró en caja de medio

completo, y luego de 24 horas de incubación, se mataron las células por

exposición a vapores de cloroformo durante 10 minutos. Posteriormente, se vertió

sobre la cepa una suspensión en agar blando fundido de la cepa salvaje LT2

(sensible a fago P22). Las cajas se volvieron a incubar 24 horas, considerándose

Iisógena a la cepa cuando aparecieron placas de lisis en la indicadora.



5. Obtención y caracterización de mutantes

5.1. Aislamiento y caracterización de mutantes resistentes a mecilinam

Dada la relación existente entre resistencia a mecilinam y tolerancia a

mutaciones de forma celular, las cepas tolerantes utilizadas se obtuvieron por

aislamiento de derivados resistentes al antibiótico (Mec-R).

Para ello se esparció una dilución al décimo de un cultivo estacionario de la

cepa en medio completo adicionado con 1 ug/ml de mecilinam. Las colonias

Mec-R, originadas espontáneamente, aparecieron a las 24-48 hs de incubación a

37°C, a una frecuencia de aproximadamente 3x106, y fueron reaisladas en el

mismo medio antes de probarse su resistencia al antibiótico.

El ensayo de respuesta a mecilinam se llevó a cabo en dos formas diferentes.

Una de ellas consistió en la medición de la concentración inhibitoria mínima (CIM)

de mecilinam, y se realizó colocando 0,01 mI de una dilución de un cultivo

estacionario (aproximadamente 103 células por muestra) en cajas de medio

completo sin antibiótico y con concentraciones crecientes del mismo (factor 2;

rango: 0,005 a 40 ug/ml). Las cajas se incubaron a la temperatura

correspondiente durante 48 hs. Se consideró como CIM ia menor concentración

con menos colonias que el 10% de las células plaqueadas y sólo se tomaron

como significativas diferencias entre ClMs de al menos 4 veces.

El otro test se llevó a cabo midiendo la sobrevida de la cepa en medio completo

con 1 pg/ml de mecilinam respecto de la sobrevida en medio sin el antibiótico.

Para el aislamiento de mutantes con resistencia condicional a mecilinam se

esparció 0,1 ml de un cultivo de la cepa salvaje LT2 sobre cajas de medio con

mecilinam (mg/ml), y se incubó una serie de cajas a 30°C y otra a 41°C. Luego

de 48 horas de incubación, se picaron al mismo medio colonias sobrevivientes de

cada temperatura, y se las replicó, en cajas con y sin mecilinam, que se incubaron

a 30°C o 41°C. Se conservaron las cepas que presentaban crecimiento normal a
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las dos temperaturas en medio sin el antibiótico, pero en medio con mecilinam

crecían en forma diferencial según la temperatura

5.2. Aislamiento e identificación genética de mutantes esféricos obtenidos

por transposición

La obtención de mutantes de forma por transposición se llevó a cabo de

acuerdo al procedimiento de Gibson y col. (1987). Para ello se utilizaron dos

miniderivados del transposón Tn10. Tn10A16A17(Tet) y Tn10A16A17(Kan), que

confieren resistencia a tetraciclina y kanamicina, respectivamente (Way y col.,

1984). Estos transposones poseen deleciones en sus extremos por lo que

carecen de la enzima transposasa, de manera que requieren de una fuente

externa de esta enzima para su inserción al azar.

Primeramente, se transfirió a las cepas en las cuales se deseaba obtener las

inserciones el plásmido pNK972, que lleva el gen que codifica la enzima

transposasa. La transferencia del plásmido pNK972 se realizó por transducción

de esas cepas con un lisado obtenido en la cepa TT10427, seleccionando

resistencia a ampicilina.

Los experimentos de transposición se realizaron mediante transducciones entre

receptoras portadoras de pNK972 y lisados de las cepas TT10423 (portadora del

minitransposón Tet-R en un plásmido de E. COÍÍ)o TN2500 (portadora del

minitransposón Kan-R insertado en el cromosoma). Los transductantes Tet-R

constituyeron un pool de inserciones al azar y de origen independiente de

Tn10A16A17 en el cromosoma de S. typhímurium. En el caso de los

transductantes Kan-R, un cierto porcentaje eran recombinantes homólogos y no

inserciones al azar, dada la ubicación original de Tn10A16A17 en el cromosoma

bacteriano.
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Para identificar en esas colonias aquellas en las cuales la inserción del

transposón había ocurrido en un gen de forma, las cajas se examinaron con

microscopio estereoscópico bajo luz oblicua que permite diferenciar las colonias

formadas por células esféricas de las que contienen bacilos por el brillo

característico de las primeras (Antón, 1987). Esta asignación fue confirmada

examinando las células con microscopio de contraste de fase.

Con el propósito de inmovilizarel transposón, las mutaciones obtenidas fueron

removidas de los transductantes originales y transferidas a una cepa que carece

de la enzima transposasa. Para ello, se obtuvieron lisados en las colonias

originales portadoras de inserciones en genes de forma y las mutaciones se

transfirieron a la cepa DA996 por selección de transductantes Tet-R o Kan-R. A

partir de este paso, se emplearon siempre derivados de los mutantes en cepas sin

transposasa.

La identificación de los genes afectados por el transposón Tn10A16A17 en los

mutantes esféricos se realizó primeramente analizando la cotransducción con

marcadores ligados (Figura 3). Se realizaron transducciones entre lisados

obtenidos en los mutantes esféricos y cepas portadoras de marcadores de

auxotrofía cercanos a genes de forma. La aparición de un cierto porcentaje de

colonias compuestas por células esféricas al seleccionar transductantes

prototróficos con una determinada receptora indicó el gen de forma alterado en la

dadora.

Aunque los genes mre y aroE no son cotransducibles por fago P22 (Antón,

1978), la cepa DA529permitió obtener colonias mre al seleccionar transductantes

aroE* en medio mínimo. Las mutaciones divD se identificaron por transducción del

alelo hisS" (Wyche y col, 1974) a la cepa receptora DA1228 sobre medio mínimo.

Las mutaciones rodA y ppr se identificaronpor selección, sobre medio completo

a 41°C, del marcador leuS* (Antón y col, 1983) con Ia cepa DA1294; en algunas



de estas mutaciones se confirmó la identificación por cotransducción con el

marcador lip (Antón y col, 1983). seleccionando /¡p*enM9 succinico con la cepa

SA342.

Dado que rodA y ppr son genes adyacentes (Spratt y col., 1980; Tamaki y

col., 1980), los ensayos de cotransducción no permiten conocer cual de ellos lleva

la mutación. Las inserciones Tet-R y Kan-R que mostraron cotransducción con la

región líp-leuS se sometieron a pruebas de complementación para determinar el

gen afectado. Se utilizaron plásmidos portadores de los genes rodA" (pLGB46) y

ppr" (pBS47) de E. coli (Stoker y coI., 1983), enviados por B.G. Spratt. Se

multiplicó fago en las cepas DA1362 y DA1363 para transducir ambos plásmidos

a los mutantes esféricos Tet-R, seleccionando resistencia a kanamicina. La

recuperación de la forma bacilar por adquisición de uno de los plásmidos, indicó

el gen afectado. Los mutantes Kan-R fueron clasificados utilizando fago crecido

en ellos y posterior transducción del marcador Iip“a las cepas DA141Oy DA1411,

sobre M9 succínico. Los transductantes esféricos Iip’ parecieron sólo cuando la

receptora era portadora del plásmido que no llevaba el alelo salvaje del gen (rodA

o ppr) afectado por la inserción.

En un grupo de mutantes pertenecientes al grupo rodA-ppr se analizó el

patrón de PBPs con el próposito de confirmar la clasificación genética, utilizando

el método descripto por Spratt y Pardee (1975).

5.3. Aislamiento de mutantes auxótrofos por transposición

Se realizó una transducción entre la cepa LT2 y un lisado obtenido en un pool

de inserciones al azar de Tn10A16A17(Tet). Las colonias obtenidas fueron

barridas y resuspendidas en medio E sin glucosa. Una parte se diluyó y sembró

en cajas de medio E con glucosa enriquecido con 1,25% de caldo nutritivo; otra

parte se sometió a enriquecimiento con penicilina (200 ug/ml) y, luego de incubar



43

24 hs a 37°C en medio mínimo con glucosa, se diluyó y plaqueó igual que la

anterior. Las colonias pequeñas (posibles auxótrofos) se probaron en medios

mínimo y completo. El requerimiento de aquellas que no crecieron en medio

mínimo se determinó por réplica sobre cajas con diversas combinaciones de

aminoácidos. Se utilizaron dos de los mutantes auxótrofos obtenidos, DA1302 y

DA1303, para la construcción de las cepas DA1713 y DA1714 (Tabla lll),

empleadas en el mapeo de la mutación responsable de la resistencia condicional

a mecilinam de la cepa DA1138.

5.4. Obtención de mutantes naIB

Con el propósito de utilizar este marcador en el mapeo de la mutación de

resistencia a mecilinam de DA1138, se procedió a aislar un derivado nalB. Las

mutaciones en este gen, ubicado en el minuto 60 en el mapa genético de S.

typhimurium (Sanderson y Roth, 1988), dan resistencia a bajos niveles de ácido

nalidíxico (55 ug/ml) (Hane y Wood, 1969). Se partió de un cultivo estacionario de

la cepa KS180 mutagenizado con dietilsulfato y las células se plaquearon en

cajas de medio BT suplementado con 5 pg/ml de ácido nalidíxico (Hane y Wood,

1969) que se incubaron a 37°C. Una de las colonias obtenidas mostró resistencia

a 4 pg/ml y sensibilidad a 6 pg/ml de ácido nalidíxico y presentó cotransducción

entre dicha resistencia y el marcador zfl-2009::Tn10, ubicado en el minuto 58 del

mapa de S. typhimurium(Sanderson y Roth, 1988). En base a estos resultados, Ia

mutación responsable de la resistencia a ácido nalidíxico en esa cepa (DA1528)

se denominó na/B411.



5.5. Aislamiento y caracterización de mutaciones rpoS

Las cepas rpoS se identificaron por su incapacidad de producir burbujeo

intenso al aplicar sobre las mismas (crecidas en medio completo 24-48 hs.) 10 pi

de Hzoz 30% (Lange y Hengge-Aronis, 1991).

El aislamiento de la mutación rpoS1061 se realizó de acuerdo al trabajo de

Zambrano y col. (1993). Para ello, se sembró la cepa DA1674 en 3 ml de medio

completo y se incubó a 37°C, con agitación; al cabo de 10 dias se plaquearon

diluciones del cultivo en cajas de medio completo para obtener colonias aisladas,

y se probó su capacidad de descomposición del Hzoz 30%. De 40 colonias

probadas, 8 mostraron respuesta negativa. La colonia elegida para su estudio

(DA1682), demostró ser portadora de una mutación en el gen rpoS, a la que se

denominó rpoS1061. El aislamiento de la mutación rpoS1062 se describe en Ia

sección V de Resultados.

Los ensayos de sensibilidad al H202(Lange y Hengge-Aronis, 1991; Fang y col,

1992) se llevaron cabo agregando a cultivos estacionarios de las cepas a probar

Hzoz a una concentración final de 40 mM. Se consideró como índice de

sensibilidad al HZOZal porcentaje de células capaz de formar colonias luego de 60

minutos de exposición al H202respecto de la viabilidad a tiempo 0.

Las pruebas de fermentación de trehalosa se realizaron en medio EMBcon 1%

de trehalosa.

6. Ensayos de tolerancia

La tolerancia a mutaciones letales de forma celular fue analizada por

transducción de la cepa con fago crecido en la cepa DA1041. Esta cepa es

portadora del marcador argR372zzTn10 y la mutación letal mre-9 (inicialmente

llamada eanQ), que son cotransducibles en un 20% (Antón, 1987). La aparición
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de al menos un 5% de transductantes Tet-R (argR372zzTn10) constituidos por

células esféricas (mre-9) indicó tolerancia en la cepa receptora.

La tolerancia se probó también con mutaciones de forma generadas por

transposición de Tn10A16A17 mediante la transducción con fago crecido en los

mutantes de inserción y selección de Tet-R o Kan-R según el transposón

causante de la mutación.

7. Clnétlcas de crecimiento

Las cinéticas de crecimiento a 30°C y 41°C se llevaron a cabo a partir de un

cultivo en medio completo que se incubó hasta fase estacionaria en baño a 41°C,

con agitación continua. Ese cultivo se diluyó en medio precalentado hasta una DO

a 650 nm de 0,100 y se incubó en las mismas condiciones durante 150 minutos

para obtener un cultivo exponencial. En ese momento, se repitió la dilución hasta

una DO=0,100 y se fraccionó en dos partes iguales (tiempo 0), que se incubaron

a 30°C o 41°C en baños con agitación continua.

Se tomarcn muestras de ambos cultivos a intervalos de 60 minutos para la

medición de diferentes parámetros del crecimiento bacteriano: masa, división y

viabilidad celular. La masa celular se midió como densidad óptica a 650 nm. La

viabilidad celular se calculó a través del recuento de células capaces de formar

colonias en medio completo a 41°C. La división celular fue estimada mediante el

recuento del número total de células, realizado con un contador electrónico de

partículas Coulter Modelo ZBl, equipado con una apertura de 30 um. La

distribución del volumen celular en las muestras se analizó por medio de un

Channelyzer Modelo C1000 incorporado al contador Coulter. Los recuentos con el

contador Coulter se realizaron diluyendo los cultivos en forma apropiada en NaCl

0,9%, con formaldehído al 5% para fijar las células.
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En las cinéticas de crecimiento en las que se estudió el efecto de distintos

agentes, éstos fueron agregados en el tiempo 0 y a las siguientes

concentraciones: acetato de sodio 100 mM, benzoato de sodio 25 mM, glutamato

de sodio 40 mM y formiato de sodio 40 mM. En esos experimentos, el cultivo

estacionario inicial se repicó dos veces desde una DO=0,100 hasta DO=0,400,

con el propósito de obtener una población exponencial lo más homogénea posible

(Schellhorn y col., 1992).

Todos los ensayos descriptos se llevaron a cabo durante 360 minutos,

abarcando toda la fase exponencial del cultivo a 41°C.

Para estudiar el comportamiento en fase estacionaria, se partió de un cultivo

estacionario en medio completo, obtenido en baño a 41°C con agitación continua;

éste fue diluido 1:2000 en el mismo medio e incubado toda Ia noche a 41°C sin

agitación y en condiciones deficientes de aereación. AI dia siguiente, el cultivo,

que presentaba una DO aproximadamente de 0,300, se diluyó hasta DO=0,100 en

el mismo medio, y se incubó durante 90 minutos en baño a 41°C con agitación

óptima. Se diluyó, entonces, con el mismo medio hasta DO=0,050 y se fraccionó

en dos partes iguales (tiempo 0), que se incubaron en baños a 30°C o 41°C con

agitación, para iniciar cinéticas de crecimiento de 10 horas de duración.

El estudio del comportamiento de los mutantes esféricos por inserción del

transposón Tn10A16A17(Kan) se realizó agregando al medio kanamicina

(20 ug/ml), a fin de evitar la proliferación de células bacilares Kan-S originadas

por la escisión precisa del transposón.

8. Tlnción con naranja de acridina

La tinción de las células con el colorante naranja de acridina como indice Ia

viabilidad celular se realizó de acuerdo con la técnica descripta por Meynell y

Meynell (1970). Para ello, se tomaron muestras de cinéticas de fase exponencial
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a 30°C y 41°C y se colocaron sobre un portaobjetos. Una vez secas, las células

se fijaron con metanol durante cinco minutos, se Iavaron con etanol absoluto y se

dejaron secar al aire. Posteriormente, se tiñeron durante cinco minutos con una

solución de 10 ml de buffer fosfato-ácido cítrico (pH 4) más 0,1 ml de una solución

acuosa de naranja de acridina 1% PN y luego se Iavaron con el mismo buffer. Las

células fueron observadas con un microscopio de fluorescencia Axioplan Zeiss,

utilizando un filtro 09 (filtrode excitación 450 a 490 nm, divisor cromático 510 nm,

filtro supresor 520 nm), con un aumento de 1000x.

9. Medición de respiración celular

Los ensayos de respiración celular se realizaron utilizando un monitor biológico

de oxígeno YSI Modelo 53. Se tomaron muestras de cinéticas de crecimiento a

30°C y 41°C, de fase exponencial, realizadas como se detalló previamente, y se

midió la velocidad de consumo de oxigeno durante tres minutos. Cada medición

fue realizada a la misma temperatura del cultivo del cual provenía la muestra.

Durante los dos primeros muestreos (Oy 60 minutos) la medición del consumo de

oxígeno se realizó en 3 ml de cultivo sin diluir. A partir de los 120 minutos, las

muestras se diluyeron con el mismo medio, precalentado a la temperatura

correspondiente, de manera de tener una DO=0,300 en un volumen final de 3 ml.

10. Ensayo de amlnoacll-tARNslntetasas

Los ensayos de alanil y IeuciI-tARN sintetasa se realizaron siguiendo el

protocolo de Bock (1969). Los extractos se obtuvieron a partir de cultivos

estacionarios crecidos en medio completo a 30°C. Las células fueron

centrifugadas y resuspendidas en buffer (fosfato de potasio 0,01 M, pH 7,5;

mercaptoetanol 0,01 M; MgCl20,001 M). Luego de sonicar durante dos minutos,



48

se centrifugó durante 30 minutos a 30000 rpm y el sobrenadante se centrifugó

nuevamente durante 2 horas a 40000 rpm. Todos los pasos se realizaron a 4°C.

Los extractos se mantuvieron a -20°C con 50% de glicerol durante no más de

48 horas y Ia concentración de proteínas en los mismos se determinó por el

método de Lowry (1951).

Para la medición de Ia actividad de alanil-tARN sintetasa se trabajó con un

volumen final de 125 pl, mezclando: 50 pmoles de Tris-HCI pH 7,5, 5 pmoles de

MgClz, 1 pmol de glutation, 1 pmol de ATP, 0,05 pmoles de 14C-L-alanina

(10 pCi/pmol), 500 pg de tARN de E. coli y 100 pg de seroalbúmina bovina. La

mezcla se preincubó durante cinco minutos a 30°C ó 41°C y la reacción se inició

con el agregado del extracto (0,01, 0,02 ó 0,04 mg de proteína), continuándose la

incubación durante otros cinco minutos, a la temperatura correspondiente. La

precipitación del tARN se realizó absorbiendo 100 pl de la mezcla de reacción en

un disco de papel Whatman 3MM que fue inmediatamente sumergido en ácido

tricloroacético 5% a 0°C. Luego de sucesivos lavados, los discos se secaron y se

midió la radiactividad en un contador de centelleo liquido Packard Tri-Carb

Modelo 4530. La radiactividad medida indicó la cantidad de “C-L-alanina unida a

tARN por actividad de alanil-tARN sintetasa. La medición de la actividad de leucil­

tARN sintetasa se realizó en forma similar pero utilizando 2,5 pmoles de

1AC-L-leucina (10 uCi/pmol). Las actividades específicas de Ia 14C-L-alanina y

14C-L-leucinautilizadas fueron 168,85 mCi/mmol y 300 mCi/mmol respectivamente

y ambas se obtuvieron de New England Nuclear.

11. Detección de guanoslna tetrafosfato (ppGpp)

La detección de este nucleótido se realizó siguiendo Ia técnica de marcación

con fósforo-32 de Cashel (1969), empleando cepas cultivadas de acuerdo al

protocolo de Bochner y Ames (1982).
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Se partió de un cultivo estacionario en medio MOPS adicionado con 0,04% de

glucosa y 0,2 mM de fosfato de potasio (Bochner y Ames, 1982) crecido a 30°C,

sin agitación. Ese cultivo se diluyó al 20% con medio MOPS fresco, más 0,4% de

glucosa y 0,2 mM de fosfato, y se incubó a 30°C durante 3,5 hs. Las células se

centrifugaron y resuspendieron en el mismo medio a DO=1,8. Se tomaron 0,2 mI

de esta suspensión y se agregó 1 mI de MOPS con 0,4% de glucosa, 0,2 mM de

fosfato y 30 uCi/ml de fósforo-32 (ácido ortofosfórico con una actividad específica

de 2 mCi/ml obtenido de New England Nuclear). La mezcla se incubó a la

temperatura correspondiente (30°C o 41°C) durante 30 minutos, para permitir la

síntesis de compuestos de fósforo-32. A 0,2 ml de la mezcla se agregaron 20 ul

de ácido fórmico 11N y se mantuvo en hielo durante 30 minutos. El extracto ácido

se centrifugó durante 5 minutos a 12000 rpm a 4°C y el sobrenadante se sembró

en placa de polietileniminocelulosa utilizando fosfato de potasio 1,5 M, pH 3,4

como buffer de corrida. Finalizada la cromatografía, la placa se secó y expuso

durante 24 hs a una placa radiográfica, que se reveló en la forma convencional.

Las manchas obtenidas, correspondientes a diferentes compuestos con

fósforo-32, fueron identificadas y se las cuantificó utilizando un densitómetro

Metrolab Modelo 3000. La mancha correspondiente a ppGpp se localizó corriendo

simultáneamente controles de la cepa argC95 incubada con fósforo-32 en

presencia y ausencia de arginina (la ausencia de arginina en esa cepa incrementa

fuertemente la síntesis de ppGpp por inducción de la respuesta estricta). La

mancha correspondiente a GTP, que se utilizó como referencia ya que

permaneció invariable en todas las cepas analizadas a pesar del cambio de

temperatura, fue ubicada en Ia placa de acuerdo al trabajo de Bochner y Ames

(1982).
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l. Obtención y caracterización de mutaciones de forma celular por

transposición

1. Obtención de inserciones en genes de forma

La obtención de mutaciones de forma celular por inserción presenta dos

importantes ventajas: a) permite obtener mutaciones absolutas, que inactivan

totalmente la función los genes afectados, y, b) las mutaciones por inserción

resultan fácilmente seieccionables por la resistencia a antibióticos codificada por

el transposón. El procedimiento se llevó a cabo utilizando los miniderivados del

transposón Tn10, Tn10A16A17(Tet) y Tn10A16A17(Kan) (Way y col., 1984), que

codifican resistencia a tetraciclina y kanamicina respectivamente (Materiales y

Métodos).

La introducción de Tn10A16A17(Tet) en la cepa Tl'10427, portadora del

plásmido que codifica la transposasa de Tn10 (pNK972), mediante transducción

con un Iisado obtenido en la cepa Tl'10423, permitió obtener aproximadamente

143000 transductantes Tet-R (Tabla IV). Estas colonias correspondían a

inserciones al azar en el cromosoma bacteriano ya que el transposón se

encuentra en un plásmido de E. coli; sin embargo, entre esas inserciones, no se

halló ninguna colonia compuesta por células esféricas (Tabla lV).

Se ha demostrado anteriormente que ciertas mutaciones mre y ppr sólo son

aceptadas por bacterias denominadas tolerantes, aisladas por resistencia al

antibiótico B-lactámico mecilinam (Mec-R) (Antón, 1987; Ogura y col., 1989). Por

lo tanto, se repitió el experimento empleando cepas resistentes a esa B-Iactama.

Para ello se transfirió el plásmido pNK972 a la cepa DA996, que es Mec-R y

tolerante a Ia mutación letal mre-9 (Antón, 1987), y a DA1347, que es un derivado

Mec-R de la cepa argC95, también tolerante a esa mutación. El propósito de



TablaIV.Aislamientodemutantesesfén’cosportransposicióndeTn10A16A17

Tiposgenéticos

CepaTransposónN°deN°de

receptoraTn10A16A17insercionesmutantesrodAmredivDppr (pNK972)analizadasesféncos(%)N°(%)N0(%)No(%)No(%) 1710427Tet143000o(s7x10‘)—___ DA996Tet7500017(0,02)14(79)3(21)——— DA1347Tet440009(0,02)6(67)3(33)_—— DA996Kan86000‘l75(72)1(14)1(14)— Total3325(76)7(21)1(3)— LosexperimentosdetransposiciónserealizaronportransducciónentrereceptorasportadorasdepNK972(quecodificalaenzima transposasa)yIisadosdelascepasTT10423(Tn10A16A17-Tet)yTN2500(Tn10A16A17-Kan).DelasinsercionesalazarTet-Ro Kan-R,seconservaronaquellascoloniasenlasquelainsercióndeTn10afectabaaungendeformacelular(coloniabrillante,compuestaporcélulasesféricas). ‘SegúnseexplicóenResultados.unaparteindeterminadadelostransductantesKan-Reranrecombinanteshomólogoszae-1613::Tn10A16A17(Kan)enlugardeinsercionesalazar;porestarazón.nosecalculóelporcentajedemutantesesféricos.
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utilizar dos cepas receptoras diferentes fue analizar si el genotipo influye en los

tipos de mutaciones obtenidas.

Destacando la importancia de la tolerancia a mutaciones de forma celular para

el aislamiento de inserciones en este tipo de genes, se obtuvieron 17 mutantes

esféricos en la cepa DA996 y 9 en la cepa DA1347 (Tabla lV).

Una vez obtenidas las inserciones Tet-R en genes de forma, se llevó a cabo un

experimento similar con Ia cepa DA996(pNK972) como receptora, pero utilizando

como dadora a Ia cepa TN2500, portadora del transposón Tn10A16A17(Kan) en

el cromosoma. En este caso, una gran parte de los 86000 transductantes Kan-R

eran recombinantes homólogos, y no inserciones al azar, ya que el transposón

provenía del cromosoma de S. typhimurium y no de un plásmido de E. coli. Sin

embargo, se pudieron obtener otras 7 inserciones en genes de forma celular

(Tabla IV).

Al igual que en el caso de las inserciones Tet-R, las inserciones Kan-R fueron

transferidas a la cepa DA996 original (sin el plásmido pNK972), a fin de evitar la

inestabilidad causada en esas mutaciones por los altos niveles de enzima

transposasa.

2. ldentiflcaclón genética de los mutantes de forma por Inserción

Una vez obtenidos los 33 mutantes en genes de forma celular (Tabla IV), se

procedió a identificar por métodos genéticos el gen de forma en el que había

ocurrido la inserción del Tn10A16A17en cada uno de esos mutantes.

La identificación se basó, en un principio, en la cotransducción entre las

mutaciones de forma, detectadas por el brillo característico de las colonias

formadas por células esféricas, con marcadores cercanos seleccionables. En la



Figura 3 se observa la localización en el mapa genético de S. typhimurium de los

genes de forma y marcadores cercanos empleados.

El procedimiento utilizado fue descripto en Materiales y Métodos. Para ello, se

obtuvieron lisados de todas las cepas portadoras de inserciones, y, utilizando

como receptoras a las cepas DA529, DA1228, SA342 y DA1294, se seleccionaron

transductantes aroÉ, hisS', lip’, y leuS‘, respectivamente, y se analizó en ellos la

cotransducción del fenotipo esférico.

Los resultados que permitieron identificar a los 33 mutantes, se encuentran

resumidos en la Tabla V.

2.1.MutantesrodA/ppr

La mayoría de las mutaciones mostraron un promedio de cotransducción del

17,6% con el marcador IeuS’ y 23,5% con Iip‘ (Tabla V) que demuestra su

localización en el grupo rodA/ppr (Figura 3), formado por dos genes adyacentes

que no pueden diferenciarse por cotransducción (Spratt y coI., 1980; Tamaki y

col, 1980).

La clasificación de esos mutantes como rodA o ppr, se llevó a cabo por

complementación con los plásmidos pBS47 y pLGB46, portadores de los alelos

ppr‘ y rodA’, respectivamente y codificadores de resistencia a kanamicina. Las

20 cepas Tet-R de este grupo recuperaron la forma bacilar cuando se les

transdujo el plásmido pLGB46(rodA‘)y retuvieron la forma esférica cuando les fue

introducido el plásmido pBS47(ppr‘). Estos resultados demostraron que todas

las inserciones Tet-R ocurridas en la zona del minuto 14 afectaban al gen rodA.

En el caso de las 5 inserciones Kan-R fue necesario recurrir a una estrategia

diferente (Materiales y Métodos) ya que al ser las cepas resistentes a kanamicina

no era posible usar ese mismo carácter para seleccionar transductantes

portadores de los plásmidos pBS47 y pLG346. La transducción del marcador lip’ a



los derivados DA1410 y DA1411 (Tabla lll) con lisados crecidos en esas

inserciones arrojó los siguientes resultados: se obtuvo un promedio de 9% de

transductantes esféricos cuando la receptora llevaba el plásmido pBS47(ppr') y

sólo transductantes bacilares cuando la receptora era portadora del plásmido

pLG346(rodA’).Esos datos demostraron que las 5 inserciones Kan-R ubicadas en

esa zona eran también mutaciones en el gen rodA.

Para verificar la caracterización genética. se escogieron al azar seis mutantes

rodA identificados por complementación y se sometieron a un ensayo de PBPs

para constatar Ia presencia de PBP 2 (Materiales y Métodos). En los seis

mutantes se cbservó la banda correspondiente a esta proteína, demostrando Ia

presencia de un gen ppr funcional (datos no mostrados). Estos resultados

confirmaron la validez de la identificación genética, que permitió concluir que las

25 inserciones del grupo rodA/ppr afectaban al gen rodA, no habiendo ocurrido

ninguna inserciónen el gen ppr.

2.2. Mutantes mre y divD

Entre los 33 mutantes de forma, 7 presentaron cotransducción con el marcador

aroÉ (17,6%), demostrando pertenecer al grupo mre (Figura 3, Tabla V).

Resultados obtenidos por Wachi y col. (1989) han indicado la presencia en la

región mre de tres genes involucrados en el control de la forma celular: mreB,

mreC y mreD. La carencia de plásmidos portadores de estos genes impidieron la

individualización del gen afectado por las inserciones, y por ello se las denomina

mre.

Finalmente, la inserción restante fue identificada como diszzTn10, al mostrar

una cotransducción del 100% con el marcador hisS’ (Tabla lll).
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Figura 3. Gene; de forma y marcadores cercanos en S. typhimuríum

líp ppr
rodA

leuS

aroE

mreB

mreC

mreD

argR

hisS divD

Tabla V. Identificacióngenética de las inserciones que afectan forma celular

Cepa N°de dadoras Marcador Cotransducción media Gen
receptora esféricas seleccionado de las mutaciones afectado

(marcador de forma (%)
pertinente)

DA529 (aroE32) 7 aroÉ 17,6 mre

DA1228 (hi586331) 1 hisS+ 100 divD

DA1294 (leuS3) 25 IeuS" 17, 6 rodA o ppr

SA342 (¡ip-2) 14a Iip’ 23,5 rodA o ppr

La identificación de los genes afectados por inserción de Tn10A16A17 se realizó por
transducción entre cepas portadoras de marcadores cercanos a los genes de forma y
Iisados obtenidos en los mutantes esféricos. La aparición de colonias compuestas por
células esféricas con una determinada receptora indicó cual era el gen de forma
afectado en la dadora.
a Sólo en 14 de las 25 mutaciones ligadas al gen IeuS se probó cotransducción con el
gen IÍp.
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3. Características de las mutaciones de forma por Inserción

Las mutaciones obtenidas fueron estudiadas para determinar su efecto sobre la

respuesta a mecilinam y analizar su viabilidad en cepas tolerantes o no a

mutaciones letales de forma.

3.1. Efecto de mecilinam

Se estudió la respuesta a mecilinamde mutantes de forma representativos de

cada tipo. Los resultados presentados en la Tabla VI mostraron que las

inserciones en genes rodAy mre ocasionan un fuerte incremento de la resistencia

a mecilinam de DA996, mientras que la inserción divD modificó sólo levemente la

respuesta de dicha cepa al antibiótico.

La pérdida de pNK972 en la cepa Tr10427 (originando la cepa DA1415)

eliminó su resistencia a mecilinam, Io que indica que la misma se debía a la [3­

lactamasa codificada por el plásmido. La falta de tolerancia a la mutación letal

mre-9 en TT10427 demuestra que Ia resistencia a mecilinam mediada por B­

lactamasa no confiere tolerancia a mutaciones letales de forma (Tabla Vl).

Hace ya muchos años, Aono y col. (1979) describieron la elevada resistencia a

mecilinam presentada por los mutantes afectados en la síntesis (cya) o función

(crp) del AMP cíclico en E. coli K-12. Además, se ha demostrado la tolerancia de

una cepa cya de E. coli K-12 a una mutación letal ppr (Ogura y col., 1989). Por

esas razones, se estudió el efecto de mecilinam en mutantes cya y crp de S.

typhímuríum, así como la tolerancia de los mismos a la mutación letal mre-9.

Como se muestra en la Tabla VI, las mutaciones cya y crp no modificaron

significativamente la respuesta a mecilinam del tipo salvaje. Sólo la cepa PP1037,

portadora del alelo erp-773 mostró una CIMmás elevada, causada probablemente

por alguna otra mutación, ya que cuando el marcador erp-773 se transdujo a LT2

(DA1371), la CIMno sufrió modificación. Por otra parte. a pesar de su sensibilidad
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a mecilinam, las cepas cya y crp actuaron como buenas receptoras para Ia

mutación letal mre-9 (Tabla VI).

3.2. Tolerancia a mutaciones de forma por inserción

Los ensayos de tolerancia a las mutaciones de inserción se llevaron a cabo

mediante Ia transducción de las mismas a cepas sensibles y sus correspondientes

derivadas resistentes a mecilinam (Materiales y Métodos). Los resultados

obtenidos con cepas rodA, mre y divD::Tn10A16A17(Kan) como dadoras y las

cepas argCQS y su derivada Mec-R DA1347 como receptoras, se muestran en la

Figura 4. La transducción de las inserciones rodA y mre a la cepa Mec-S

(CIM 0.08 ug/ml, Tabla VI) produjo muy pocas colonias Kan-R, mientras que la

selección para el marcador control argC" permitió obtener un gran número de

transductantes. Cuando se utilizó como receptora a la derivada Mec-R, que

presenta una CIM de mecilinam de 20 ug/ml (Tabla VI), tanto los transductantes

Kan-R como argC+ aparecieron en alta frecuencia. Estos resultados indican que

las mutaciones rodAzzTn10A16A17y mre::Tn10A16A17 son letales en genotipos

salvajes y que para su tolerancia se requieren mutaciones de resistencia al

antibiótico mecilinam.

Los pocos transductantes obtenidos con Ia cepa Mec-S como receptora

estaban compuestos por células esféricas, la mayoria muy grandes, con vacuolas

y signos de lisis. Por otro lado, las colonias correspondientes a Ia receptora

Mec-Rpresentaron poblaciones homogéneas de células esféricas y pequeñas.

La única inserción diszzTn10A16A17 obtenida presentó un comportamiento

diferente al de las inserciones mre y rodA, ya que pudo ser transducida

normalmente a las receptoras sensible y resistente a mecilinam. Estos resultados

indican que las inserciones divD no son letales en cepas Mec-S; la falta de
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aparición de estas mutaciones al utilizar en la obtención a la receptora W10427

podría deberse a baja frecuencia de inserción de Tn10 en el gen dívD.

Se realizó el mismo tipo de ensayo utilizando como receptoras a una cepa

portadora de Ia mutación aya-961 (DA1369) y a su derivada cya’ (DA1413)

(Tabla Ill). La cepa aya-961 mostró tolerancia a las inserciones rodA, mre, y

divD::Tn10A16A17 a pesar de su sensibilidad a mecilinam (Tabla VI), mientras

que el derivado ¡sogénico cya’ sólo fue tolerante a Ia inserción divD (datos no

mostrados). De acuerdo a estos resultados, los mutantes cya y crp de S.

typhimuriumpresentan tolerancia a mutaciones letales rodA y mre a pesar de no

mostrar resistencia a mecilinam.
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Tabla VI. CIMde mecilinam y tolerancia a la mutación letal mre9 de las cepas utilizadas

Cepa Características relevantes CIMde Tolerancia
mecilinam

(pg/ml) N° de col. %col.
Tet-R mre-9

LT2 Mec-S 0,04 1000 0 (s 0,1%)

DA773 Mec-S 0,08 443 0 (s 0,2%)

DA996 DA773 pero Mec-R 2,5 1057 18

argC95 Mec-S 0,08 2850 O(s 0,04%)

DA1347 argC95 pero Mec-R 20 1910 13

TT10427 pNK972 (Amp-R) 5 329 0 (s 0,3%)

DA1415 TT10427 pero Amp-S 0,04 287 0 (s 0,3%)

DA1366‘ mre-17::Tn10A16A17 20

DA1367a divD135::Tn10A16A17 5

DA1368a rodA22::Tn 1013161317 20

DA1369h aya-961 zid62: :Tn10 0,08

DA1413" cya’ zid6222Tn10 0,08

DA1370° aya-961 Tet-S 0,08 668 7

PP1037 erp-773: :Tn10 5

DA1414° crp-802 Tet-S 2,5 267 9

DA1371d crp-773::Tn10 0,08

DA1372° crp-801 Tet-S 0,08 145 10

La concentración inhibitoria mínima (CIM) se midió como se detalla en Materiales y
Métodos. La tolerancia a la mutación letal mre-9 fue calculada mediante transducción de
las distintas receptoras con un lisado de Ia cepa DA1041, portadora de los marcadores
cercanos argR372;:Tn10 y mie-9. AIseleccionar resistencia a tetraciclina, se consideró a
la receptora como tolerante cuando entre los transductantes Tet-R aparecieron al menos
5% de colonias mre-9 (colonias brillantes constituidas por células esféricas).
’ Inserciones en DA996.
" Derivados isogénicos aya-961 y cya' a partir de LT2xP22.1T2104 y selección de Tet-R.
° Derivado Tet-S de DA1369 obtenido por el método de Bochner y col. (1980).
d Derivado erp-773 a partir de LT2xP22.PP1037 y selección de Tet-R.
° DA1414 y DA1372 son derivados Tet-S de PP1037 y DA1371, respectivamente,
obtenidos por el método de Bochner y col. (1980).
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Figura 4. Transducción de inserciones en genes de forma a receptoras tolerantes y no

tolerantes.

Las cepas dadoras DA1367, DA1366,y DA1368 son portadoras, respectivamente, de las

mutaciones dívD (1), mre (2), y rodA (3), producidas por inserción de Tn10A16A17 (Kan).

Las receptoras utilizadas fueron: la cepa Mec-S argC95 (A)y su derivada Mec-R DA1347

(B). Se esparcieron volumenes iguales de las mezclas de transducción en medio

completo con kanamicina para la selección de transductantes esféricos Kan-R, y en

medio mínimo para seleccionar transductantes argC‘“, como control de Ia eficiencia de

transducción.
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ll. Caracterización de una cepa tolerante condicional a mutaciones
letales de forma celular

1. Resistencia a mecilinam y tolerancia a mutaciones de forma de la

cepa DA1138

Para el estudio de las alteraciones producidas por mutaciones letales de forma

celular en ausencia de tolerancia se utilizóuna cepa con tolerancia condicionada

por temperatura.

Dada la relación entre tolerancia a mutaciones de forma celular y resistencia a

mecilinam (Antón, 1987; Ogura y co|., 1989), la cepa tolerante condicional se

obtuvo por aislamiento de derivados con resistencia termosensible a dicho

antibiótico, empleando el procedimiento detallado en Materiales y Métodos. Para

este trabajo se eligió la cepa DA1138, aislada por P. Levy Yeyati (1987), por su

mayor estabilidad y por presentar como rasgo fenotipico característico, colonias

muy pequeñas y lisas a 41°C. que recuperan el aspecto normal típico de Ia cepa

salvaje original a 30°C, facilitando así el control del comportamiento.

En la Tabla VIIpuede verse el efecto de la temperatura sobre la respuesta a

mecilinam de Ia cepa, medida ésta como sobrevida a 30°C y 41°C en medio con

1 ug/ml del antibiótico, y también por determinación de la ClM de mecilinam a

esas dos temperaturas. La comparación de los valores obtenidos para la cepa

salvaje LT2 y su derivada DA1138 confirma la ya descripta resistencia condicional

de esta última al antibiótico (Levy Yeyati, 1987).

También se verificó la termosensibilidad de Ia tolerancia a mutaciones letales

mre, mediante transducciones con la cepa DA1138 como receptora y como

dadoras las cepas DA1041y DA1352,portadoras de las mutaciones letales mre-9

y mre-13::Tn10A16A17, respectivamente (Tabla lll). Al seleccionar
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resistencia a tetraciclina, según se muestra en la Tabla VIII,sólo se recuperaron

transductantes brillantes (compuestos por células esféricas) a 41°C, Io cual

confirma el carácter termosensible de la tolerancia de la cepa DA1138.

Tabla VIl.Efecto de la temperatura sobre la respuesta a mecilinam de la cepa DA1138

Sobrevida en medio con ClM de
Cepa mecilinam (1ug/ml) mecilinam (pg/ml)

30°C 41 °C 30°C 41 °C

LT2 8,4x10'° 7,4x10‘s 0,08 0,08

DA1138 1,8x10'5 8,6x10" 0,08 20

Tabla VIII.Efecto de la temperatura sobre la tolerancia a mutaciones mre en DA1138

N°de transductantes Tet-R:
Cepa donante brillantes‘ItotaIes (%)

30°C 41°C

DA1041 (mre-9 argR372: :Tn10) 0/500 (50,02%) 15/140 (10%)

DA1352 (mie-13::Tn10A16A17) --- 150/150 (100%)

La cepa DA1138 fue transducida con lisados obtenidos en las cepas DA1041 y
DA1352, seleccionando resistencia a tetraciclina a 30°C y 41°C. En el caso de la
mutación mts-9, la no-tolerancia está dada por la ausencia de colonias brillantes
(mre-9) entre los transductantes Tet-R (argR372zzTn10) seleccionados a 30°C; en el
caso de la mutación mre-13::Tn10A16A17(Tet),Ioque se selecciona es directamente la
mutación de forma, por lo que la falta de tolerancia a 30°C se manifiesta como
ausencia de transductantes a esa temperatura.
a Colonias corr puestas por células esféricas mre-9 o mre-13::Tn10A16A17
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2. Identificación genética de la mutación responsable de la reslstencla

a mecllinam y tolerancla condlclonal de la cepa DA1138

2.1. Mapeo preliminar por conjugación

Dada la relación directa entre la resistencia a mecilinam y tolerancia a

mutaciones de forma celular en la cepa DA1138, ambas propiedades fueron

asignadas a una única mutación, que se denominó meo-4.

Los primeros intentos de mapeo de la mutación meo-4 fueron realizados

mediante conjugación (Tabla IX), utilizando distintas cepas Hfr como dadoras

(Sanderson y col, 1972). En la Figura 5 se muestran los crígenes de

transferencia de las Hfr utilizadas, así como los marcadores empleados en el

mapeo. Como receptoras se utilizaron la cepa SB1294 y dos derivados

auxótrofos de DA1138, DA1713 y DA1714 (Tabla Ill), cuya obtención se

describió en Materiales y Métodos.

Figura 5. Cepas Hfry marcadores empleados en el mapeo de mac-4
Ieu

SA722

4500 kb

SA464 00W)

chD h“
serA

Se indican los orígenes y sentido de transferencia de las cepas Hfr
usadas (Sanderson y col., 1972), y la posición de los marcadores
empleados (Sanderson y Roth,1988).



TablaIX.Mapeopreliminardemeo-4porconjugación

CruzamientoRecombinanteMarcadornoN°derecombinantesconel

N°seleccionadoseleccionadomarcadornoseleccionado/

DadoraReceptoraN°totalderecombinantes(%)

1.SA828(serA)xDA1713(leuameo-4)Ieu‘serA+Mec-S19/20(95%) 2.SA828(serA)xDA1714(hisbmeo-4)his‘serA+Mec-S1/20(5%) 3.SA464(serA)xDA1713(leu’meo-4)leu‘serA"Mec-S0/19(0%) 4.DA79(purmee-4)x881294(cstcysD)cís+pur’Mee-R23/46(50%) SerealizaroncruzamientosentredadorasHfroF‘ yreceptorasportadorasdedistintosmarcadores.Seanalizólarespuestaa mecilinamdelosrecombinantesseleccionadosporréplicaenmediocompletocon1pg/mldeantibiótico,a30°Cy41°C. "Correspondealamutación¡eu-1265::Tn10A16A17(Tet). b Correspondealamutaciónhis-6883::Tn10A16A17(Tet).

65
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Los resultados obtenidos en los cruzamientos (Tabla lX)permitieron llegar a las

siguientes conclusiones acerca de la ubicación de meo-4:

-Cruzam¡ento N°1: la alta frecuencia de recombinantes sensibles a mecilinam

indica que meo-4 se encuentra entre el origen de SA828 y el marcador leu.

-Cruzamiento N°2: la baja frecuencia de recombinantes sensibles a mecilinam

permite descartar la zona entre el origen de SA828 y el marcador his.

-Cruzamiento N°3: la baja frecuencia de recombinantes sensibles a mecilinam

descarta la zona entre el origen de SA464 y el marcador Ieu, quedando como

región más probable el segmento entre el marcador his y el final de SA464.

-Cruzamiento N°4: la alta frecuencia de recombinantes resistentes a mecilinam

indica que meo-4 se encuentra en las proximidades de los marcadores cisJ cisD.

2.2. Mapeode mac-4 por cotransducción con marcadores cercanos

Una vez localizada la mutación meo-4 alrededor del minuto 60, se investigó

su posible cotransducción con marcadores cercanos. Para ello, se utilizaron las

inserciones zfl-200921Tn10,zfj-162322Tn10dcam, y srl-202::Tn10, cuya ubicación

en la zona es conocida (Sanderson y Roth, 1988). y se aisló la mutación

na/B411 como se describió en Materiales y Métodos.

Las transducciones detalladas en Ia Tabla X demostraron Ia existencia de

cotransducción entre la mutación mec-4 y los marcadores srl, zfl-2009::Tn10 y

zfi-162322Tn10dcam, confirmando el mapeo preliminar. Se llevaron a cabo,

además, pruebas de tres puntos (Tabla Xl) para establecer el orden de los

marcadores analizados. EIconjunto de resultados obtenidos permitió construir el

mapa de la Figura 6, que incluye a meo-4 en la región correspondiente a los

minutos 58-59 del cromosoma de S. fyphimurium.



TablaX.Mapeodemee-4porcotransducciónconmarcadorescercanos TransducciónMarcadorN°detransductantesconelmarcadornoselecc./

N°totaldetransductantes(%)

Selecc.Noselecc.

LT2xfagoDA1490DA1138xfagoKS180 KS180xfagoDA1526DA1527xfagoTN2700 DA1525xfagoDA1484 DA1138xfagoDA1048 DA1528xfagoDA1525 DA1525xfagoDA1528 DA1528xfagoDA1525 DA1525xfagoDA1528 DA1527xfagoDA1525 DA1525XfagoDA1484 DA1048xfagoTN2700

zfi-2009::Tn10 zfl-2009.':Tn10 zfl-1623::Tn10dcam zfj-1623::Tn1Odcam sr1-202::Tn10 sr1-202::Tn10 zf]-1623::Tn10dcam zfi-2009::Tn10 zfj-1623::Tn10dcam zfl-2009::Tn10 zfj-162321Tn10dcam sr1-202::Tn10 zf]-1623::Tn10dcam

mee-4 mec
mac-4

O

mec meo-4 mec’ zfï’(Tet-S)
zfj’(Cam-S)

na/B+ na/B411 sn" ZÜ‘(TeÍ-S) recA

83/415 16/100 65/76 66/80 58/270 13/67

168/196

93/191 53/80 65/111 36/238 59/277 45/159

(20%) (16%) (86%) (83%) (21%) (19%) (86%) (49%) (66%) (59%) (15%) (21%) (28%)
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TablaXI.Pruebasdetrespuntosentremarcadoresdelaregión58'-59'delcromosomadeS.typhimun'um

TransducdónMarcadorClaseOrdendelosmarcadoresenla

minoritariaregión58'-59’

Selec.Noselecc.

DA1048xfagoDA1526zfj-162311Tn10dcammee-4mec‘srfzfj_mec.4-5,1

sn"

DA1525xfagoDA1527sr1-202::Tn10meo-4mec’szzfj_mec.4_5,1

ij-O

DA1484xfagoDA1525zfj-1623zzTn10dcammec‘mec-4srfzrj _mec.4_5,1

sn"

DA1528xfagoDA1525zfi-1623::Tn10dcamnalB‘na/B‘zfi-2009::Tn10nalB—zfi -zf]

zfï‘

DA1048xfagoTN2700zfi-162322Tn10dcamrecArecA‘srí'zt] —recA-srl

srf

Paralaspruebasdetrespuntosserealizarontransduccionesseleccionandounmarcadoryanalizandoenlostransductamesdos marcadoresnoseleccionados.Elgenotipodelaclaseminon‘tan‘a(originadaporcuatrocross-overs)indicóelordenentrelostres marcadoresinvolucrados.
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Figura 6. Mapa genético de S. typhímurium en la región
correspondiente a los minutos 58-59

58' 59'

na/B zfi-2009 zfj-1623 meo-4 recA sr/

8696-831:

86%-49%4_ t
66% 21%-19%L

AL

21%-15%

‘V
A
Ñ

20%-16%

Los valores consignados corresponden a las frecuencias de
cotransducclón mostradas en la Tabla X. La cabeza de la flecha
indica el marcador no seleccionado.
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2.3. Identificación por complementación del gen afectado por meo-4

La ubicación de meo-4 y sus propiedades, junto con resultados de Vinella y

col. (1992) demostrando que ciertas mutaciones en genes que codifican

aminoacil-tARN sintetasas confieren resistencia a mecilinam y tolerancia a

mutaciones de forma, sugirieron que meo-4 podía afectar al gen a/aS,

codificador de la alaniI-tARNsintetasa, que pese a no haber sido descripto aún

en S. typhimuríum, se sabe que mapea en esa zona en E. coli (Bachmann,

1990). Para investigar esa posibilidad, se transfirió a la cepa DA1138 el

plásmido pTA0875N, portador del gen alaS salvaje de E. coli. Esto fue realizado

mediante transducción entre DA1138 y un Iisado de DA1540, seleccionando

resistencia a ampicilina. Luego, se midió en el derivado DA1138 pTAC875N la

tolerancia a la mutación letal mre-9. Los datos presentados en la Tabla XII

demuestran que Ia presencia del plásmido en la cepa DA1138 anula la

tolerancia a la mutación mre-9 a 41°C.

Tabla XII.Tolerancia a Ia mutación mre-9 de un derivado DA1138 pTAC875N

N°de transductantes Tet-R:
brillantes (mre-9)/tota|es (°/o)

Cepa receptora

30°C 41°C

DA1138 (mea-4) 0/2280 (50,04%) 43/570 (7,5%)

DA1138 pTAC875N (mec-4/a/aS') 0/715 (30,13%) 0/125 (50,8%)

La tolerancia a la mutación letal mre-9 fue probada por transducción de las receptoras
con fago DA1041 (argR372::Tn10 mre-9), y selección de transductantes Tet-R a 30°C
y 41°C. La aparición de menos del 5% de colonias brillantes mie-9 indicó ausencia de
tolerancia en la receptora.
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No pudo probarse Ia resistencia a mecilinam del derivado DA1138

pTAC875N porque la B-Iactamasa codificada por el plásmido confiere

resistencia a dicho antibiótico, pero se investigó el efecto del plásmido sobre la

formación de las colonias pequeñas y lisas que caracteriza a la cepa DA1138

crecida a 41 'C. Como puede observarse en la Figura 7, la introducción de

pTAC875N en la cepa DA1138 determinó la recuperación del tamaño y aspecto

normal a 41°C.

Los datos presentados demuestran que el plásmido pTAC875N, portador del

alelo salvaje del gen alaS, es capaz de complementar a la mutación meo-4,

indicando que la misma afecta al gen codificador de la alaniI-tARN sintetasa.

Por ello, Ia mutación meo-4 pasó a denominarse alaS206 (Ts).
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Figura 7. Morfologíade colonla de la cepa ames y del derlvadoDA1138prAóasz

a) DA1138, 30°C.
b) DA1138, 41°C.
c) DA1138 pTAC875N, 30°C.
d) DA1138 pTA0875N, 41°C; —>:colonia segregante Amp-S

Se diluyeron cultivos estacionarios de las cepas DA1138 y su derivada pTAC875N y se
plaquearon en' medio completo a 30°C y 41°C. La cepa DA1138 presenta a 30°C
colonias medianas y rugosas, de aspecto normal (a); éstas son pequeñas y lisas a
41°C (b). La introducción de pTAC875N (Amp-R) no alteró el aspecto ni el tamaño de
colonia a 30°C (c); pero restauró la morfología normal a 41°C (d). La pérdida de
pTAC875N por segregación (colonia Amp-S) permite obtener nuevamente colonias
pequeñas y lisas a 41°C (d).



2.4. Actividad de alanil-tARNsintetasa en DA1138

La identificación de meo-4 como mutación del gen aIaS fue corroborada en

forma directa valorando la actividad de alaniI-tARNsintetasa de la cepa DA1138

a 41°C y a 30°C. Para ello, se utilizó el procedimiento descripto por Bock (1969),

detallado en Materiales y Métodos, midiéndose además la actividad de Ieucil­

tARN sintetasa como control.

En la Figura 8 se muestran las actividades de alanil-tARN sintetasa en las

cepas LT2 (control salvaje) y DA1138, a 30°C y 41°C. En el caso de LT2 se

observó que la actividad de alanil-tARNsintetasa era alta a 30°C pero aparecia

seriamente disminuída al incrementarse la temperatura, Io que indica que la

enzima es intrínsecamente termolábil. Por su parte, Ia cepa DA1138 no mostró

actividad ni a 41°C ni a 30°C. Dado que la enzima es esencial para la viabilidad

bacteriana, y la cepa crece normalmente a ambas temperaturas, es evidente

que la falta de actividad a 30°C está reflejando la labilidad de la enzima mutante

in vitro, y que in vivo la enzima retiene suficiente actividad como para sustentar

el comportamiento normal de la cepa a esa temperatura. A 41°C, la

termolabilidad natural de la enzima sumada al efecto de la mutación, resultan

también en aparente falta de actividad in vitro, pero a esa temperatura, la

actividad in vivo, aunque suficiente para permitir el crecimiento, no alcanza a

evitar que Ia cepa muestre fenotipo mutante.

La actividad de leucil-tARNsintetasa (Figura 9) fue normal y similar en ambas

cepas, a ambas temperaturas.

Los resultados obtenidos demuestran que la mutación mec-4 (aIaS206) afecta

drásticamente Ia actividad de alanil-tARN sintetasa en la cepa DA1138 y

confirman la asignación lograda por métodos genéticos.
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3. Relación de ppGpp con la resistencia a mecilinam en DA1138

3.1. Nivel de ppGpp en DA1138

La resistencia a mecilinam de mutantes termoestables con alteraciones en

aminoaciI-tARNsintetasas ha sido atribuida al alto nivel de ppGpp presente en

esas cepas (Vinella y col., 1992). Es bien conocido que toda anormalidad

celular que resulta en un defecto de carga de un tARN, ya sea debido a

ausencia del aminoácido o a ¡nactivación de la aminoacil-tARN sintetasa

correspondiente, desencadena el mecanismo global conocido como "respuesta

estricta". Esto fenómeno, que resulta en la rápida detención de la síntesis de

ARN estable, es mediado por un efector principal, guanosina tetrafosfato

(ppGpp), que es sintetizado por el producto del gen relA tan pronto como Ia

asociación de mARN-tARNno cargado-ribosoma da la señal requerida (Cashel

y Rudd, 1987).

Para determinar si la mutación termosensible identificada en el gen a/aS de la

cepa DA1138 también causa variaciones termodependientes en el nivel de

ppGpp de la célula, se dosó este compuesto a 30°C y a 41°C en las cepas LT2,

DA1138 y en una derivada relA21 de DA1138 (cepa DA1491, Tabla lll).

El nivel de ppGpp se midió como se indicó en Materiales y Métodos. Los

datos obtenidos (Figura 10) demuestran que en la cepa DA1138 el nivel de

ppGpp se incrementó 2,4 veces, al elevar la temperatura de 30°C a 41°C. En el

caso de la cepa LT2, el aumento de temperatura de 30°C a 41°C elevó el nivel

de ppGpp 1,4 veces, permitiéndole alcanzar el que posee DA1138 a 30°C, que

es insuficiente para conferir resistencia a mecilinam (Tabla Vll). Se muestra

también en la Figura 10 la ausencia de ppGpp en la derivada DA1138

re/A2122Tn10.



76

Figura 10. Nivel de ppGpp en DA1138
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Los valores de ppGpp están expresados, para cada cepa y cada
temperatura, con referencia al valor presentado por la mancha
correspondiente a GTP tomada como 100%.

3.2. Efecto de una mutación reIAen la resistencia a mecilinam de DA1138

Si la acumulación de ppGpp a 41°C en DA1138es causante de la resistencia

a mecilinam de la cepa, una mutación relA que inactiva el gen codificador de ia

principal enzima (ppGpp sintetasa l) responsable de la síntesis de ppGpp

(Cashel y Rudd, 1987) e impide, por lo tanto, la síntesis del compuesto, debería

modificar notablemente la respuesta a mecilinam de DA1138.

Para investigar esa posibilidad se midió la sobrevida en medio completo con

mecilinam (mg/ml) a 30°C y 41°C de la cepa DA1138 y su derivada

relA21::Tn10 (DA1491), y se utilizó LT2 y LT2 re/A21::Tn10 como controles.

Además, se determinó la CIM de mecilinam a ambas temperaturas para las

cuatro cepas.
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Los resultados presentados en la Tabla Xlll muestran claramente que la

introducción de una mutación relA, que reduce drásticamente el nivel de ppGpp

(Figura 10), eliminó Ia resistencia a mecilinam que presenta la cepa DA1138, lo

que demuestra que la resistencia se debe a la acumulación de ppGpp causada

por la mutación alaS206(Ts) en esas condiciones.

Tabla Xlll. Respuesta a mecilinam en un derivado relA de DA1138

Sobrevida en medio con CIMde mecilinam
Cepa mecilinam (1 ug/ml) (ug/ml)

30°C 41°C 30°C 41°C

LT2 1,9x10'° 2,0x1043 0,04 0,02

LT2 relA21zzTn10 4,9x10*5 3,6x10’° 0,04 0,02

DA1138 1,9x10'5 8,6x10" 0,04 10

DA1138 reIA21zzTn10 3,8x10‘ 4,2x10‘s 0,04 0,02
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Ill.Efecto de la temperatura sobre derivados esféricos de DA1138

en fase logaritmica

Se investigaron las alteraciones del crecimiento bacteriano ocasionadas por

la ¡nactivación de genes de forma celular, en ausencia de tolerancia a esas

mutaciones. Para ello, se construyeron derivados de la cepa tolerante

condicional DA1138 portadores de mutaciones en distintos genes de forma.

Como ya se demostró, esa cepa presenta resistencia a mecilinam y tolerancia a

mutaciones de forma a 41°C, pero permanece sensible y no tolerante a 30°C. El

estudio del comportamiento de esos derivados en condiciones en las que la

cepa no es tolerante (30°C) permitió estudiar de que manera se ve afectado el

crecimiento bacteriano por Ia ausencia de los productos de diferentes genes de

forma y tratar así de determinar la función de éstos en el ciclo celular.

A fin de trabajar con mutaciones capaces de anular completamente la función

génica, se construyeron derivados de la cepa DA1138 portadores de las

mutaciones rodA22::Tn10A16A17(Kan), mre-17::Tn10A16A17(Kan) y

divD135zzTn10A16A17(Kan), cuya obtención, por inserción del transposón

Tn10A16A17 que confiere resistencia a kanamicina, ya fue descripta. Estas

inserciones también serán mencionadas como rodA22, mre-17 o divD135.

Los derivados se prepararon mediante transducciones con la cepa DA1138

como receptora y las cepas DA1368. DA1366 y DA1367 como dadoras

(Tabla lll). La selección directa de las inserciones en los genes de forma se

realizó en medio completo con kanamicina a la temperatura en que se

manifiesta la tolerancia (41°), obteniéndose los derivados

DA1138 rodA22::Tn10A16A17, DA1138 mre-1722Tn10A16A17, y DA1138

divD135zzTn10A16A17.

Se estudió el comportamiento de los derivados esféricos de DA1138

mediante cinéticas de crecimiento a 30°C (condición restrictiva) y 41°C
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(condición permisiva) durante la fase Iogarítmica. Se midieron tres parámetros

del crecimiento bacteriano: masa (densidad óptica a 650 nm), división (número

total de células) y viabilidad celular (número de células capaces de formar

colonia), en la forma descripta en Materiales y Métodos. De la relación densidad

óptica/ número total de células se calculó la “masa” celular promedio (Begg y

Donachie, 1978) y por medición con el contador Coulter se determinó Ia

distribución de tamaños en las células incubadas a 30°C y 41°C.

1. Clnétlcas de crecimiento de los derivados esféricos de DA1138

El crecimiento de la cepa silvestre LT2 (Figura 11) fue completamente normal

a las dos temperaturas, y sólo se observó un corto retraso en la curva de

densidad óptica al pasar el cultivo de 41°C a 30°C. El aumento de células

totales y viables fue menos rápido a 30°C que a 41°C, pero en ambos casos

aumentó exponencialmente y mostró gran coincidencia entre ambos tipos de

mediciones. La adquisición de la mutación alaS206 por la cepa LT2 (cepa

DA1138) no produjo cambios importantes (Figura 12) excepto por una

atenuación de Ia diferencia entre las curvas de 30°C y 41°C, probablemente

debida a que la ventaja proporcionada por la temperatura alta (41°C) en el caso

de LT2, es contrarrestada en DA1138 por la expresión a 41°C de la mutación

alaS206 que al elevar el nivel de ppGpp, deprime Ia tasa de crecimiento (Cashel

y Rudd, 1987). También en este caso los títulos de células totales y formadoras

de colonias mantuvieron estrecha coincidencia.

En contraste con lo observado con las cepas anteriores, la derivada

rodA22zzTn10A16A17 de DA1138 (Figura 13) mostró diferencias tanto a 30°C

como a 41°C. Si bien la curva de densidad óptica fue similar a las dos

temperaturas, pero con evidencias de una más temprana entrada en fase

estacionaria a 30°C, la curva representativa del número total de células mostró
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una pendiente mucho menor a 30°C que a 41°, y Ia correspondiente al número

de células formadoras de colonias no mostró aumento pese al mantenimiento de

un cierto nivel de división y a diferencia con el cultivo de 41°C que presentó un

aumento de casi 100 veces en el mismo parámetro. Como consecuencia de

estas alteraciones se produjo en el cultivo de 30°C un considerable desfasaje

entre el número total de células y el de células viables que indica que gran parte

de aquellas son incapaces de producir colonias.

El comportamiento de la derivada mre-17::Tn10A16A17 (Figura 14) fue muy

similar al de la cepa rodA22, ya que como ésta, presentó una drástica reducción

en la tasa de división (número total de células) y detención en el aumento de las

células formadoras de colonias a 30°C, que en este experimento mostraron una

transitoria disminución observada sólo en algunos casos. También las

características de las curvas de densidad óptica fueron similares a las de la

cepa rodA22, observándose claramente Ia más temprana detención del cultivo

de 30°C.

Por otra parte, pudo observarse en los cultivos logarítmicos a 41°C de los

derivados rodA22 y mre-17 (Figuras 13 y 14) que una cierta proporción de las

células presentes, variable de experimento en experimento, tampoco formaba

colonia. Esa anormalidad se fue atenuando con el tiempo (el aumento de

células viables mostró mayor pendiente que la del número total de células) y

desapareció al llegar el cultivo de 41°C a la fase estacionaria.

A diferencia de las cepas con inserciones en rodA y mre, el derivado

divD135zzTn10A16A17mostró a 30°C un comportamiento normal (Figura 15) y

muy semejante, hasta los 120 minutos, al de la cepa DA1138 a la misma

temperatura (Figura 12). Posteriormente, el aumento en el número total de

celulas y número de células viables fue algo menor que en la cepa control

DA1138. Con la cepa divD135 no se advirtieron las anormalidades observadas

en las otras mutantes esféricas en la relación entre bacterias totales y



81

formadoras de colonias. A 41°C, este derivado presentó un aumento en el

número total de células y número de células viables superior al observado con

los derivados rodA22 y mre-17.

Los experimentos presentados demuestran que la división celular y la

formación de colonias son las funciones más seriamente afectadas por las

mutaciones letales rodA22::Tn10A16A17y mre-17::Tn10A16A17 en ausencia de

tolerancia a las mismas. Por otra parte, los resultados confirman que la función

del gen divD es necesaria para el control de la forma celular pero no es

requerida para Ia supervivencia de la bacteria.

El análisis de la "masa" celular promedio en los experimentos descriptos

demostró que las bacterias de los derivados rodA22 y mre-17 aumentaban

notablemente de tamaño durante la incubación a 30°C, superando el volumen

de las células mantenidas a 41°C (datos no mostrados). Este aumento fue

también evidente en estudios de distribución de tamaños realizados con el

contador Coulter, que además indicaron que las células de los cultivos a 30°C

mostraban una mayor heterogeneidad en el tamaño celular que los cultivos a

41°C (datos no mostrados). Este comportamiento no parece deberse a la forma

esférica de las bacterias, ya que las células de la cepa divD135 presentaron

volumenes similares a 30°C y 41°C, Io que sugiere que está causado por la falta

de los productos génicos inactivados por las mutaciones rodA y mre.
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Figura 13. Cinética de crecimiento de la cepa DA1138 rodA22
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El experimento se realizó como se indicó en las Figuras 11 y 12.
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2. Efecto de la temperatura sobre la vlabllldad celular

Las evidencias de que gran parte de las células rodA22 y mre-17 en los

cultivos de 30°C no eran capaces de formar colonias sobre medio completo a la

temperatura permisiva (41°C) planteó la duda de si esa inactivación se producía

durante la incubación a 30°C o, posteriormente, ya a 41°C sobre medio sólido.

Para aclarar este punto se procuró determinar la viabilidad de las células por un

método que diera una respuesta inmediata y no implicara la prolongada

incubación hasta la aparición de la colonia. Para ello se empleó el método de

fluorescencia con naranja de acridina (Materiales y Métodos), aplicado

recientemente por Zambrano y col. (1993), que permite diferenciar células vivas

de muertas por la fluorescencia naranja que presentan las primeras al ser

teñidas por ese colorante en contraste con el color verdoso que toman las

segundas (Strugger, 1948; Korgaonkar y Ranade, 1966). El colorante naranja de

acridina se intercala entre los planos de las bases de los ácidos nucleicos, y, a

pH 4, fluoresce con color naranja cuando está unido a ARN y verde cuando está

unido a ADN. El fundamento del uso de este colorante como indicador de

viabilidad ce'ular se basa en que las células vivas contienen una elevada

cantidad de ARN ribosomal en relación a su ADN, por lo que fluorescen naranja.

En ausencia de ARN ribosomal (la especie más abundante de ARN), Ia bacteria

fluoresce color verde por la unión del colorante al ADN, y, dado que la pérdida

de los ribosomas impide el crecimiento, puede considerársela muerta (Siegele y

col,1993)

En un experimento similar al descripto en las Figuras 11 y 12 utilizando la

derivada DA1138 rodA22::Tn10A16A17(Kan), se trataron con el colorante

muestras tomadas de los cultivos de 30°C y 41°C a diferentes tiempos y se

observaron con microscopio de fluorescencia. Los resultados obtenidos, que

aparecen en la Figura 16, demostraron que al iniciar el experimento, las células

mantenidas a 41°C eran esféricas, homogéneas en cuando a su tamaño, y
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todas presentaban color naranja, indicando un 100% de viabilidad (Figura 16A).

Por el contrario, puede observarse en la Figura 1GBque los bacilos sensibles a

kanamicina (Kan-S), generados por escisión precisa del transposón tanto a

30°C como a 41°C, mostraban color verde debido al efecto bactericida de Ia

kanamicina presente en el medio. La llegada a fase estacionaria del cultivo de

41°C se manifestó con una disminución del tamaño celular, como ocurre

normalmente en esas condiciones (Kjeldgaard y co|., 1958), y un evidente

mantenimiento de la viabilidad demostrada por el color naranja de las células

(Figura 160).

En la condición restrictiva (30°C), a los 300 minutos de producido el pasaje a

esa temperatura, cuando tan sólo el 10% de las bacterias eran capaces de

formar colonia, la mayoría de las células seguían mostrando fluorescencia

naranja a pesar de que en algunas comenzaban a advertirse zonas verdosas

(Figura 160). También resultó notable, en esas condiciones, el gran volumen y

heterogeneidad de tamaño de las células en relación con el cultivo equivalente

a 41°C (Figuras 16C y 160).

Los resultados obtenidos indican que la inhibición del aumento de la

viabilidad ocurre con posterioridad a la incubación en la condición no permisiva,

ya que las bacterias incubadas en esa condición están vivas. Por lo tanto, la

pérdida de viabilidad a la que se hace referencia en este trabajo corresponde a

uno de los métodos utilizados para caracterizar el crecimiento bacteriano

(formación de colonias), y no a un fenómeno irreversible de muerte celular.
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Figura 16. Ensayo de viabilidad con naranja de acridina

Tinción con naranja de acridina de células DA1138 rodA22::Tn10A16A17(Kan)
cultivadas a 30°C o 41°C en un experimento similar al detallado en las Figuras 11 y 12.
Las bacterias que fluorescen naranja mantienen su viabilidad. mientras que las células
que aparecen con color verde son aquellas no viables.
A. Cultivo al iniciar el experimento (incubado a 41°C). Se observa una población
uniforme de celulas esféricas teñidas de color naranja.
B. Bacilos segregantes (Kan-S) en un cultivo a 41°C, 240’, muertos por la acción de la
kanamicina presente en el medio. La figura muestra el efecto del naranja de acridina
sobre células no viables (verde) y la diferencia con las células esféricas viables
(naranja) cercanas a los bacilos.
C. Cultivoa los 300’, 41°C. Puede observarse que las células esféricas presentan color
naranja y que han disminuido de volumen al acercarse a la fase estacionaria.
D. Cultivo a los 300'. 30°C. Las células son de mayor tamaño que las de 41°C (C),
presentando también mayor heterogeneidad en el volumen celular. Si bien la mayoria
son color naranja, puede observarse que en algunas células comienzan a aparecer
zonas verdosas.
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3. Medición de la respiración celular

Para tratar de confirmar el resultado obtenido por tratamiento con naranja de

acridina, se estudió la velocidad de consumo de oxígeno de células de DA1138

rodA22zzTn10A16A17en muestras proveniente de cultivos de 30°C y 41°C.

Los resultados presentados en la Figura 17 muestran que la velocidad de

consumo de oxígeno y la masa celular (densidad óptica) aumentaron de la misma

manera a ambas temperaturas, ya que su relación se mantuvo constante. La

relación entre la velocidad de respiración y densidad óptica en condiciones

restrictivas (30°C, Figura 19b) fue levemente menor respecto de lo observado en

la condición permisiva (41°C, Figura 19a), posiblemente debido a la influencia de

la temperatura en la tasa de consumo de oxígeno.

Estos datos demuestran que, a pesar de las profundas alteraciones causadas

por la temperatura no permisiva en la formación de colonias y la división celular,

la cepa DA1138rodA22 continúa respirando normalmente en esas condiciones.
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IV. Comportamiento de la cepa DA1138 rodA22::Tn10A16A17 en
fase estacionaria

1. Recuperación de la viabilidad celular en condiciones de no­

tolerancia en fase estacionaria

Los estudios del crecimiento de los derivados esféricos de DA1138 hasta aquí

analizados se realizaron a Io largo de seis horas que abarcaban Ia fase

logarítmica de crecimiento bacteriano. En forma rutinaria, se tomaron, también,

muestras de los cultivos mantenidos durante toda Ia noche a 30°C y 41°C, para

medir densidai óptica, viabilidad y número total de células en la fase estacionaria.

Curiosamente, se observó que los cultivos de las cepas DA1138 rodA22 y

DA1138 mre-17 que en fase logarítmica a 30°C mostraban una drástica inhibición

en el aumento de células formadoras de colonias. al cabo de 20 horas de

incubación a la temperatura no permisiva presentaban un título de células viables

similar al del cultivo mantenido a 41°C. Estos resultados indicaron que en algún

momento posterior a las seis primeras horas, a 30°C, se revertía el efecto de la

falta de tolerancia y las células recuperaban la capacidad de formar colonias en

las condiciones restrictivas.

Para estudiar este fenómeno y observar cómo y en qué momento ocurría la

recuperación, se llevaron a cabo cinéticas de crecimiento de 10 horas de duración

con la cepa DA1138 rodA22zzTn10A16A17,a 30°C y 41°C. Para realizar estos

experimentos se varió el procedimiento habitual en la forma detallada en

Materiales y Métodos.

La Figura 18 muestra los resultados obtenidos. En la condición permisiva

(41°C) se observó un aumento exponencial del número total de células y células

viables, llegando el cultivo a la fase estacionaria a las 6 horas de iniciado el

ensayo. A diferencia con la curva de densidad óptica a 41°C, que aumentó hasta
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llegar a su valor máximo, la densidad óptica del cultivo en condiciones de no­

tolerancia (30°C) mostró una meseta, con un nuevo aumento posterior hasta

detenerse en forma definitiva. Confirmando lo observado en los experimentos de

corta duración, el número total de células aumentó a 30°C en forma constante,

aunque a una velocidad mucho menor que en la condición permisiva. El número

de células capaces de formar colonias a 30°C no se modificó durante cierto

período (tres horas en este caso, pero variable entre diferentes experimentos) y

luego, coincidiendo con el cese de aumento de masa celular, comenzó a

incrementarse rápidamente, a una velocidad aún mayor que la tasa de división

celular a la misma temperatura. Estos resultados indican que la incapacidad de

las células para formar colonias en condiciones de no-tolerancia puede revertirse

por un fenómeno, de naturaleza desconocida, que se produce cuando el cultivo

llega a fase estacionaria.

2. Recuperación de la viabilidad celular por acción de acetato o

benzoato

La coincidencia entre la llegada a fase estacionaria y la recuperación de Ia

viabilidad celular en el cultivo a 30°C sugiere que este hecho podría estar

relacionado con los fenómenos que caracterizan esa fase de crecimiento.

Estudios recientes han demostrado que la entrada en fase estacionaria pone

en marcha un complejo programa regulatorio que resulta en Ia sintesis de una

variedad de proteínas que caracterizan a esta etapa del crecimiento (Groat y col.,

1986; Spector y col., 1986). Se ha observado, además, que los promotores de

muchas de ellas están bajo el control del producto del gen rpoS (también

conocido como katF)(Lange y Hengge-Aronis, 1991). La proteína codificada por el

gen rpoS corresponde a un factor sigma (Mulvey y Loewen, 1989; Tanaka y col.,
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1993), denominado os, cuya estructura es altamente similar a la de 07°, el principal

factor sigma celular. La síntesis de esta importante proteína regulatoria se

incrementa en fase logaritmica tardía y alcanza su nivel máximo en fase

estacionaria (Lange y Hengge-Aronis, 1994). No se conocen aún los factores

responsables de la inducciónde o‘, aunque se han postulado varias señales entre

las cuales están ppGpp (Gentry y co|., 1993) y la homolactona serina (Huisman y

Kolter, 1994). Schellhorn y col. (1992) demostraron que el acetato, producto

acumulado en fase estacionaria durante el crecimiento en medio completo, es

capaz de inducir, en fase exponencial, Ia producción de B-galactosidasa en una

fusión transcripcional del operon lactosa al gen rpoS y el mismo fenómeno se

observó con benzoato (Mulvey y col., 1990).

Se aprovechó la característica de acetato y benzoato de inducir rpoS para

investigar la posibilidad de provocar artificialmente, en fase logaritmica, Ia

restauración de la viabilidad celular que se produce naturalmente en fase

estacionaria. Para ello, se agregó acetato de sodio (100 mM) al medio de cultivo

en cinéticas de crecimiento a 30°C y 41°C con la cepa DA1138

rodA22zzTn10A16A17.

El agregado de acetato de sodio a 30°C (Figura 19) produjo una rápida

restauración de Ia capacidad de formación de colonias, marcadamente inhibida en

el control sin el compuesto, así como también un cierto aumento en la división

celular. A 41°C, el acetato causó una ligera depresión en la tasa de división y

afectó levemente la viabilidad celular del cultivo (datos no mostrados),

destacando aún más la positiva acción ejercida a 30°C. Debe resaltarse el notable

efecto del acetato sobre la densidad óptica, ya que provocó una severa inhibición

en la tasa de aumento de masa a 30°C (y también a 41°C, datos no mostrados)

con disminución del volumen celular (datos no mostrados).
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Un experimento similar al realizado con acetato de sodio se llevó a cabo con

benzoato de sodio, otro posible inductor del gen rpoS. El benzoato de sodio

(25 mM), al igual que el acetato, también permitió la recuperación de la viabilidad

celular en condiciones restrictivas (30°C), así como un cierto incremento de la

división celular; a 41° casi no tuvo efecto en estos parámetros. Sin embargo, a

diferencia de acetato, el benzoato afectó levemente el incremento de masa celular

a 30° aunque si lo deprimió a 41°C (datos no mostrados).

También se ensayó el efecto de compuestos que mostraron no ser inductores

de fusiones con el gen rpoS, como formiato de sodio (Schellhorn y col, 1992) o

con el gen katE (uno de los genes cuya transcripción depende de rpoS), como

glutamato de sodio (Mulvey y col., 1990). En la Figura 20 se demuestra que el

glutamato 40 mM no tuvo efecto significativo sobre las curvas de crecimiento a

30°C y 41°C respecto de los controles sin el compuesto e idéntico resultado se

observó con formiato de sodio 40 mM(datos no mostrados).

La notable recuperación de la viabilidad celular causada por acetato y

benzoato, posibles inductores del gen rpoS, durante la fase exponencial en

condiciones restrictivas, sugiere que este gen podría estar involucrado en la

restauración observada en fase estacionaria.
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Figura 18. Cinética de la cepa DA1138 rodA22
hasta fase estacionaria
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Se partió de un cultivo logaritmico a 41°C. Este íue diluÍdo hasta DO=0.050 y divldido en
dos panes (tiempo 0): una se Incubó a 30°C y la otra a 41°C. Se tomaron muestras de
ambos cultivos para medit: densidad óptlca (DO). N° total de células (Total) y N° de células
formadoras de colonias (Viable).



Figura 19. Efecto del acetato en el crecimiento de la cepa
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Se partió de un cultivo iogarítmico a 41°C. Este fue diiuído hasta DO=0.100 y
dividido en 4 subcultivos (tiempo 0), que fueron incubados en las siguientes
condiciones: 30°C, 30°C+AcNa 100mM. 41°C y 41°C+AcNa 100mM (para esta
última condición no se muestran los datos obtenidos). Se tomaron muestras para
medir: densidad óptica (DO). N° total de células (Total) y N° de células formadoras
de colonias (Viable).
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Figura20.EfectodelglutamatoenelcrecimientodeiacepaDA1138rodA22
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V. Efecto de mutaciones rpoS en el comportamiento de la cepa
DA1138 rodA22::Tn10A16A17

Los resultados presentados demuestran que uno de los principales efectos de

Ia mutación rodA22. en fase exponencial y en condiciones de no-tolerancia, es Ia

inhibición de la viabilidad celular. Pero dado que la entrada en fase estacionaria,

etapa caracterizada por un aumento de Ia actividad del factor os, codificado por el

gen rpoS, coincidió con la rápida reversión de esa inhibición y el agregado en

fase exponencial de posibles inductores de rpoS (acetato o benzoato de sodio)

también resultó en una efectiva recuperación del número de células capaces de

formar colonias, se consideró la hipótesis de que rpoS fuera responsable de Ia

restauración de la viabilidadcelular observada en fase estacionaria y condiciones

restrictivas. Para analizar esta posibilidad, se estudió el efecto de tres mutaciones

rpoS sobre el comportamiento de DA1138 rodA22.

1. Obtención y caracterización de mutaciones rpoS

1.1. Obtención de mutaciones rpoS

Se emplearon tres mutaciones del gen rpoS. Una de ellas, construida por Fang

y col. (1992), es una mutación que inactiva totalmente al gen rpoS y fue obtenida

por inserción en ese gen de un plásmido suicida que confiere resistencia a

ampicilina. Esta mutación ha sido denominada rpoS::Amp-R (O‘Neal y col., 1994)

y se recibió del Salmonella Genetic Stock Centre, en Ia cepa SF1005 (Fang y co|.,

1992).

Las mutaciones rpoS restantes fueron obtenidas en este laboratorio. La

característica utilizada para la búsqueda de posibles mutantes rpoS fue Ia
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incapacidad de descomponer rápidamente el agua oxigenada al aplicar sobre la

cepa (crecida en caja de medio completo durante 24-48 hs) 10 ul de H202 al 30%

(Lange y Hengge-Aronis, 1991). En esas condiciones, el fenotipo salvaje es un

burbujeo intenso debido a la liberación de 02 causada por la descomposición del

H202 por acción de la catalasa de fase estacionaria HPII. Esta enzima está

codificada por el gen katE (Loewen, 1984), cuya transcripción depende del factor

o‘ (Loewen y Triggs, 1984; Mulvey y col, 1988; Schellhorn y Hassan, 1988); por lo

tanto, los mutantes rpoS muestran una muy reducida capacidad de

descomposición del agua oxigenada y presentan una respuesta negativa en la

prueba de burbujeo en esas condiciones.

Para obtener mutantes rpoS se utilizaron dos procedimientos basados en

informaciones obtenidas de la literatura sobre el tema. En un trabajo de Zambrano

y col. (1993) se demostró que ciertas mutaciones rpoS se acumulan en

condiciones de estrés como las existentes, por ejemplo, en prolongadas

incubaciones en fase estacionaria. Haciendo uso de esta informaciónse diseñó el

procedimiento detallado en Materiales y Métodos que permitió obtener una

colonia derivada de la cepa DA1674, a la que se denominó DA1682 (Tabla lll),

incapaz de producir burbujeo con agua oxigenada.

Por otra parte, se ha documentado la identificación de cepas portadoras de

mutaciones rpoS en colecciones de laboratorio de E. coli (Touati y co|., 1986) y se

ha supuesto que esas mutaciones, de origen espontáneo, serían positivamente

seleccionadas en las condiciones de almacenaje de los cultivos (Kolter y co|.,

1993). Se investigó la posible presencia de tales mutaciones rpoS en la colección

de cepas de S. typhimurium de este laboratorio, empleando la prueba del

burbujeo. Entre 120 cepas probadas, hubo 6 negativas, y entre ellas se eligió la

denominada hisW1509 (Roth y col., 1966), obtenida originalmente de P. E.

Hartman, por su clara incapacidad para descomponer el H202. Esta última cepa y
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la descripta en el párrafo anterior fueron sometidas a distintas pruebas para

identificar las mutaciones responsables de su fenotipo.

1.2. Caracterización genética de las mutaciones rpoS1061 y rpoS1062

a) Mapeo por cotransducción con marcadores cercanos

Si bien se ha notificado la localización cromosómica aproximada del gen rpoS

en S. typhimun'um entre los minutos 57 y 60 del mapa genético (Fang y co|.,

1992), no se han publicado datos acerca del mapeo fino de rpoS en dicha

especie. En E. coli se encontró que este gen presenta aproximadamente un 40%

de cotransducción con el gen cysC (Touati y col., 1986; Lange y Hengge-Aronis,

1991; Kaasen y co|., 1992) y un 60% de cotransducción con mutS (Kaasen y col.,

1992), en transducciones mediadas por el fago P1. Esos datos permitieron ubicar

al gen rpoS en el minuto 59 del mapa genético de esa especie (Bachmann, 1990).

Dada la gran homología existente ente E. coli y S. typhimurium y con el

propósito de analizar si las cepas DA1682e hisW1509 eran realmente portadoras

de mutaciones rpoS, se procedió a analizar la cotransducción entre marcadores

de la zona del minuto 60 del mapa genético de S. typhimurium y la incapacidad de

burbujeo de ambas cepas. Los marcadores utilizados fueron la inserción

mutS12112Tn10y la mutación cysl23 ubicada en el grupo cst/HDC del minuto 60

(Sanderson y Roth, 1988).

En la Tabla XIVpueden observarse los resultados obtenidos. Las mutaciones

responsables de Ia falta del burbujeo de las cepas DA1682 e hisW1509

(denominadas rpoS1061 y rpoS1062, respectivamente) mostraron

aproximadamente un 2% de cotransducción con los marcadores cys/ y mutS, que

no cotransducen entre sí. En base a estos datos se localizó el gen mutado en

esas dos cepas entre los marcadores cysI y mutS, en una ubicación

correspondiente a la del gen rpoS en E. coli.



TablaXIV.MapeodelasmutacionesrpoSporcotransducciónconmarcadorescercanos TransducciónMarcadorN°detransductantesconelmarcadorno

selecc."/N°totaldetransductantes(%)

Selecc.Noselecc.

a.Cotransducciónconcysl

cysl23xfagoDA1682cysl’rpoS10613/99(3%) cy5123xfagohisW1509cysl'rpoS10622/100(2%)

b.CotransducciónconmutS

DA1682xfagoGW1704Tet-R"rpoS‘9/375(2.4%) DA1138xfagoDA1683Tet-Rb¡pos10613/156(2%) LT2xfagoDA1683Tet-R"rpoS10612/156(1,3%) hisW1509xfagoGW1704Tet-RbrpoS"24/881(2,7%) DA1138xfagoDA1685Tet-RbrpoS10622/148(1,3°/o) LT2xfagoDA1685Tet-R"rpoS10622/156(1.3%)

c.CotransducciónentrecyslymutS

DA1700xfagosmutS121::Tn10°cysfTet-Rb0/280(s0,36%) cysl23xfagoDA1677cysrTet-R"0/120(s0,83%)cysl23xfagoDA1677Tet-R"cysr0/120(s0,83%)

"Lapresenciadelmarcadornoseleccionadoenaybserealizóprobandoenlascoloniascysl‘omutS121zzTn10(Tet-R)lacapacidadparadescomponerHzozal30%. bCorrespondealmarcadormutS121::Tn10,seleccionadoporresistenciaatetraciclina(Tet-R). cSeutilizarondistintosfagosportadoresdeIamutaciónmutS121::Tn10.
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b) Identificación por complementación génica

La confirmación de las cepas DA1682 e hisW1509 como mutantes rpoS se

realizó por complementación génica, utilizando el plásmido pMMkatF3 portador

del alelo rpoS’ de E. coli, recibido de P. C. Loewen (Mulvey y col., 1988). Para

ello, se transdujo a los derivados DA1684 (rpoS1061) y DA1687 (rpoS1062) con

un lisado obtenido en Ia cepa DA1697, portadora del plásmido pMMkatF3,

seleccionando los transductantes portadores del plásmido por la resistencia a

ampicilina que éste confiere.

La entrada de pMMkatF3 determinó la recuperación por ambas cepas de la

capacidad de descomponer H202con burbujeo intenso y de fermentar trehalosa;

esta última, es otra caracteristica dependiente de rpoS (ver más abajo) alterada

en esas cepas. Por otra parte, la pérdida del plásmido por segregación, con la

consiguiente recuperación de la sensibilidad a ampicilina, determinó la

reaparición del fenotipo negativo en Ia prueba del burbujeo y la incapacidad de

fermentar trehalosa. Estos resultados confirman que las mutaciones obtenidas,

rpoS1061 y rpoS1062, afectan al gen rpoS de S. typhimurium.

1.3. Caracterización fenotipica de las mutaciones rpoS

Se estudiaron dos características fenotipicas controladas por el gen rpoS en

cepas isogénicas portadoras de las mutaciones rpoS1061 y rpoS1062 y de la

inserción rpoS::Amp-R.

Se ha descripto tanto en S. typhimurium como en E. coli que las cepas

portadoras de mutaciones rpoS pierden fácilmente viabilidad cuando son

expuestas al H202 15 mM (Lange y Hengge-Aronis, 1991; Fang y col., 1992)

debido a su incapacidad para descomponer peróxidos. En nuestras condiciones

de trabajo, esa caracteristica se observó con Hzoz 40 mM(Materiales y Métodos):

los derivados rpoS se comportaron como muy sensibles mientras que las cepas
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rpoS’ mantuvieron Ia viabilidad inicial (Tabla XV). En la misma tabla se muestra

en forma cualitativa la producción de burbujeo con H20230% de cada derivado.

También se ha demostrado, a través del uso de fusiones génicas, el papel del

factor o‘ en la transcripción de genes relacionados con Ia utilización y síntesis de

trehalosa (Hengge-Aronis y col., 1991; Kaasen y col., 1992). Por ello se estudió la

capacidad de las cepas para fermentar ese azúcar en medio indicador EMBcon

trehalosa (Materiales y Métodos). Se pudo observar que mientras las cepas rpoS’

eran capaces de fermentar normalmente la trehalosa, los derivados rpoS no

contaban con la capacidad para hacerlo (Tabla XV).

Tabla XV.Caracterización fenotípica de mutaciones rpoS

Cepa Burbujeo con Viabilidaden Fermentación
Hzo2 30%" Hzo24o mM de trehalosa"

LT2 (tipo salvaje) + 100% F

LT2 rpoS' mutS121zzTn10“ + 92% F

LT2 rpoS1061mutS121zzTn10h 3,7% NF

LT2 rpoS1062 mutS121zzTn10b - 0,09% NF

LT2 rpoS::Amp-R° - 12% NF

a Cepa obtenida por transducción entre LT2 y fago DA1685 (mutS121zzTn10 rpoS1062).
Se seleccionó el marcador mutS12112Tn10(2% cotransducible con rpoS) por resistencia
a tetraciclina y se conservó un derivado capaz de burbujear intensamente con Hzoz
(rpoS').
b Cepas obtenidas por transducción de LT2 con fagos DA1683 (mutS121zzTn10
rpoS1061) ó DA1685 (mutS121zzTn10 rpoS1062). Se seleccionó resistencia a
tetraciclina y se conservó un derivado incapaz de burbujear con Hzoz.
° Cepa obtenida por transducción entre LT2 y fago SF1005, por selección de resistencia
a ampicilina.

+: burbujeo intenso, -: no burbujeo.
° F: fermentación (colonias verde metálico). NF: no fermentación (colonias rosadas).
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2. Comportamiento de derivados rpoS de la cepa DA1138
rodA22::Tn10A16A17

2.1. Derivados DA1138rodA22 rpoS1061 y rpoS1062

Para la cbtención de estas cepas se construyeron derivados de DA1138

portadores de las mutaciones rpoS1061 y rpoS1062. Para ello. se realizaron

transducciones entre DA1138 y Iisados de DA1683 y DA1685 (Tabla lll), y se

seleccionó el marcador mutS121zzTn10 (2% cotransducible con rpoS) por

resistencia a tetraciclina. Se conservaron derivados de DA1138 incapaces de

producir burbujeo con H202,portadores de las mutaciones rpoS1061 (DA1684) o

rpoS1062 (DA1687). Finalmente, se introdujo la mutación rodA22::Tn10A16A17

en esas dos cepas mediante transducción con un lisado obtenido en DA1368 y

selección de resistencia a kanamicina a 41°C.

Con el propósito de observar el comportamiento de las cepas DA1138 rodA22

rpoS1061 y rpoS1062 en fase estacionaria se realizaron cinéticas de crecimiento

de 10 horas de duración (Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos

aparecen en la Figura 21. La presencia de las mutaciones rpoS1061 o rpoS1062

no modificó significativamente el comportamiento a 41°C ni a 30°C. AI igual que

con Ia cepa rpoS’ (Figura 18), el pasaje a condiciones de no-tolerancia (30°C)

produjo la característica disminución en Ia tasa de división y viabilidad celular, y

también, como en ese caso, la entrada en fase estacionaria, medida por Ia

variación de densidad óptica del cultivo a 30°C, coincidió con una marcada

recuperación de la capacidad de formación de colonias (Figura 21).

Se probó también en los derivados rpoS el efecto del acetato a 30°C durante la

fase logaritmica. No se apreciaron diferencias importantes en la acción del

acetato sobre las derivadas rpoS (Figura 22) en relación con la observada con la

cepa rpoS‘ (Fgura 19). De la misma manera que con ésta, el acetato causó una
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evidente normalización del título de células viables que rápidamente alcanzó los

valores del total de células, y produjo, también, un modesto estímulo en la tasa de

división celular y una drástica disminución en la densidad óptica.

Los resultados presentados indican que las mutaciones rpoS1061 y rpoS1062

no afectan la acción del acetato en fase logaritmica ni la recuperación de la

viabilidad en fase estacionaria y sugieren que estos fenómenos no se producen

por inducción del gen rpoS. Sin embargo, la falta de conocimiento sobre el tipo de

alteración causante de las mutaciones rpoS1061 y rpoS1062 no permite descartar

la posibilidad de que las cepas portadoras de esos alelos mantengan un cierto

nivel de actividad génica, y, por lo tanto, que el comportamiento observado no sea

representativo de la ausencia del factor o‘.

2.2. Derivado DA1138rodA22 rpoS::Amp-R

Dado que los resultados obtenidos con los derivados rpoS1061 y rpoS1062 no

permiten asegurar que el gen rpoS no es responsable de la recuperación de la

viabilidad celular en condiciones restrictivas, se utilizó la mutación rpoS::Amp-R

que inactiva completamente a dicho gen.

Para la construcción de un derivado DA1138 rodA22 portador de esta

mutación, se construyó primero Ia cepa DA1138 rpoS::Amp-R, por transducción

entre DA1138 y un lisado de SF1005, seleccionando la inserción en'rpoS por

resistencia a ampicilina. Luego, se transfirió a esa cepa la mutación

rodA22zzTn10A16A17,por transducción con fago obtenido en DA1368 y selección

de resistencia a kanamicina a 41°C.

De la misma manera que con los derivados rpoS1061 y rpoS1062, se analizó

en este derivado la recuperación de la viabilidad en fase estacionaria en

condiciones restrictivas (30°C) y el efecto del acetato en las mismas condiciones

durante la fase exponencial.
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Las cinéticas de fase estacionaria arrojaron un resultado inesperado: Ia

mutación rpoS::Amp-R anuló el efecto de la temperatura sobre la viabilidad celular

(Figura 23), a diferencia de lo observado con la cepa original DA1138 rodA22

(Figura 18) y los derivados rpoS1061 y rpoS1062 (Figura 21). Asimismo, la tasa

de división celular a 30°C (tiempo de duplicación o td de 70 minutos, Figura 23),

aunque menor que a 41°C, fue superior a la observada con la cepa rpoS‘ (td de

123 de minutos, Figura 18) y, a diferencia de ésta última, se notó claramente la

entrada en fase estacionaria de ese parámetro. También se observaron

diferencias en cuanto al aumento de masa celular a 30°C en el derivado

rpoS::Amp-R, ya que la densidad óptica no presentó la detención transitoria

característica de las cepas rpoS’, rpoS1061 y rpoS1062, sino que aumentó

siempre hasta alcanzar la fase estacionaria. A 41°C, la cepa mostró un cierto

incremento en la tasa de división celular (tdde 39 minutos) respecto del derivado

rpoS‘ (td de 56 minutos), mientras que la densidad óptica no sufrió alteraciones

de importancia (Figura 23).

Se estudió también el efecto del acetato en condiciones restrictivas. Como

puede verse en la Figura 24, salvo por la característica disminución en la

densidad óptica producida por el acetato, no hubo efecto de ese agente sobre la

normalización de la viabilidad a 30°C causada por la mutación rpoS::Amp-R ni

sobre la tasa de división celular del cultivoen esas condiciones.

Si bien el derivado rodA22 rpoS::Amp-R de la cepa DA1138 siguió mostrando

crecimiento termosensible (Figura 23), el aumento observado en la tasa de

división y la normalización de la viabilidad en condiciones de no-tolerancia (30°C)

con respecto a la cepa original rpoS‘, planteó la posibilidad de que la mutación

rpoS::Amp-R estuviese actuando, a 30°C, como una mutación de tolerancia a

mutaciones letales de forma. Utilizando los ensayos detallados en Materiales y

Métodos, se midió la tolerancia a la mutación letal mre-9 y la resistencia a
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mecilinam de derivados rpoS::Amp-R de la cepa salvaje LT2 y de la cepa

DA1138. Ambas cepas mostraron una CIM de mecilinam de 0,63 ug/ml a 37°C.

debido, seguramente, a la B-lactamasa codificada por la inserción. Por otra parte,

ninguna de las dos cepas mostró capacidad para recibir la mutación mre-9 a 37°C

(la frecuencia de contransducción entre argR372zzTn10 y mre-9 para LT2

rpoS::Amp-R fue s 0,2% y para DA1138 rpoS::Amp-R fue s 0,25%), Io que

demuestra que Ia mutación rpoS::Amp-R no confiere tolerancia a mutaciones

letales de forma.

Estos resultados demuestran que el efecto de las mutaciones letales de forma

sobre la viabilidad celular, en ausencia de tolerancia, puede ser anulado por Ia

falta del factor sigma específico de fase estacionaria, aún en fase logaritmica.
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Figura 23. Cinética de la cepa DA1138 rodA22
rpoS::Amp-R hasta fase estacionaria

/*O\

tiempo (hs)

Referencias:

'°' DO 41°C ÜTotal 41°C 0Viable 41°C

* DO 30°C + Total 30°C * Viable 30°C

Se partió de un cultivo logaritmico a 41°C. Este fue diluido hasta DO=0,050 y dividido
en dos partes (tiempo 0): una se lncubó a 30°C y la olta a 41°C. Se tomaron muestras
de ambos cultivos para medir: densidad óptica (DO). N° total de células (Total) y N° de
células lormadoras de colonias (Viable).
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Flgura 24. Efecto del acetato en el crecimien’tode la cepa

N°células/ml

DA1138 rodA22 rpoS::Amp-R

I i i i I l I I

0 50 100 150 200 250 300 350 400

tiempo (min)

Referencias:

-°' DO 41°C 43*Total41°C ®v¡able 41°C

* DO 30°C +Total 30°C JFViable 30°C

’X'DO 30°C+AcNa 'Ñ'Total 30°C+AcNa fiViabie 30°C+AcNa

Se partió de un cultivo iogaritmico a 41°C. que fue diluido hasta DO=0.100 y
dividido en 3 subcultivos (tiempo 0). que se incubaron en las siguientes
condiciones: 30°C. 30°C+AcNa 100mM y 41°C. Se tomaron muestras para
medir: densidad óptica (DO). N° totai de células (Total) y N° de células
formadoras de colonias (Viable).
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l. Discusión

1. Mutaclones de forma celular obtenidas por transposición

Los estudios del control genético de la forma celular en enterobacterias se han

llevado a cabo básicamente empleando mutantes esféricos seleccionados por

resistencia al antibiótico B-lactámico mecilinam. En este trabajo, se ha descripto el

aislamiento de 33 mutantes de forma celular obtenidos por inserción del

transposón Tn10A16A17,evitando así el uso de mecilinam como agente selectivo.

Confirmando informaciones previas acerca de la letalidad de ciertas

mutaciones de forma celular en cepas salvajes y de la necesidad de mutaciones

de resistencia a mecilinam para suprimir ese efecto (Antón, 1987; Ogura y col.,

1989). la obtención de los mutantes en genes de forma sólo fue posible cuando se

utilizaron como receptoras cepas resistentes a dicho antibiótico.

Aunque se conocen cuatro tipos de mutantes esféricos en S. typhimurium, sólo

se encontraron tres de ellos entre las inserciones obtenidas, y a muy diferentes

frecuencias. Mientras el 75% de las inserciones afectaron al gen rodA, y casi 25%

ocurrieron en la región mre, los mutantes divD aparecieron raramente y no se

obtuvieroninsercionesen ppr.

El mutante divD encontrado aquí es el primero que aparece en una cepa que

muestra control normal del operon histidina, pues los tres mutantes divD

conocidos hasta ahora, todos ellos de S. typhimurium, se aislaron en cepas

desreprimidas para el operon histidina y en condiciones en las que la inhibición

de Ia división celular causada por Ia elevada síntesis de las enzimas HisF e HisH

(Murray y Hartman, 1972) llevaba a la formación de filamentos (Wyche y col.,

1974; Antón, 1979; Antón y col, 1983). Se ha demostrado que los mutantes divD

no son seleccionados positivamente por mecilinam (Antón y col, 1983). lo que

explicaría la ausencia de este tipo de mutantes en E. coli ya que la gran mayoria
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de los mutantes de forma conocidos en esta especie han sido aislados por su

resistencia a ese antibiótico. Puede, por lo tanto, suponerse, que el procedimiento

utilizado en este trabajo posibilitaría el aislamiento de cepas divD en E. coli.

La ausencia de inserciones ppr es inesperada, ya que este tipo de mutantes

aparece frecuentemente cuando se emplean otros procedimientos. Como su falta

no puede atribuirse a fallas en la detección, dado que las cepas ppr poseen el

típico aspecto de colonia brillante utilizado para identificar inserciones en genes

de forma, al menos dos posibilidades podrían explicar la carencia de inserciones

ppr: que la anulación total de la función de PBP 2 no sea compensable por

mutaciones de resistencia a mecilinam o que en ese gen no haya sitios que

permitan la inserción de Tn10.

Ogura y col. (1989) han construído en E. coli una mutación ppr por reemplazo

in vitro de un fragmento interno del gen por un cassette que otorga resistencia a

kanamicina y esa mutación resultó ser letal en cepas salvajes, pero fue tolerada

por cepas cya y lov, ambas resistentes a mecilinam (Aono y col., 1979; Bouloc y

col., 1988). Por lo tanto, la inactivación completa de la proteína PBP 2 puede ser

perfectamente compensada por mutaciones que otorgan resistencia a mecilinam.

La causa más probable de la no obtención de mutaciones ppr::Tn10 parece

ser la falta de sitios apropiados para la inserción de Tn10 en el gen ppr. Las

secuencias publicadas de los genes ppr (Asoh y col., 1986), mreB (Doi y col.,

1988) y rodA (Matsuzawa y col., 1989) no contienen la secuencia descripta por

Halling y Kleckner (1982) como preferencial para la inserción de Tn10. Sin

embargo, dado que pese a ello Tn10 logra insertarse en rodA y mre, la ausencia

de mutantes ppr::Tn10 sugiere que este gen carece además de sitios

alternativos para la inserción del transposón.

En este estudio se encontró una llamativa diferencia entre especies tan

relacionadas como E. coli y S. typhimurium. Mientras que las mutaciones cya y crp



H4

de E. coli confieren elevada resistencia a mecilinam (Aono y col., 1979) y

representan los tipos más frecuentes de mutantes aislados por resistencia al

antibiótico (Jaffé y col., 1983), las mutaciones cya y crp de S. typhimurium no

confieren resistencia a mecilinam. Recientemente, Antón (1995) ha encontrado

que las mutaciones cya o crp de S. typhimurium si presentan resistencia a

mecilinam cuando están acompañadas de mutaciones que afectan al

lipopolisacárido (ga/E, rfa, rfb, rfc) o la degradación de ppGpp (spoT). El

aislamiento de mutantes resistentes a mecilinam en E. coli se ha realizado

utilizando la cepa K-12, que presenta naturalmente un lipopolisacárido incompleto

(Liu y Reeves, 1994). Se ha propuesto, entonces, en el trabajo mencionado, que

la elevada resistencia a mecilinam de cepas cya o crp de E. coli K-12 se debe a

un efecto cooperativo entre esas mutaciones y la que altera al lipopolisacárido,

mientras que la sensibilidad de cepas cya/crp de S. typhimurium se debería a la

presencia de un lipopolisacárido completo (Antón, 1995). Debe destacarse que

los mutantes cya y crp de S. typhimurium muestran tolerancia a mutaciones

letales de forma, lo que indica que a pesar de su aparente sensibilidad a

mecilinam comparten esa propiedad con los correspondientes derivados de E. coli

K-12.

En este trabajo se han confirmado observaciones previas sobre la letalidad de

las mutaciones mre en cepas salvajes (Antón, 1987) y se demuestra por primera

vez que las mutaciones de inserción en el gen rodA manifiestan el mismo

comportamiento. La letalidad de las mutaciones rodA no había sido advertida

hasta ahora, probablemente, porque al igual que con el gen ppr (Ogura y coI.,

1989), sólo aquellas mutaciones que producen total inactivación del producto

génico provocan inviabilidad celular. Contrariamente a las mutaciones mre y rodA

obtenidas en este trabajo, y la obtenida por Ogura y col. (1989) en el gen ppr, la

única inserción divDno parece afectar la viabilidad de cepas salvajes.
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Las evidencias indican que en las células salvajes los productos de los genes

mre, rodA y ppr cumplen funciones esenciales que pueden ser compensadas

por mutaciones de resistencia a mecilinam.

A pesar de que la resistencia a mecilinam compensa la falta de los productos

Mre, RodA y PBP 2, no normaliza la forma celular de los correspondientes

mutantes, lo que indica que el papel de esos genes en la determinación de la

forma bacteriana puede separarse de las funciones esenciales que cumplen. Por

el contrario, el gen dívD actuaría sólo o principalmente en el mantenimiento de la

forma bacilar, ya que las inserciones en divDno causan letalidad.

2. Naturaleza de la mutaclón condicional de reslstencia a mecilinam y

tolerancia a mutaciones de forma de la cepa DA1138

Los resultados genéticos y bioquímicos presentados demuestran que la

mutación condicional de la cepa DA1138 afecta al gen alaS, que codifica la alanil­

tARN sintetasa. Las aminoacil-tARN sintetasas son enzimas esenciales para el

crecimiento bacteriano ya que son responsables de la carga de cada aminoácido

a su tARNcorrespondiente; por esta razón Ia mayoría de las cepas portadoras de

mutaciones en estas enzimas son mutantes condicionales de crecimiento. A pesar

de los bajísimos niveles de alanil-tRNA sintetasa mostrados en ensayos ¡n vitro

por la cepa DA1138 a 30°C y a 41°C, la cepa crece normalmente a las dos

temperaturas, Io que indica que, in vivo,aún a 41°C, la mutación alaS206 permite

suficiente actividad enzimática como para mantener el crecimiento. Es sin

embargo evidente que Ia mutación, sumada a la termolabilidad propia de la

enzima verificada con la cepa salvaje LT2, son responsables de que al elevar la

temperatura de 30°C a 41°C la cepa exprese un fenotipo alterado (resistencia a

mecilinam, tamaño de colonia pequeño). Vinella y col. (1992) han aislado en

E. coli K-12, por resistencia a mecilinam, cepas portadoras de mutaciones en los
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genes que codifican la argínil-tARNsintetasa (lov-1) y alanil-tARN sintetasa (lovB)

y observaron que ambas cepas muestran, además, tolerancia a una deleción del

gen ppr que resulta letal en el tipo salvaje. Los mismos autores demostraron

que cepas portadoras de mutaciones en genes de otras sintetasas (glnS, pheS,

leuS. thrS), que no habían sido aisladas por resistencia a mecilinam, también

mostraban resistencia a este antibiótico.

La carga defectiva de un aminoácido a su tARN por mutación de la aminoacil­

tARN sintetasa correspondiente, resulta en la activación de la respuesta estricta

al actuar como una señal que eleva el nivel celular de sus efectores, los

nucleótidos ppGpp y pppGpp. Este aumento de nivel se produce tanto por

incremento de Ia síntesis, debida principalmente a Ia actividad de la ppGpp

sintetasa l, codificada por el gen relA, como a una disminuación en la

degradación, que depende del producto del gen spoT. La acción de (p)ppGpp

como efector negativo de la ARN polimerasa inhibe la síntesis de rARN y tARN y

lleva a la detención del crecimiento, habiéndose demostrado que hay una relación

inversa entre la concentración de ppGpp y la tasa de crecimiento celular (Cashel

y Rudd, 1987).

Vinella y col. (1992) han demostrado que la acumulación de ppGpp producida

por inducción de Ia respuesta estricta o por expresión de un plásmido relA, causa

resistencia a mecilinam, y estudios muy recientes sugieren que Ia resistencia

aparece cuando el nivel de ppGpp en la célula sobrepasa un umbral mínimo de

140 pmoles/Aeoo(Joseleau-Petit y col., 1994). que corresponde aproximadamente

a la duplicación del nivel basal de ppGpp en medio mínimo. La eliminación de la

resistencia a mecilinam en una derivada re/A de DA1138 indica que la resistencia

de esta cepa también es causada por la acumulación de ppGpp. El aumento de

temperatura de 30°C a 41°C eleva el nivel de ppGpp tanto en la cepa DA1138 (2,5

veces) como en la cepa salvaje LT2 (1,4 veces). Sin embargo sólo se observa
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resistencia a mecilinam en la cepa DA1138 a 41°C, condición que coincide con el

mayor nivel de ppGpp. Puede suponerse entonces que sólo en esta situación el

nivel de ppGpp alcanza el umbral mínimoque resulta en resistencia a mecilinam.

No hay indicios aún acerca de cual es el mecanismo que relaciona a ppGpp

con la resistencia a mecilinam. Ese efector tiene múltiples actividades regulatorias

y es capaz de actuar como activador en transcripción, entre otros, de los

operones histidina (Stephens y col., 1975), arginina (Zidwick y col., 1984) y

glutamina (Sales y coI., 1982). y del gen rpoS (Gentry y col., 1993), que codifica el

factor c:sde fase estacionaria. Además, actúa como inhibidor en la transcripción

de rARN y tARN, controlando así la tasa de crecimiento (Cashel y Rudd, 1987;

Tedin y Bremer, 1992).

El efecto de ppGpp no parece ejercerse a través de los mecanismos más

comunes de resistencia a antibióticos (alteración de la permeabilidad, destrucción

del antibiótico o modificación del blanco) ya que, tanto a 30°C como a 41°C, las

células de la (:epa DA1138 adquieren forma esférica en presencia de mecilinam,

lo que demuestra que el antibiótico es capaz de alcanzar su blanco. la PBP 2, e

inactivarla, al menos, en cuanto a su función en el control de la forma celular.

La abundante informaciónexistente acerca del papel de ppGpp como regulador

transcripcional en numerosos sistemas sugiere que también en este caso podría

actuar como efector, positivo o negativo, de alguno/s genes relacionados con el

proceso de división celular, ya sea habilitando caminos alternativos o modulando

Ia expresión del mecanismo habitual (Vinella y co|., 1993), o quizás interfiriendo

con alguno de los pasos que resultan en letalidad por inactivación de PBP 2.
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3. Efecto de mutaciones de forma durante la fase exponencial en

condiciones de no-tolerancia

El comportamiento mostrado en cinéticas de crecimiento por derivados

esféricos de la cepa DA1138 permite diferenciar dos tipos: el de Ios mutantes

mre-17::Tn10A16A17 y rodA22::Tn10A16A17,que son seriamente afectados por

la falta de tolerancia, y el del derivado divD135::Tn10A16A17,que se comporta en

forma similar al control bacilar DA1138, sin requerir tolerancia para su desarrollo.

Los efectos de la falta de los productos RodA y Mre son muy similares y se

ponen en evidencia rápidamente al pasar de la condición permisiva (41°C) a la

restrictiva (30°C). La coincidencia entre estos resultados y las pruebas de

tolerancia por transducción presentadas en la Figura 4 sugiere que las

alteraciones mostradas por las cepas portadoras de las mutaciones rodA22 y

mre-17 en las cinéticas de crecimiento a 30°C pueden ser las causantes de la

ausencia de transductantes observada con receptoras no tolerantes.

Dos son las funciones que manifiestan las alteraciones más graves: la división

celular, cuya velocidad se reduce drásticamente, aunque sin detenerse

totalmente, y la capacidad de formar colonias (a 41°C, la temperatura permisiva)

que tras el pasaje a 30°C no solo no aumenta sino que hasta muestra una

transitoria disminución en algunos experimentos. Por ello, durante Ia fase

exponencial a 30°C, la relación entre el número total de células y el número de

células formadoras de colonias se incrementa en forma constante ya que una

parte creciente de Ia población parece ser incapaz de producir colonias en medio

sólido. Aunque las células son incapaces de formar colonias, y por lo tanto, según

el criterio de "viabilidad" corrientemente empleado, son “no viables", la tinción con

naranja de azridina, usada como indicador instantáneo de viabilidad celular

(Strugger, 1948; Korgaonkar y Ranade, 1966), y las mediciones de consumo de

oxígeno, indican que las bacterias se mantienen vivas y respirando normalmente.
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Asimismo, estudios preliminares de incorporación de precursores marcados en

ADN,ARN y proteína realizados con los derivados rodA22 y mre-17 muestran que

el cambio de temperatura no detiene la síntesis de esas macromoléculas (datos

no mostrados),

La información obtenida indica que el pasaje a 30°C desencadena un proceso

que no parece afectar funciones esenciales, tales como la respiración o el

mantenimiento de la masa ribosomal, pero que impide la formación de colonias

por parte de la población. No se sabe si Ia fracción de la población incapaz de dar

colonias corresponde a las nuevas células formadas en condiciones no

permisivas o también las células preexistentes son afectadas por el fenómeno. El

proceso se establece muy rápidamente luego del cambio de temperatura, y sus

efectos son permanentes pues aún con incubaciones cortas en líquido a 30°C, el

posterior retorno a la temperatura permisiva (41°C), durante la incubación en

medio sólido, no revierte la alteración. Aunque podría suponerse que la no

formación de colonias está relacionada con la inhibición de la división celular

mostrada por las células a 30°C, el hecho de que es posible anular o atenuar

considerablemente los efectos sobre la viabilidad sin que por ello se restaure la

división celular (ver próxima sección), indican que no hay relación directa entre

las dos alteraciones.

Existe amplia informaciónacerca células en situaciones especiales de estrés

que pueden metabolizar nutrientes normalmente y son consideradas viables por

métodos que no requieren crecimiento, pero que no son capaces de formar

colonias en medio sólido en las condiciones habituales de plaqueo (Roszak y

Colwell, 1987; Oliver, 1993; Siegele y co|.,1993). Se están realizando exhaustivos

estudios para determinar el origen de este comportamiento que crea graves

problemas de índole sanitaria y ecológica, ya que la cuantificación rutinaria,

mediante la formación de colonias, de microorganismos que se encuentran en esa
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situación subestima el número real de células vivas en un determinado ambiente.

Este fenómeno, denominado VBNC (por “viable but non culturable'), ha sido

observado en E. coli, Salmonella enteridítis, Vibrlo cho/erae y Pseudomonas

putída, y otras especies (Oliver, 1993), y es especialmente importante en los

casos de bacterias coliformes indicadoras de contaminación y en

microorganismos patógenos. Si bien es posible que en diferentes

microorganismos y condiciones el estado VBNC tenga diferentes causas, es

probable que en el caso de las mutaciones letales de forma esa condición sea

inherente al defecto morfológico y que la tolerancia mediada por ppGpp atenúe

sólo parcialmente esa alteración. Esta apreciación se sustenta en el hecho de que

también en los cultivos logarítmicos crecidos a 41°C el número de células

formadoras de colonias es generalmente menor que el del total de células

contadas.

No se conocen las causas de la inhibición de la división celular mostradas por

los mutantes rodA y mre a 30°C. La baja tasa de división que se mantiene en esas

circunstancias parece deberse a un alargamiento uniforme del tiempo de

duplicación más bien que a la división de solamente una parte de la población.

Por otra parte, tanto a 41°C como a 30°C, las proteínas RodA o Mre están

ausentes en los correspondientes mutantes, y, pese a ello, la división se completa

en ambas condiciones. si bien a velocidades muy diferentes. Este hecho sugiere

que esas proteínas tienen una función indirecta en ese proceso.

El comportamiento de los derivados rodA y mre de la cepa DA1138, que a 30°C

presentan las anomalías detalladas, se normaliza notablemente a 41°C. Las

evidencias presentadas en la sección ll de Resultados demuestran que la

tolerancia a mutaciones letales de forma manifestada por la cepa DA1138 a 41°C

está determinada por el aumento en el nivel de ppGpp que se produce, a esa

temperatura, por inactivación parcial de la alanil-tARNsintetasa.



121

Empleando una cepa de E. coli K-12 portadora de una mutación en el gen de

la Ieucil-tARN sintetasa (/euS) que produce crecimiento dependiente de la

temperatura, Vinella y col. (1993) han demostrado que esa cepa también

presenta, en forma condicional, resistencia a mecilinam y tolerancia a una

deleción que afecta a los genes rodA y ppr. Aunque a 37°C la cepa tolera Ia

presencia de la mutación A(ppr-rodA), a 30°C se presentan fenómenos similares

a los descriptos en este trabajo: inhibición de la división celular, caída de la

viabilidad y aumento del volumen celular. La tolerancia (y resistencia a mecilinam)

de la cepa a 37°C es causada por la elevación del nivel de ppGpp que produce, a

esa temperatura, la inactivación parcial de la leuciI-tARNsintetasa. Teniendo en

cuenta los resultados de Joseleau-Petit y col. (1994) que indican que se requiere

un umbral mínimo de ppGpp para que aparezca resistencia a mecilinam, es

evidente que a 41°C en la cepa alaS y a 37°C en la cepa leuS de E. coli, Ia

inactivación de las correspondientes sintetasas permite que se supere el nivel de

ppGpp necesario para que se manifieste la resistencia a mecilinam y la tolerancia

a las mutaciones de forma.

Los resultados expuestos, conjuntamente con los de Vinella y col. (1993),

indican que PBP 2, RodA y Mre están de alguna manera involucradas en el

proceso de división celular y sugieren que es alli donde desempeñan su papel

vital. Los efectos producidos por la falta de estos productos son muy similares,

por lo cual no es posible asignar un rol especifico a cada uno de ellos. Dado que

RodA actúa como activadora de Ia actividad transglicosilasa de PBP 2 durante Ia

elongación de la pared celular, podría suponerse que ambos productos también

trabajan conjuntamente en la función esencial que desempeñan en una bacteria

salvaje.

El hecho de que la falta de RodA, PBP 2 o Mre pueda ser compensado por el

efector de la respuesta estricta ppGpp indica que su papel en la división celular
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es suplido por algún mecanismo aún desconocido. Sin embargo, esta

compensación no es 100% eficiente ya que la cepa divD, en la que sólo está

alterada la forma celular, presenta en condiciones de tolerancia (41°C) mayor

velocidad de crecimiento que los mutantes rodA y mre.

Dada la capacidad de ppGpp para actuar como activador o inhibidor

transcripcional en varios operones (Stephens y co|., 1975; Sales y Brenchley,

1982; Zidwick y col., 1984; Cashel y Rudd, 1987), este compuesto podría actuar

habilitando caminos alternativos de división celular, ya sea por la inducción de un

gen o genes capaces de reemplazar en función a los faltantes, o por inhibiciónde

Ia síntesis de productos que en ausencia de PBP 2, RodA o Mre puedan actuar

bloqueando la división. Se ha demostrado que la superproducción de la proteína

de división FtsZ es capaz de conferir resistencia a mecilinam y tolerancia a una

mutación A(ppr-rodA), si bien no se estudió el efecto de esa proteina sobre la

división y viabilidad celular en condiciones de no-tolerancia (Vinella y col., 1993).

La proteína FtsZ está homogéneamente distribuida en el citoplasma, pero en el

momento de la división celular se condensa y forma un anillo en el centro de la

célula que resulta esencial para el proceso de septación. Como la expresión de

los genes del operon ftsQAZ está muy finamente regulada, de manera de

asegurar una relación constante entre esas proteínas y un determinado nivel

independiente del tamaño celular, Vinella y col. (1994) han propuesto que dado

que las células esféricas poseen volumenes superiores a los de bacilos creciendo

a la misma velocidad, la cantidad de moléculas FtsZ producidas en ausencia de

tolerancia no alcanzaría para completar el anillo y dificultaría la división. La

concentración de ppGpp varía en igual forma que la expresión de FtsZ con

respecto a la tasa de crecimiento; por ello, esos autores suponen que ppGpp

podría actuar como inductor de ftsZ, aumentando así el nivel de dicha proteína y
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permitiendo la división. Sin embargo, Ia relación entre ppGpp y ftsZ no se ha

comprobado.

La hipótesis anterior sugiere que los genes de forma no actúan directamente en

el proceso de división y que Ia alteración en el crecimiento ocasionada por

inactivación de los mismos se debe simplemente a un problema de tamaño

celular, ocurrido por el desbalance entre los procesos de elongación y septación.

Sin embargo, no puede excluirse la posibilidad de que la falta de división sea la

causa y no el efecto del aumento de volumen en células esféricas en condiciones

de no-tolerancia. De hecho, en los experimentos con acetato que se discutirán en

la proxima sección, una importante reducción en el tamaño celular causada por

ese compuesto no fue efectiva para normalizar la división celular, lo que no apoya

la hipótesis de Vinella y colaboradores.

La tolerancia mediada por ppGpp parece no ser el único camino que compensa

la falta de las proteínas de forma ya que también las mutaciones que afectan el

complejo AMP ciclico/CRP (Ogura y coI., 1989; Costa y Antón, 1992) y las

mutaciones cysB o cysE (Oppezzo y Antón, 1995), que alteran el control del

regulón cisteína, confieren tolerancia. No se sabe aún si en todos esos casos

actúan diferenLesmecanismos que permiten neutralizar el desbalance creado en

la división celular por Ia ausencia de las proteínas de forma o todos son

elementos de un complejo proceso que conduce a ese resultado.

4. Restauración de la vlabllldad en mutantes de forma celular

La viabilidad celular, medida por la capacidad de formación de colonias, es

una de las funciones más seriamente afectadas por la expresión de mutaciones

letales de forma en ausencia de tolerancia. Sin embargo, esta alteración, cuya

naturaleza todavía se desconoce, se manifiesta únicamente durante la fase

logaritmica ya que la entrada del cultivo en la fase estacionaria no afecta la
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división celular pero va acompañada por un veloz incremento de la viabilidad. La

coincidencia existente entre la detención en el aumento de la masa bacteriana y

Ia recuperación de la capacidad de formación de colonias planteó Ia posibilidad

de que se tratara de un fenómeno de fase estacionaria (Kolter y col., 1993), y

como tal, dependiente de la síntesis del factor o‘, regulador global propio de los

genes que se expresan en esa etapa del crecimiento bacteriano (Lange y

Hengge-Aronis, 1991; Fang y col., 1992).

El efecto positivo de la presencia de acetato o benzoato sobre la viabilidad

celular durante el crecimiento en fase logarítmica a 30°C de la mutante rodA22

dio fuerte apoyo a esta hipótesis dada la demostrada capacidad de estos

compuestos para inducir la expresión del gen rpoS. codificador del factor de

transcripción os. Por otra parte, si bien el aumento de la viabilidad fue el efecto

más evidente de la presencia de acetato y benzoato, también se observó una

cierta mejoría en la tasa de división celular, y, en el caso de acetato, una drástica

disminución en la masa bacteriana a 30°C acompañada por una notable

reducción del volumen celular.

El estudio del efecto de mutaciones rpoS sobre la viabilidad celular de la cepa

rodA22 a 30°C demostró que el comportamiento depende de la naturaleza de la

mutación rpoS utilizada. En el caso de las mutaciones rpoS1061 y rpoS1062,

obtenidas en este laboratorio, la primera a partir de un cultivo envejecido y la

segunda aislada de un cultivo permanente de varios años de antigüedad,

corresponderian al tipo de mutaciones que otorgan ventaja adaptativa en fase

estacionaria, de acuerdo a las conclusiones de Zambrano y col. (1993). Si bien

esta interpretación parece contradecir la teoria de que las funciones controladas

por o' proporcionan a la célula el estado de resistencia a variados agente físicos

y químicos que caracterizan a la fase estacionaria, Kolter y col. (1993) han

propuesto una explicación de la selección positiva de esos mutantes en variadas
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condiciones de estrés. De acuerdo a esa hipótesis, la ventaja de esas cepas

radicaría en una mejor aptitud para el crecimiento en situaciones de falta de

nutrientes en relación con las células salvajes, ya que éstas, al inducir

plenamente el regulón de funciones de fase estacionaria controlado por o’,

resistirian mejor numerosas agresiones pero serían menos capaces de dividirse y

crecer en esas condiciones. Como las mutaciones que inactivan totalmente el

producto del gen rpoS no resultan en ese fenotipo, se ha especulado que esas

características requerirían un cierto nivel de expresión del regulón (Kolter y col.,

1993)

Las mutaciones rpoS1061 y rpoS1062, que no han sido aún caracterizadas

molecularmente, no modifican sustancialmente el comportamiento de la cepa

rodA22 en ausencia de tolerancia, pues tanto la recuperación de la viabilidad en

fase estacionaria como la restauración por acetato se mantienen. A pesar de que

estos resultados indicarían que el gen rpoS no está involucrado en esos

fenómenos, el contrastante comportamiento del alelo rpoS::Amp-R sugiere que las

mutaciones rpoS1061 y rpoS1062 mantienen un cierto nivel de expresión de rpoS

que permite el comportamiento aparentemente normal de las cepas en ese

aspecto, a pesar de ser claramente mutantes en otras características

dependientes de os.

La introducción en la cepa rodA22 de la mutación rpoS::Amp-R, que inactiva

totalmente el producto del gen, produjo cambios que no se ajustan totalmente a Ia

hipótesis formulada en el comienzo, pero que asignan a 0‘ un importante papel en

los fenómenos desencadenados por la falta de tolerancia en células esféricas. De

acuerdo a aquella hipótesis, si rpoS fuese el responsable de la recuperación de

viabilidad en fase estacionaria al inducirse naturalmente y de la restauración en

fase exponencial al ser inducido por acetato, debería esperarse que en la cepa

rpoS::Amp-R no ocurriera ninguno de los dos fenómenos.
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En contra de lo esperado, Ia falta del factor o' anuló totalmente el efecto

negativo de la mutación rodA22 sobre la viabilidad celular, ya que el 100% de las

células provenientes del cultivo de 30°C mostró capacidad para formar colonia.

Sin embargo, el efecto inhibitorio sobre la división se mantuvo, a pesar de una

cierta mejoría parcial observada en ese parámetro en la cepa rpoS::Amp-R

respecto de la cepa rpoS’, tanto a 30°C como a 41°C. Por otra parte. el acetato no

afectó las tasas de división y viabilidad celular en el derivado rpoS::Amp-R a

30°C, aunque se mantuvo la reducción de la masa celular con disminución del

tamaño bacteriano.

Tanto el incremento de la viabilidad celular en fase estacionaria como el efecto

de acetato o benzoato sugieren que la recuperación de la capacidad de formación

de colonias inhibida por el pasaje de Ia condición permisiva (41°C) a la restrictiva

(30°C) requiere un nivel elevado de c'. A primera vista parece contradictorio,

entonces. que Ia ausencia total de o‘ sea capaz de producir el mismo efecto.

En base a los resultados obtenidos y los datos de la literatura acerca de la

expresión de promotores dependientes de rpoS, podria plantearse una nueva

hipótesis. De acuerdo a este modelo, existiría un gen codificador de una sustancia

inhibidora de Ia viabilidad celular que estaria regulado por el factor o‘. El promotor

de este gen tendría alta especificidad para o‘ de tal manera que se transcribiría

aún en fase Iogarítmica, cuando el nivel de 0‘ es muy bajo. Por este motivo habria

efecto inhibidor sobre la viabilidad aún fase exponencial, y también en presencia

de las mutaciones rpoS1061 y rpoS1062 que, al menos en teoría. mantienen un

bajo nivel de expresión de rpoS. En fase estacionaria, cuando se produce la

inducción del gen rpoS y aumenta el nivel de o‘, o en fase Iogarítmica cuando la

presencia de ácidos débiles desencadena el mismo fenómeno, se activaría la

expresión de otro gen, también dependiente de o”, pero con un promotor débil que

sólo en presencia de un alto nivel de os sería capaz de expresarse. Este segundo
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gen codificaría un producto que neutralizaría el efecto del inhibidor, con la

consiguiente recuperación de la viabilidad.

Entre los resultados experimentales que quedarían explicados por este modelo

se cuenta el dispar comportamiento, en fase logaritmica, de las cepas rodA22

rpoS' y su derivado rpoS::Amp-R,que demuestra que también en dicha fase hay

actividad de o' pues la única diferencia entre las dos cepas es la falta de ese

factor en la segunda. Asimismo, el mantenimiento de la viabilidad celular en el

derivado rpoS::Amp-R estaría justificado por la ausencia de os que impediría Ia

síntesis del inhibidor.

El modelo presentado está avalado por evidencias recientes que demuestran

la existencia de un bajo nivel de o‘ en células en activo crecimiento, y sugieren la

posible expresión de genes dependientes de rpoS en fase exponencial (Tanaka y

col., 1993). Es, además, bien conocida la inexistencia de una secuencia consenso

específica en los promotores regulados por rpoS, y este hecho a llevado a

suponer la ocurrencia de mecanismos que regulan la transcripción por una u otra

de las holoenzimas o' y 07°, y aún la posibilidad de regulación cruzada

involucrando a ambos factores de transcripción (Hengge-Aronis, 1993).

En este trabajo se han encontrado tres condiciones que restauran la viabilidad

celular inhibida por Ia ausencia del producto RodA: a) la llegada a fase

estacionaria, b) la presencia de ácidos débiles tales como acetato y benzoato

(posibles inductores del gen rpoS), y, c) la falta de o’. La similitud del

comportamiento de mutantes letales rodA, ppr y mre en fase logaritmica hace

suponer que esas condiciones afectan de igual manera a todos ellos.

La restauración de la viabilidad celular en ausencia del factor o‘ no constituye

un fenómeno de tolerancia a mutaciones letales de forma, ya que la cepa

portadora de una mutación nula rpoS no presenta resistencia a mecilinam ni

tolerancia a mutaciones de forma (medida como aceptación, en transducción, de
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la mutación letal mre-9). En ninguno de los tres casos mencionados la división

celular alterada por la mutación rodA22 se recuperó totalmente, como ocurre al

elevar el nivel de ppGpp, indicando que el fenómeno de tolerancia está

relacionado con la normalización de la división celular y que la restauración de la

capacidad de formación de colonias, por sí sola, es incapaz de anular la letalidad

de las mutaciones de forma. El incremento parcial observado en el número total

de células al cultivar la cepa rpoS’ con acetato o benzoato y en el derivado

rpoS::Amp-R podría ser un efecto secundario de la restitución de viabilidad que

mejorara la integridad celular. De esta manera, el aumento en el número total de

células provendría simplemente de contar un mayor número de bacterias y no de

un aumento real de la velocidad de división celular.

Gentry y col. (1993) han demostrado que ppGpp es capaz de activar la síntesis

de o‘, lo que podria indicar que Ia restauración del crecimiento a través de ppGpp

ocurre vía rpoS. AI elevar el nivel de ppGpp en la cepa DA1138 rodA22 (por

crecimiento a 41°C) el crecimiento se normaliza totalmente, no siendo asi en

presencia de acetato, o al llegar a fase estacionaria a 30°C, ya que se sigue

observando un efecto negativo sobre la división celular aún con un teóricamente

alto nivel de o‘. Ese hecho, junto con la observación de que la falta de o’ en el

derivado rodA22 rpoS::Amp-R no impide que a 41°C la cepa se divida

normalmente, indica que el efecto positivo de ppGpp sobre la división celular no

ocurre através de rpoS.

Además de la tolerancia mediada por ppGpp, la superproducción de la

proteína de división celular FtsZ (Vinella y col, 1993), la mutación de los genes

reguladores del sistema de biosíntesis de cisteína cysB y cysE, y la inactivación

del complejo AMP cíclico/CRP, permiten la supervivencia de bacterias portadoras

de mutaciones letales de forma. La disparidad de las funciones que confieren

tolerancia (y resistencia a mecilinam) y la presencia entre ellas de diferentes



129

sistemas globales de regulación da una idea de la complejidad del fenómeno en

estudio y hace suponer que a medida que se despejen las incógnitas surgidas,

entre ellas, el efecto sobre viabilidad y su relación con o’, se aclararán aspectos

de las relaciones entre forma, viabilidad y división celular.

ll. Conclusiones

- El propósito del trabajo consistió en el estudio de la expresión de mutaciones

que inactivan totalmente a los genes involucrados en el mantenimiento de la

forma bacilar, en S. typhimurium, en condiciones de falta de tolerancia a los

mismos.

- Se obtuvieron mutaciones en los genes de forma rodA, mre y divD por inserción

del transposón de Tn10A16A17, no así en el gen ppr, propablemente por

carecer éste de secuencias apropiadas para la inserción de Tn10.

- Las mutaciones rodA y mre (no así divD)no son toleradas por bacterias salvajes,

pero son aceptadas por cepas resistentes al antibiótico mecilinam (Mec-R), y por

mutantes cya o crp. Esto indica que si bien los productos RodA, Mre y DivD están

relacionados con el control de Ia forma bacteriana, los genes rodA y mre

desempeñan además alguna función esencial cuya falta está compensada en

cepas Mec-R, cya o crp.

- Se demostró que una mutación que produce resistencia a mecilinam y tolerancia

a mutaciones letales de forma condicionadas por la temperatura afecta al gen de

la alanil-tARNsintetasa. Ambas características dependen de un incremento en el

nivel del efector ppGpp por expresión de dicha mutación.

- La expresión de las mutaciones letales rodA22zzTn10A16A17 y

mre-17::Tn10A16A17 en condiciones de no-tolerancia produce inhibición de la
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división celular y de Ia capacidad de formación de colonias, si bien las células

mantienen signos vitales tales como la masa ribosomal y respiración. Este defecto

en el crecimiento se elimina al elevar el nivel de ppGpp, que podría actuar

induciendo algún sistema relacionado con la división celular, proceso en el cual

los genes rodA y mre parecen desempeñar su función vital. La mutación divD no

afecta el crecimiento bacteriano en condiciones de no tolerancia.

- La inhibición de la capacidad de formación de colonias observada en

condiciones de no-tolerancia se revierte en tres casos: a) en fase estacionaria,

etapa caracterizada por la inducción del gen rpoS, que codifica el factor o‘, b) en

fase Iogarítmica, en presencia de acetato o benzoato, posibles inductores del gen

rpoS, y, c) en fase logaritmica, en ausencia del factor o‘; sin embargo, en ninguno

de los tres casos se restaura la división celular. A partir de los resultados

obtenidos se postula un modelo que involucra al factor transcripcional o‘ en el

proceso de formación de colonias en mutantes de forma celular.

- El fenómeno de tolerancia a mutaciones de forma implica Ia restauración de la

división celular, ya que una cepa rodA portadora de una mutación nula de rpoS,

en la cual no se observa el efecto negativo de la falta de tolerancia sobre la

capacidad de formación de colonias y sí sobre la división celular, no presenta

tolerancia ni resistencia a mecilinam. Por otra parte, la restauración de la

capacidad de formación de colonias observada en dicha cepa no ocurre en el

caso de derivados portadores de mutaciones rpoS que otorgan ventaja adaptativa

en fase estacionaria.
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