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Resumen




En este trabajo se investigaron las funciones esenciales de los genes
involucrados en el mantenimiento de |la forma bacilar en Sa/monella 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 transposén Tn10A16A17 correspondientes 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 antibidtico B-lactdmico mecilinam (Mec-R),
y por mutantes cya o crp. Por otra parte, la unica insercion 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, ademas, rodA y mre
llevan a cabo alguna funcidén esencial en bacterias salvajes cuya falta es tolerada
por cepas Mec-R, cya o crp.

Se estudioé uno de los mecanismos involucrados en la resistencia a mecilinam
y tolerancia a mutaciones letales de forma mediante la caracterizacion de la cepa
DA1138. Se determin6é que esta cepa presenta una mutacion condicional en el
gen de la alanil-tARN sintetasa (a/laS206) que es responsable de la resistencia a
dicho antibiotizo y tolerancia termosensibles. Ambas caracteristicas dependen del
efector de la respuesta estricta ppGpp, cuyo nivel se eleva al expresarse, a 41°C,
la mutacion alaS206.

Se construyeron derivados de la cepa DA1138 portadores de las mutaciones
rodA22::Tn10A16A17, 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 condicion, los derivados
rodA22 y mre-17 mostraron inhibicion de la divisién celular y pérdida de la
capacidad de formacion de colonias a pesar de mantener las células sus signos

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



resultados obtenidos indican que la ausencia de los productos RodA y Mre (no asi
DivD) altera seriamente la division celular y la capacidad de formacién de colonias
en cepas salvajes durante la fase logaritmica. Dado el normal crecimiento de los
tres derivados en condiciones de tolerancia (41°C), se concluye que las
alteraciones ucasionadas 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 la induccidon de algun mecanismo alternativo
de division celular.

Se demostré que la inhibicion de la capacidad de formacién 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 induccién del gen
rpoS, que codifica el factor ¢°, b) en fase logaritmica, en presencia de acetato o
benzoato, posibles inductores del gen rpoS, y, c) en fase logaritmica, en ausencia
del producto &°. Sin embargo, en ninguno de los tres casos se normaliza la
division celular. No se observé resistencia a mecilinam ni tolerancia a mutaciones
letales de forma en una cepa portadora de una mutacién nula rpoS, lo que indica
que la recuperacién de la capacidad de formaciéon de colonias es por si sola
insuficiente para conferir tolerancia y que este fenédmeno requiere la restauracion
de la division celular. Los resultados obtenidos permitieron postular un modelo
segun el cual el regulador global c* actuaria controlando la capacidad de
formacién de colonias de mutantes letales de forma celular por medio de la

transcripcion diferencial de genes con funciones opuestas.
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l. La cubierta celular en enterobacterias

Gran parte de las funciones que en organismos superiores son desempefadas
por estructuras especializadas, en las bacterias son cumplidas por la envoltura
celular. Asi es como esta compleja estructura, formada por varias capas de
composicidon y funciones diferentes, y una zona virtual, el espacio periplasmico,
actua como soporte de importantes procesos metabdlicos tales como la
respiracion, transporte activo, sintesis de lipopolisacarido, mureina y otras
macromoléculas, y también en el mantenimiento de funciones esenciales como el
control del crecimiento y la division celular, el mantenimiento de la forma

bacteriana, y la coordinacion entre la célula y el medio.

1. Composicion de la pared celular

La cubierta o pared celular en bacterias gram negativas esta forrnada por tres
capas: la membrana interna o citoplasmatica, la capa de mureina y la membrana
externa. El espacio, virtual o real segun las condiciones osméticas ambientales,
entre las membranas interna y externa se denomina espacio periplasmico, y en él
se encuentran, ademas de la mureina, gran cantidad de sustancias que
intervienen en la captacion y transporte de metabolitos, asi como también
enzimas hidroliticas (Neu y Heppel, 1965; Rosen y Heppel, 1973).

La membrana interna esta constituida por una bicapa de fosfolipidos y
proteinas (Cronan y col., 1987); los lipidos estan orientados con sus grupos no
polares dirigidos hacia el interior de la bicapa y con sus zonas hidrofilicas hacia el
exterior, mientras que las proteinas estan en algunos casos insertadas en la
bicapa, atravesandola, y en otros asociadas con alguna de sus dos superficies.

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

ellas son enzimas fundamentales del metabolismo celular, encontrandose entre



ellas las responsables de los pasos finales de la sintesis de la capa siguiente,
denominada mureina.

La mureina es una gran macromolécula que envuelve a la célula y esta
formada por largas cadenas de hidratos de carbono unidas entre si por cortos
puentes peptidicos (Park, 1987). Debido a su rigidez, se ha atribuido a esta capa
el mantenimiento de la forma bacilar (Weidel y Pelzer, 1964) caracteristica de las
bacterias Escherichia coliy Salmonella typhimurium.

La capa externa, sélo presente en bacterias gram negativas, muestra una
estructura de bicapa fosfolipidica, pero de composicion muy diferente a la de la
membrana interna. Hacia el lado de la mureina, presenta una capa de fosfolipidos
con su extremo polar hacia la misma. La otra superficie de la membrana externa
esta constituida por lipopolisacaridos: cada molécula posee seis o siete acidos
grasos dirigidos hacia el lado interno de la bicapa unidos a un lipido complejo del
cual se proyectan largas cadenas hidrocarbonadas que cubren la superficie
bacteriana y son responsables de la antigenicidad celular (Nikaido y Vaara,
1985).

La mureina y la membrana externa estan conectadas por medio de la
lipoproteina de Braun; ésta es una molécula de bajo peso molecular que esta
unida por su parte proteica a la mureina y por su porcion lipidica a la zona no
polar de la membrana externa (Inouye, 1974).

Atravesando la bicapa lipidica de la capa externa se encuentran proteinas
llamadas porinas (Lutkenhaus, 1977; Van Alphen y col., 1978) que se asocian de
a tres para formar poros o canales no-especificos que permiten el paso de
moléculas hidrofilicas pequefas y facilitan asi la difusion de nutrientes y de
algunos antibiéticos como los B-lactamicos (Nikaido y Vaara, 1985).

Las membranas interna y externa no son completamente independientes ya

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



funcién no ha sido aun aclarada pese a que se las ha involucrado en numerosos
procesos, desde la entrada a la célula de acidos nucleicos hasta la salida a la
membrana exierna de compuestos (como por ejemplo lipopolisacaridos) que son
sintetizados total o parcialmente en el interior de la bacteria, pero quie cumplen su
funcion en el exterior (Bayer, 1979).

Es también importante destacar que el mantenimiento de una presion osmotica
positiva en el interior de la bacteria con respecto al medio, esencial para la normal
actividad celular, contribuye a la interaccion de las capas de la envoltura, ya que
mantiene a la membrana interna adosada a la capa de mureina, que con su

rigidez le da soporte y evita que la célula estalle.

2. Mureina: composicién y sintesis

Como se explico previamente, la rigida capa de mureina es la responsable del
mantenimiento de la forma bacilar de E. coliy S. typhimurium. Esta capa es una
red formada por largas cadenas de acido N-acetilmuramico alternado con
N-acetilglucosamina paralelas entre si y perpendiculares al eje largo del bacilo.
Las cadenas, a su vez, estan conectadas por cortos puentes peptidicos (Park,
1987).

Los precursores de la mureina estan constituidos por una molécula de
N-acetilglucosamina asociada covalentemente a una molécula de Aacido
N-acetilmuramico del cual pende una cadena peptidica compuesta inicialmente
por L-alanina — acido D-glutdmico — acido meso-diaminopimélico — D-alanina -
D-alanina, aunque uno o los dos residuos terminales de D-alanina pueden
perderse durante la formacién de la red (Park, 1987). Estos precursores son
sintetizados en el citoplasma y translocados al periplasma, donde las proteinas
captadoras de penicilina (PBPs) llevan a cabo los pasos finales de ia sintesis de

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



enzimas ancladas en la membrana interna con su sitio catalitico expuesto en el
periplasma (Spratt y Cromie, 1988). Han sido denominadas asi por su capacidad
de captacion de antibidticos de la familia de las R-lactamas (penicilinas y
cefalosporinas).

Las funciones de transglicosilacion (formacion de la cadena de carbohidratos) y
transpeptidacion (formacién 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 (Ishino y col., 1980; Matsuhashi y col., 1981). En el caso de
PBP 2, que esta relacionada con el mantenimiento de la forma celular, s6lo se ha
demostrado su actividad como transpeptidasa in vitro (Ishino y col., 1982) y
unicamente en presencia del producto de otro gen relacionado con la forma
celular (rodA) se pudo observar actividad de transglicosilasa (Ishino y col., 1986).

Las PBPs de alto peso molecular constituyen el blanco de accién de los
antibidticos R-lactamicos que son reconocidos como sustratos por el sitio de
transpeptidacion de las enzimas, ocasionando su inactivacion, la detencion de la
sintesis de mureina, y, finalmente, la lisis celular (Matsuhashi y col., 1982).

El resto de las proteinas 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 funcién el
remodelado de las cadenas peptidicas de los precursores de mureina debido a su
actividad como DD-carboxipeptidasa, eliminando los residuos de D-alanina
terminales; PBP 4 posee ademas actividad DD-endopeptidasa (Waxman vy
Strominger, 1983). En la Tabla | se muestran las principales caracteristicas y

funciones de las distintas PBPs.



Tabla I. Caracteristicas de las PBPs

PBP Peso Gen Actividad enzimatica Funcién
molecular

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

1B 90 kD ponB transglicosilasa sintesis de mureina de la
transpeptidasa pared celular

2 66 kD pbpA transpeptidasa mantenimiento de la forma
transglicosilasa (asociada bacilar, sintesis de mureina
con RodA) de la pared celular

3 60 kD ftsl transglicosilasa sintesis de mureina del
transpeptidasa septo

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

5 42 kD dacA DD-carboxipeptidasa remodelado de mureina

6 40 kD dacC DD-carboxipeptidasa remodelado de mureina

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

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

asignado diferzntes funciones durante el proceso de sintesis de la mureina. Se ha

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

mureina durante la elongacidon de la pared celular (Spratt, 1975), mientras que

PBP 2 cumple con la funcion de mantenimiento de la forma bacilar durante ese

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

mureina que constituye el septo durante la divisién celular sélo requiere la

actividad de PBP 3 (Spratt, 1975; Spratt, 1977, Botta y Park, 1981).
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Aunque esos son los roles atribuidos a PBP 1A, PBP 1B y PBP 2, se han
obtenido recientemente resultados que no estan de acuerdo con esa asignacion
(Wientjes y Nanninga, 1991). En el modelo elaborado por esos autores, se intenta
explicar la funcién especifica de las PBPs de alto peso molecular en la sintesis de
mureina. Segun este modelo, las PBP 1A y 1B sintetizan iniciadores de mureina
(cadenas hidrocarbonadas) que son continuados por PBP 2 en el cuerpo de la
bacteria y por PBP 3 en la zona de septacién, produciéndose postariormente la
unién de esas cadenas a través de los puentes peptidicos.

De hecho, durante el ciclo celular bacteriano se observan dos procesos
morfogenéticos diferentes: la elongacion celular y la septacion, y existen varios
modelos para explicar de qué manera las PBPs intervienen en esos procesos y
cémo, a través de ellos, se regula la division y la forma celular. Segun uno de los
modelos propuestos, ambos procesos se alternarian, de manera tal que la forma
celular resultaria 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 elongacién y septacién, respectivamente, actdan en
forma alternada.

Por otra parte, a las evidencias de que PBP 3 utiliza preferentemente
tripéptidos como aceptores en la transpeptidacion (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 peptidicos
laterales, aumentando asi la proporcidbn de tripéptidos en relacion a
pentapéptidos, favorecen la septacion (Begg y col., 1990). Por el contrario, el
incremento de actividad de MurF, enzima que convierte tripéptidos en
pentapéptidos por adicion de D-alanil:D-alanina, bloquea la septacion,
presumiblemente por reduccion de los tripéptidos disponibles para PBP 3

(Meugin-Lecreulx y col, 1989). Asimismo, el aumento de PBP 5
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(DD-carboxipeptidasa que remueve D-alaninas terminales convirtiendo a los
pentapéptidos en tripéptidos) hace que las células adopten forma esférica por
inhibicion del sistema de elongacion (Markiewicz y col., 1982). En base a estas
evidencias se ha elaborado un modelo que propone que los procesos de
elongacién y septacién utilizan distintos precursores, siendo aquellos portadores
de cadenas de tripéptidos preferentemente usados por PBP 3 para la septacion,
mientras que los pentapéptidos serian utilizados por PBP 2 en la elongacion. Por
ello, la variacion en la proporcién entre los dos tipos de precursores, dada por el
balance entre las actividades enzimaticas de las PBPs de bajo peso molecular,
determinaria la elongacion o la division de la célula (Begg y col.,, 1990). Este
modelo es compatible con la hipétesis inicialmente propuesta por Satta y col.

(1979).

ll. Division y forma celular en S. typhimuriumy 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 critica; en ese momento, se inicia la replicacion del cromosoma. Los
cromosomas hijos son entonces dirigidos hacia los polos de la célula, en un
proceso denominado particién. La citocinecis comienza con la formacion de un
anillo en la zona central de la célula que es el lugar donde se producira la
invaginacién coordinada de todas las capas de la pared celular (septacion).
Finalmente, las células hijas se separan. Aunque aparentemente simple, este
proceso requiere una fina y compleja regulacién que asegure la coordinacion de

los diferentes pasos y permita su exitosa realizacion.
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1. Control genético de la division celular

La divisidn celular en bacterias gram negativas requiere la invaginacion
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 proteinas para llevar a cabo este proceso; en E. coli el grupo de
proteinas basicas de division celular incluye a PBP 3, FtsQ, FtsA, FtsZ, FtsW y
EnvA. Los genes que codifican estas proteinas forman parte del operon mra,
ubicado en el minuto 2 del mapa genético (Figura 2).

La division celular estd estrechamente asociada a la duplicacion del
cromosoma bacteriano. La replicacion del ADN requiere una adecuada cantidad
de la proteina iniciadora DnaA, que se une a la zona oriC y separa las dos
cadenas de ADN en dicho lugar permitiendo el acceso de las enzimas replicativas
(Mc Macken y col. 1987). Los cromosomas hijos son decatenados por accion de la
DNA girasa y la topoisomerasa IV (Steck y Drlica, 1985; Kato y col., 1990). La
separacion de los cromosomas recién sintetizados (particion) ocurre en presencia
de las proteinas MukA y MukB, que funcionarian en forma analoga al aparato
mitotico de eucariotas (Hiraga y col., 1989; Niki y 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 division celular.
En ese lugar, la proteina FtsZ, que se encuentra dispersa en gran cantidad en el
citoplasma, se polimeriza formando un anillo alrededor de la superficie interna de
la membrana citoplasmatica (Bi y Lutkenhaus, 1991). Posteriormente a la
formacion del anillo se requiere una cantidad determinada de las proteinas FtsA y
FtsQ (Begg y col., 1985; Carson y col., 1991, Dai y Lutkenhaus, 1992), en una
funcién que se desconoce. Se ha observado que la transcripcién del gen ftsZ es

inversamente proporcional a la tasa de crecimiento y se ha sugerido que la
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produccién de transcriptos a partir de dicho gen esta regulada por la replicacion
cromosomica, de manera que por cada ciclo de division se produce una cantidad
fija de moléculas FtsZ, independientemente del tamaro celular, formandose asi
solo un anillo por cada par de cromosomas recientemente replicados (Donachie,
1993), la regulacion de los genes ftsQ y ftsA podria estar controlada en forma
similar a ftsZ. El mecanismo de este tipo de regulacién dependiente de la tasa de
crecimiento aun no ha sido aclarado. Como posibles reguladores del operon
ftsQAZ se han propuesto algunos efectores globales cuya concentraciéon esta
inversamente relacionada con la velocidad de crecimiento (ppGpp, el factor %),
pero aun no se ha demostrado su participacion en este mecanismo (Vinella y col,,
1993; Hengge-Aronis, 1993).

Una vez formado el anillo FtsZ, la mureina crece hacia el interior como una
doble capa unida covalentemente (septo) gracias a la actividad de la
transglicosilasa-transpeptidasa especifica PBP 3, tal vez en asociacion con otra
proteina transmembrana, FtsW (Matsuhashi y col., 1990).

La formacion del septo en el lugar correcto esta asegurada por un grupo de 3
proteinas, productos del operon min, que evitan la septacion cerca de los polos
celulares (de Boer y col., 1989; Rothfield y col., 1990; de Boer y col., 1992). La
proteina MinC, activada por MinD, evita la divisién en cualquier sector de la célula
(probablemente, por interaccion directa con FtsZ), salvo que la proteina MinE esté
presente. En este caso, que corresponde a la situacion normal, la division es
evitada en los polos de la célula pero no en el centro.

Durante su formacion, el septo se va separando en dos capas, proceso que
requiere de la proteina EnvA (Wolf-Watz y Normark, 1976). La membrana externa
acompana a las capas de mureina que se estan separando, y se une a ellas a

través de la previamente mencionada lipoproteina de Braun.
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2. Control genético de la forma celular

De la misma manera que el proceso de division celular, el mantenimiento de la
forma bacilar en E. coliy S. typhimurium también esta regulado genéticamente.

El antibidtico R-lactdmico mecilinam (Lund y Tybring, 1972) es capaz de unirse
especificamente a PBP 2 (Spratt y Pardee, 1975), enzima a la que se atribuye la
funcién de mantenimiento de la forma bacilar ya que cuando una cepa salvaje es
puesta en contacto con esa R-lactama, las células adoptan forma esférica, vy,
finalmente, segun la concentracion del antibidtico, 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 la presencia del antibittico (Normark, 1969; Iwaya y col.,
1978; Anton y col., 1983). El estudio de estas cepas permitié 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
pbpA (también llamados mrdB y mrdA, respectivamente) (Spratt y col., 1980,
Tamaki y col., 1980) ha sido también identificado en S. typhimurium (Antén y col.,
1983; Costa y Antdn, 1992; Costa y Antdn, datos no publicados). El otro grupo, en
el minuto 71, corresponde a un gen inicialmente conocido como envB en E. coli y
S. typhimurium (Westling-Haggstrom y Normark, 1975; Anton y col., 1983).
Posteriormente, se demostré en E. coli que este grupo comprende a los genes
mreB, mreC y mreD (Doi y col., 1988; Wachi y col., 1989), involucrados en el

control de la forma celular y sensibilidad a mecilinam.
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En S. typhimurium se han aislado, ademas, mutantes esféricos sin utilizar
mecilinam como agente selectivo, en cepas que son capaces de formar filamentos
por desrepresion del operon histidina (Wyche y col.,, 1974; Antén, 1979). Este
método permitié 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 (Anton y col., 1983); sin
embargo, el hecho de que un mutante divD de S. typhimurium pueda ser
complementado por la regién homéloga de E. coli (Wyche y col., 1974) indica que
el gen divD también esta presente en esta especie.

Salvo el gen divD, el resto de los genes mencionados han sido clonados,
secuenciados y expresadas sus proteinas. El gen pbpA codifica la proteina PBP 2
(Spratt y col., 1980), responsable del mantenimiento de la forma bacilar durante la
elongacién, y con el gen rodA, cuyo producto, la proteina RodA, es requerida por
PBP 2 para llevar a cabo su actividad de transglicosilasa, constituye una unidad
transcripciona’ (Matsuzawa y col., 1989). En cuanto a los productos de los genes
mreB, mreCy mreD, son proteinas de 37, 40 y 15 kD, respectivamente (Doi y col.,
1988; Wachi y col., 1989), cuya funcion aun se desconoce. Se ha observado que
MreB presenta un dominio de ATPasa que también se encuentra en FtsA asi
como en las proteinas eucariéticas actina, hexoquinasa y proteinas de “heat
shock” hsp 70 (Bork y col., 1992). La observacion de que un mutante mre es
capaz de elevar la produccion de RB-galactosidasa en una fusion del operdn
lactosa al gen ftsl, que codifica la PBP 3, llevd a proponer un control regulatorio
negativo de mre sobre ftsl, y de esta manera sobre la divisién 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 disminucion de tamafo que se observa

cuando un cultivo se acerca a la fase estacionaria de crecimiento (Aldea y col.,
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1988), y se ha observado que resulta necesario para la alta expresiéon de PBP 6
que se observa en esa fase (Aldea y col., 1989). Como ya se mencionara, PBP 6
cataliza la remocion de la D-alanina terminal de las cadenas laterales de
pentapéptidos de la mureina, determinando el aumento de tripéptidos,
preferentemente utilizados por la PBP 3 para sintetizar el septo. El incremento del
nivel de PBP 6 por accion de bolA cuando las células entran en fase estacionaria
sugiere que bolA actuaria favoreciento la division celular, lo que explicaria la
formacion de bacilos mucho mas cortos que los observados en fase exponencial
(Aldea y col., 1989).

En la Figura 1 se muestran los principales pasos, asi como los genes
involucrados, del ciclo morfogenético y divisidon celular en E. coli, especie con la
que se cuenta con la mayor cantidad de datos disponibles. En la Figura 2 puede
observarse la localizacion cromosomica de dichos genes en E. coli y S.

typhimurium
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Figura 1. (continuacion)

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

Referencias:

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

3pep: cadena peptidica constituida por L-alanina, acido D-glutamico y acido meso-
diaminopimelico.

S5pep: igual a 3pep, pero con dos moléculas de D-alanina terminales.

L: longitud celular inicial.

M: masa celular inicial.

Los genes murABCDEI son los responsables de la sintesis de UDP-NAM-3pep. La
enzima MurF adiciona D-alanil:D-alanina a la cadena tripeptidica de ese compuesto,
obteniéndose el precursor UDP-NAM-5pep. 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 citoplasmatica para actuar en el periplasma
como sustrato de las PBPs. Segun el modelo propuesto (Begg y col., 1990), el precursor
BP(NAG-NAM)-5pep es utilizado por PBP 2 (producto del gen pbpA) en la sintesis de
mureina durante la elongacion, mientras que PBP 3 (producto del gen fts/) utiliza el
precursor 3pep. El compuesto BP(NAG-NAM)-5pep, por accion de las carboxipeptidasas
PBP 5 y PBP 6 (productos de los genes dacA y dacC, respectivamente), pierde las dos

alaninas terminales de la cadena peptidica originando su similar 3pep.
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Figura 2. Genes de division y forma celular de
E. coliy S. typhimurium

ftsl murE murF murD ftsW murC ftsQ ftsA ftsZ envA

dacC
mukB
minC
minD
mreB minE
mreC
mreD

divD

La ubicaciéon en el mapa genético de los genes mencionados (la mayoria de *
los cuales, hasta ahora, se han identificado sélo en E. coli) 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,
ademés de mutantes esféricos, cepas que mantienen su forma bacilar normal en
ausencia del antibidtico, 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. typimurium. Sin embargo, no en muchos se ha identificado el gen
responsable de la resistencia al antibidtico.

En E. coli K-12 se ha observado que las mutaciones cya o crp, que afectan,
respectivamerte, la sintesis o funcidbn del AMP ciclico (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 encontr6 que los mutantes cyalcrp de la segunda especie
mantienen su sensibilidad a mecilinam aunque si muestran tolerancia (Costa y
Antén, 1992). Esta aparente discrepancia ha quedado aclarada al demostrarse
recientemente que si bien, aisladamente, las mutaciones que afectan al
lipopolisacéarido (LPS), al gen spoT, responsable de la degradacion y sintesis
minoritaria de ppGpp, y al sistema cAMP/CRP, no confieren resistencia a
mecilinam, la presencia simultanea de mutaciones de al menos dos de esos tipos
resulta en alto nivel de resistencia (Antdn, 1995). Dado que E. coli K-12 es
naturalmente portadora de una mutacion 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 cyalcrp de
S. typhimurium, 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
aminodcido en su correspondiente tARN. En estas cepas se ha demostrado que la
resistencia y la tolerancia eran debidas al incremento en la concentracion de
ppGpp, efector de la respuesta estricta (Cashel y Rudd, 1987), causada por la
disminucion de tARN cargado (Vinella y col.,, 1992; Joseleau-Petit y col., 1994;
Costa, esta tesis)

Por otra parte, en E. coli, la superproduccién de la proteina de divisién celular
FtsZ confiere resistencia a mecilinam y tolerancia a la inactivaciéon de PBP 2
(Vinella y col., 1993), y en S. typhimurium se ha demostrado recientemente que
los genes reguladores de la biosintesis de cisteina (cysB y cysE) estan
involucrados en la sensibilidad al antibiético pues se han aislado mutaciones en
esos dos genes que causan resistencia a mecilinam y tolerancia a mutaciones
letales de forma (Oppezzo y Anton, 1995).

A pesar de que los mutantes de forma celular son perfectamente viables y su
crecimiento es normal, se ha demostrado por transduccién 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 (Anton, 1987; Costa y Antén, 1992). Coincidentemente, Ogura y col.
(1989), observaron que en E. coli K-12 la inactivaciéon del gen pbpA por insercion
de un casette de kanamicina resulta en una mutacién letal que sélo es viable en
cepas cya o lov-1, ambas resistentes a mecilinam.

La aparente viabilidad de las mutaciones comunes mre, rodA 'y pbpA se debe,
en muchos casos, a la presencia simultanea en las cepas de mutaciones
secundarias, ligadas o no a la de forma, que confieren resistencia a mecilinam y

tolerancia (Anton, 1987). No puede descartarse, tampoco, que algunas
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mutaciones de forma alteren este caracter afectando sélo parcialmente la
viabilidad.

Las evidencias presentadas indican que los productos de los genes rodA, mre y
pbpA desempenan dos papeles durante el ciclo celular: a) el mantenimiento de la
forma bacilar, no vital para el crecimiento bacteriano, y, b) una o més funciones
esenciales, de naturaleza aun desconocida, cuya inactivacion es letal en cepas
salvajes pero es tolerada por cepas portadoras de mutaciones de resistencia a

mecilinam.

lll. Fases del crecimiento bacteriano: la fase estacionaria

En un cultivo cerrado, una poblacion no puede crecer en forma indefinida con
ritmo exponencial. La limitacion del crecimiento se produce por agotamiento de
algun nutriente esencial o por acumulaciéon de algun producto metabdlico toxico.
El periodo en el que cesa el crecimiento de una poblacion se ha denominado fase
estacionaria. En condiciones naturales, las células bacterianas pasan la mayor
parte de su existencia bajo condiciones de privacion 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 morfolégicos
evidentes caracteristicos de bacterias capaces de formar esporas, en situaciones
de estrés como las que se observan en fase estacionaria (carencia de nutrientes,
acumulacion de metabolitos téxicos) también ocurren cambios globales en el
patron de expresion génica que permiten a las células alcanzar un estado de
maxima resistencia que les permitird sobrevivir durante prolongados periodos de

abstinencia.
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Los estudios de transcripcidon de genes inducidos por carencia nutricional, asi
como el patron de proteinas sintetizadas durante la entrada en fase estacionaria,
han permitido identificar en E. coli un gran numero de genes cuya expresion se
manifiesta en dicha fase (Groat y col.,, 1986; Lange y Hengge-Aronis, 1991) y se
ha observado que muchos de ellos estan 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), produccion de fosfatasa
acida (appR) (Touati y col., 1986), produccion de catalasa HPII (katF) (Loewen y
Triggs, 1984), etc. Se determind que todas esas mutaciones afectaban al mismo
locus, denominado rpoS (Lange y Hengge-Aronis, 1991) y la secuencia
nucleotidica del mismo demostré una gran homologia con el gen rpoD, que
codifica al factor ¢’°, el principal factor sigma de la ARN polimerasa de E. coli, lo
que sugirid 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 iniciacion de la transcripciéon por unién al
nucleo de la ARN polimerasa (constituido por dos subunidades a, una subunidad
R y una subunidad R'), posterior reconocimiento de una secuencia promotora
especifica, y formacion del complejo abierto necesario para iniciar la
transcripcion. Recientemente se ha confirmado que el producto de rpoS, llamado
o°, actua in vitro como un factor sigma (Tanaka y col., 1993; Nguyen y col., 1993).

Se ha observado que al menos 30 proteinas requieren del gen rpoS para su
expresion y que muchas de ellas son fundamentales en el desarrollo del estado
de resistencia observado en fase estacionaria (Mc Cann y col., 1991). En poco
tiempo se identificd un gran numero de genes dependientes de rpoS dispersos

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

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

Tabla ll. Genes dependientes de rpoS

Gen Producto Funcién
Morfologia
bolA BolA Reduccién del tamano celular

Estrés oxidativo
xthA

kate
dps

Estrés osmético
OtsA
otsB
treA

Antibiéticos

operén mcc

Patogénesis
operon csgAB

spv

Otros
operén hdeAB

Exonucleasa I

Catalasa HPII
Dps

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

Microcina C7

Curli (fibras de la superficie
bacteriana)
Spv

HdeA y HdeB (proteinas
periplasmicas)

Reparacion de dano en ADN por estrés
oxidativo o radiacion UV

Descomposicién del H,0,

Formacion de complejos con ADN in vitro,
regulacion de expresion génica

Sintesis del protector osmético trehalosa
Sintesis del protector osmético trehalosa
Utilizacion de trehalosa

Antibiético (inhibidor de sintesis de
proteinas)

Unién a tejidos eucaridticos

Virulencia

Desconocida

Para que se produzca la induccién del reguldn rpoS en fase estacionaria deben

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

produccion de un ¢® activo. Se han propuesto varios candidatos como sefales de



activacion del regulén. Por ejemplo, pequenas fluctuaciones en el ApH o AY¥Y
podrian ser sefales para sensores regulatorios que las transducirian a la
maquinaria celular como privacion de nutrientes (Siegele y Kolter, 1992).
Recientemente se ha propuesto a ppGpp, nucledtido que se acumula en ciertas
condiciones d= privacién de aminoacidos o fuentes de energia y es el efector de
la denominada respuesta estricta (Cashel y Rudd, 1987), como factor
determinante de la sintesis de ¢ (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 transcripcidon del gen rpoS aun 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 sintesis de treonina, es capaz de inducir rpoS (Huisman y
Kolter, 1994).

Lange y Hengge-Aronis (1994) han demostrado que la expresion de ¢* esta
sujeta a control transcripcional, traduccional y post-traduccional que determinan
que su induccion, producida a mediados de la fase logaritmica, alcance su nivel
maximo en fase estacionaria. En ese trabajo, los autores proponen un modelo
para la compleja regulacién de rpoS: su transcripcion seria estimulada por una
reduccion en la tasa de crecimiento, mientras que su traduccién podria inducirse
por sefales relacionadas con la densidad celular o la osmolaridad del medio.
Ademas, alguna senal indicando carencia de nutrientes actuaria estabilizando a la
proteina ¢®, que es sumamente inestable en fase logaritmica.

En S. typhimurium, el analisis de proteinas por electroforesis bidimensional
también indicé 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 regulacion de los genes
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de virulencia spv. Asimismo, en un trabajo reciente, también en ese
microorganismo se constatd la necesidad del factor ¢® en la regulacion de la
expresion de fusiones génicas que responden a privacion nutricional (O'Neal y
col., 1994). La comparacion de las secuencias nucleotidicas de los genes rpoS de
E. coliy S. typhimurium ha demostrado un alto grado de conservacion, aunque
existen diferencias significativas en las zonas regulatorias extragénicas (Prince y
col., 1994).

Los dos principales factores ¢ presentes en fase vegetativa en E. coli y S.
typhimurium (6° y o°) 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 aln se desconoce cuantos de
ellos estan directamente controlados por ese factor. Existen otros factores o
minoritarios que transcriben genes poseedores de secuencias promotoras muy
distintas de las reconocidas por ¢”°, lo que determina que sélo sean transcriptos
por su factor o especifico. 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 nitrégeno (Kustu y col., 1989), y genes de sintesis de
flagelos y quimiotaxis (Arnosti y Chamberlin, 1989). La gran similitud entre ¢’ y
c*, asi como la existencia de promotores (dependientes o no de rpoS) transcriptos
tanto con ¢’° como con ¢* (Tanaka y col., 1993; Nguyen y col., 1993) plantea la
duda acerca de la existencia de promotores reconocidos exclusivamente por c".
En estudios de transcripcion in vitro, se ha demostrado que el promotor del gen
fic-pabA (relacionado con la sintesis de p-aminobenzoico), cuya expresion se
incrementa en fase estacionaria, es casi exclusivamente reconocido por o®

(Tanaka y col., 1993). En estudios del mismo tipo, se demostré que si bien el gen
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de fase estacionaria bolA es transcripto tanto por ¢’° como por ¢°, las holoenzimas
formadas con uno u otro factor tendrian diferente afinidad por la secuencia
promotora, ya que la transcripcion con ¢® es mucho mas intensa (Nguyen y col.,
1993). Los autores de este trabajo sugieren que la diferencia de afinidad entre
ambos factores por el promotor de bolA podria deberse a algun componente
actuando en cis (secuencia, nimero de bases entre las zonas de reconocimiento
del factor o o conformacion 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 o', aunque es probable que dicha transcripcion se evite, in
vivo, por factores que actuen en trans (Nguyen y col., 1993).

En un trabajo reciente se demostré que los promotores de los genes bolA y
katE, ambos dependientes de rpoS, no son transcriptos por ¢’°, in vivo (Arnqvist y
col., 1994). A diferencia de esos genes, en el mismo trabajo se observé que los
operones csgAB y hdeAB, ambos dependientes de rpoS, pueden ser transcriptos
in vivo mediante la holoenzima ¢”° si no esta presente la proteina asociada al
nucleoide H-NJ3. Los autores proponen que un grupo de promotores dependientes
de rpoS pueden ser reconocidos tanto por ¢’ como por ¢ in vivo, pero que la
interaccién de H-NS con esas secuencias evitaria la iniciaciéon de la transcripcion
via o’ durante la fase estacionaria.

Si bien se han realizado interesantes descubrimientos acerca de la fisiologia de
S. typhimurium y E. coli en fase estacionaria, recién comienzan a investigarse las
bases moleculares que modulan su expresion. rpoS es probablemente el primero
de una serie de genes que controlan la expresion en dicha fase, y aun queda
mucho por averiguar con respecto a los complejos mecanismos regulatorios en

los cuales se encuentra involucrado.
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En este trabajo se encard el estudio de la tolerancia a mutaciones letales de
forma celular con el propédsito de investigar la funcion vital de los genes
involucrados en el mantenimiento de la forma durante el crecimiento bacteriano.

Con ese proposito, se aislaron mutantes esféricos utilizando el método de
mutagénesis por transposicion, 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 caracterizd una cepa que presenta tolerancia
condicional a mutaciones de forma. Esta cepa, aislada por resistencia a mecilinam
dependiente de |la temperatura, se identificO genéticamente y se estudiaron sus
propiedades bioquimicas relacionadas con la resistencia al antibiético vy
tolerancia.

Posteriormente, utilizando a la cepa tolerante condicional como receptora, se
construyeron derivados portadores de diferentes tipos de mutaciones de forma
por transposicion y se estudid su comportamiento en condiciones de no-
tolerancia. En base a los resultados obtenidos, se analiz6 el papel del gen rpoS
en el comportamiento de los derivados portadores de mutaciones letales de forma

celular en ausencia de tolerancia.



30

Materiales y Métodos




[}

1. Cepas, bacteriéfagos y plasmidos

Las cepas bacterianas usadas en este trabajo son derivadas de Salmonella
typhimurium LT2, a excepcion de la cepa SF1005, que es un derivado de S.
typhimurium ATCCC 14028s (tipo salvaje); sus origenes y caracteristicas
genéticas se detallan en la Tabla Ill.

Las transduicciones fueron realizadas con un derivado del bacteriéfago P22, el
fago HT1056/1 int 201 (Anderson y Roth, 1978), que posee bajo poder de
lisogenizacion y aita frecuencia de transduccién. Las pruebas de sensibilidad a
fago se llevaron a cabo con H5, que es una variante virulenta del bacteriéfago

P22. Los plasmidos utilizados también se describen en la Tabla il

2. Medios y drogas

Como medio completo se utilizd 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 col., 1980). Los
medios minimos fueron el medio E (Vogel y Bonner, 1956), adicionado con 0,5%
de glucosa, y el medio M9 (Adams, 1959), con acido succinico 50 mM como
fuente de carbono. Los medios sdlidos se obtuvieron agregando 15 g de agar por
litro. En el caso del agar blaﬁdo, se adicion6 al medio liquido 7,5 g de agar por
litro. Para la seleccion de la mutacién na/lB411 se utilizd el medio completo BT
(Hane y Wood, 1969).

La deteccién de marcadores cya y crp se llevé a cabo en agar eosina azul de
metileno (EMB) con 1% de maltosa y 1% de xilosa como azucares fermentables.
Las pruebas de fermentacién de trehalosa se realizaron en medio EMB con 1% de

trehalosa como fuente de carbono.
En algunos experimentos de transduccion se adiciond al medio acido etilen-bis
(oxy-etilennitrilo) tetraacético (EGTA), a una concentracién 10 mM y pH 7, a fin de

evitar la adsorcién de fago (Davis y col., 1980).



Tabla lll. Cepas y plasmidos utilizados

Cepa o plasmido

Caracteristicas relevantes

Origen o referencia

S. typhimurium
LT2

argC95

cysl23

GW1704
hisw1509

KS180

PP1037
SA342
SA464
SA722
SA828
SB1294
SB2298
SF1005

TN2500
TN2700
TS736

TT521
TT2104
TT7542
1710423

TT10427

tipo silvestre

argC95

cysi23

hisD3052 mutS121::Tn10
hisW1509 rpoS1062

hisF1009 trpC2 metA22 rpsL201 xylA1
zfi-2009::Tn10

crp-773:Tn10 trpB223
lip-2 ara-9

HfrK1, serA13 rfa-3058
HfrK10, serA15 pur-268
HfrK25, serA15
cysJ109 cysD125
hisF3031 trpA3
rpoS::Amp-R

zae-1613::Tn10A16A17(Kan)
leuBCD485 recA zfj-1623.:Tn10dcam
hsdL6(rm*) hsdSA29(rm")

sn-202::Tn10 recA1
cya961 zid-62::Tn10 argl539
relA21::Tn10

proAB47/F'128 pro* lac’
zzf-1831::Tn10A16A17(Tet)

LT2/pNK972

Coleccion del laboratorio

K. E. Sanderson
K. E. Sanderson
G. C. Walker

Roth y col. (1966) via
P. E. Hartman

J. Somers

. Sanderson
. Sanderson
. Sanderson
. Sanderson

. Sanderson

m m m m m Mm

. Hartman
E. Hatman

TIO XX XXX

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

C. Miller
C. Miller

Palva y col. (1981) via
R. Nagel

J. Roth
J. Roth
J. Roth
J. Roth

J. Roth




Tabla lll. (continuacion)
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Cepa o plasmido Caracteristicas relevantes Origen o referencia
DA79 F* alaS206(Ts) pur-268 DA1713 x SA722*
DA529 aroE32 galE1922 ara-9 mec-2 Coleccion del laboratorio
DA773 A(hisOG)203 leu-1259 Coleccion del laboratorio
DA996 DA773 mec-1 Coleccidn del laboratorio
DA1041 mre-9 argR372::Tn10 mec-10 Coleccion del laboratorio
DA1048 SB2298 sr-202::Tn10 Coleccion del laboratorio
DA1138 LT2 a/laS206(Ts) Coleccion del laboratorio
DA1228 hisS6331 mec-11 Coleccién del laboratorio
DA1294 leuS3(Ts) argR372::Tn10 mec-10 Coleccién del laboratorio
DA1302 LT2 his-6883::Tn10A16A17(Tet) Este trabajo

DA1303 LT2 leu-1265::Tn10A16A17(Tet) Este trabajo

DA1346 DA529 rpsL 125 Coleccion del laboratorio
DA1347 argC95 mec-6 Este trabajo

DA1352 DA996 mre-13.::Tn10A16A17(Tet) Este trabajo

DA1360 TS736/pBS47 Este trabajo

DA1361 TS736/pLG346 Este trabajo

DA 1362 LT2/pBS47 LT2 x P22.DA1360*
DA1363 LT2/pLG346 LT2 x P22.DA1361*
DA1366 DA996 mre-17:Tn10A16A17(Kan)” Este trabajo

DA1367 DA996 divD135::Tn10A16A17 (Kan)® Este trabajo

DA1368 DA996 rodA22::Tn10A16417(Kan)" Este trabajo

DA1369 cya-961 zid-62::Tn10 LT2 x P22.TT2104*
DA1370 cya-961 Derivado Tet-S de DA1369°
DA1371 crp-773::Tn10 LT2 x P22.PP1037°
DA1372 crp-801 Derivado Tet-S de DA1371°
DA1410 SA342/pBS47 SA342 x P22.DA1360°
DA1411 SA342/pLG346 SA342 x P22.DA1361°




Tabla lll. (continuacién)
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Cepa o plasmido

Caracteristicas relevantes

Origen o referencia

DA1413
DA1414
DA1415
DA1420
DA1480
DA1484
DA1490
DA1491
DA1525
DA1526
DA1527
DA1528
DA1540
DA1674
DA1677
DA1682
DA1683
DA1684
DA1685
DA1687
DA1697
DA1700
DA1713
DA1714

E. coli
HB101/pMMkatF3

cya' zid-62::Tn10

crp-802 trpB223

TT10427 pero Amp-S

gal-1922 ara-9

alaS206(Ts) galE1922

alaS206(Ts) srl-202::Tn10
alaS206(Ts) zfi-2009::Tn10 galE1922
alaS206(Ts) relA21::Tn10

gal-1922 ara-9 zfj-1623.:Tn10dcam
alaS206(Ts) zfj-1623::Tn10dcam
gal-1922 ara-9 alaS206(Ts) sr-202::Tn10
KS180 nalB411

TS736/pTAC875N

DA1372 rpsL125

mutS121::Tn10 rpoS::Amp-R
DA1674 rpoS1061

DA1682 mutS121::Tn10

DA1138 rpoS1061 mutS121::Tn10
rpoS1062 mutS121::Tn10

DA1138 rpoS1062 mutS121::Tn10
TS736/pMMkatF3

cysl23 rpoS::Amp-R

alaS206(Ts) leu-1265::Tn10A16A17
alaS206(Ts) his-6883.:Tn10A16A17

hsdS20 (r's, m's) recA13 rpsL20/
pMMkatF3

LT2 x P22.TT2104*
Derivado Tet-S de PP1037°
Este trabajo”

Coleccion del laboratorio
Coleccién del laboratorio
DA1138 x P22.TT521*
DA1480 x P22.KS180*
DA1138 x P22.TT7542*
DA 1420 x P22.TN2700*
DA1138 x P22.TN2700°
DA1420 x P22.DA1484°
Este trabajo

Este trabajo

DA1372 x P22.DA1346°
GW1704 x P22.SF1005*
Este trabajo

DA1682 x P22.GW1704°
DA1138 x P22.DA1683°
hisw1509 x P22.GW1704?
DA1138 x P22.DA1685"
Este trabajo

cys/23 x P22.SF1005°
DA1138 x P22.DA1303"
DA1138 x P22.DA1302°

P. C. Loewen




Tabla lll. (continuacion)

Cepa o plasmido Caracteristicas relevantes Origen o referencia
Plasmidos

pBS47 pbpA’ Kan-R Stoker y col. (1983)
pLG346 rodA* Kan-R Stoker y col. (1983)
pMMkatF3 rpoS* Amp-R Mulvey y col. (1988)
pTAC875N alaS" Amp-R P. Schimmel

Abreviaturas: Amp, ampicilina; 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 la dadora

® Las mutaciones mre-17:Tn10A16A17, divD135:Tn10A16A17 y rodA22:Tn10A16A17
también se mencionan como mre-17, divD135y rodA22.

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

4 Derivado Amp-S de TT10427 obtenido por pérdida del plasmido pNK972.



En los casos necesarios, se adicionaron a los medios los siguientes
antibidticos: tetraciclina (50 pg/ml, mas MgCl, 5 mM) (Ant6n, 1987), ampicilina
(30 pg/ml), kanamicina (20 pg/ml), mecilinam (1 ug/ml), cloranfenicol (10 ug/ml),

estreptomicina (200 pg/ml), acido nalidixico (5 ug/ml).

3. Procedimientos genéticos

3.1.Transduccién

Las transducciones se llevaron a cabo mezclando alicuotas de un cultivo en
fase estacionaria (3x109 células/ml) con una suspension de bacteriéfago
(10" particulas/m!) a una multiplicidad de infeccién de aproximadamente 10. La
mezcla se preincubd 30 minutos a 37°C y se esparcidé sobre una caja de medio
selectivo, que se incubd durante 24-48 hs a la temperatura adecuada. En algunos
casos de seleccidén para transductantes prototréficos, la mezcla se centrifugé y
luego se resuspendid en medio minimo, previamente a esparcirla en la caja de
medio selectivo. Una vez aparecidos los transductantes, se sometieron a
reaislamientos sucesivos para obtener bacterias libres de fago. Se probdé su
sensibilidad a bacteriéfago H5 y lisogenia y sélo se utilizaron en experimentos

aquellas cepas que resultaron sensibles y no lisdgenas.

3.2. Conjugacion

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 la receptora. La mezcla
se incubd 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 seleccion.
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3.3. Transformacion
M

Para la obtenciéon del plasmido pMMkatF3 se utilizd el kit WizardT para
minipreparacion de plasmidos (Promega), basado en el protocolo de Sambrook y
col. (1989). Para ello, se partidé de un cultivo estacionario en medio completo con
ampicilina de la cepa E. coli HB101 portadora del plasmido pMMkatF 3; las células
se lisaron con una soluciéon de NaOH 0,2 M, SDS 1% y el ADN cromosdmico se
separ6 por neutralizacion con acetato de potasio 1,32 M, pH 7,8. El resto de la
preparacion se mezcld con una resina para purificacion de ADN y se pasé por una
minicolumna provista por el kit. La columna se lavd con una solucién de lavado
(NaCl 200 mM; Tris-HCI 20 mM, pH 7,5; EDTA 5 mM), y luego de secar la resina
por centrifugacién de la minicolumna, el plasmido fue eluido en buffer TE pH 7,4
(Maniatis y col., 1982).

En el caso de los plasmidos pLG346, pBS47 y pTAC875N, el ADN se recibi6
liofilizado, y se resuspendié en 50 pl de buffer TE pH 7.4.

La transformacion con ADN plasmidico se realizd segun el protocolo de
Mandel e Higa (1970). Las células competentes se obtuvieron a partir de un
cultivo exponencial de la cepa TS736 (Tabla Ill) de aproximadamente
5x107 células/ml. El cultivo se dejé 10 minutos a 0°C y se centrifugd durante 5
minutos a 4°C. Las células se resuspendieron en la mitad del volumen original de
CaCl, 50 mM y se dejaron 20 minutos en hielo. Se centrifugé nuevamente, se
resuspendio en 1/15 del volumen original de CaCl, 50 mM y las bacterias se
dejaron durante toda la noche a 4°C.

La transformacion se llevé a cabo mezclando 40 pi de células competentes con
40 pl de ADN plasmidico; la mezcla se dejo durante 20 minutos en hielo y luego 2
minutos a 42°C. Se agregaron 0,3 m! de medio completo y se incubd durante 150
minutos a 37°C. Finalmente, se plaqued todo el volumen en una caja de medio

completo con el antibidtico cuya resistencia era codificada por el plasmido y se
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incubd durante 24-48 hs a 37°C. Los transformantes fueron reaislados una vez en

el mismo medio.

3.4. Complementacién
Para las pruebas de complementacién, se obtuvieron lisados en los derivados
de TS736 portadores de los diferentes plasmidos; éstos fueron transferidos a las

cepas de interés por transduccion y seleccion de la resistencia codificada por el

plasmido.

3.5. Cura del transposén Tn10
El aistamiento de derivados sensibles a tetraciclina (Tet-S) a partir de cepas
portadoras de Tn10, que codifica resistencia a tetraciclina, se realizé siguiendo el

protocolo de Bochner y col. (1980).

4. Pruebas de sensibilidad a bacteriéfago H5 y lisogenia

Para las pruebas de sensibilidad a fago H5 se preparé una suspension de
células en 0,5 ml de agar blando fundido empleando bacterias tomadas de medio
sélido o cultivos. Se colocoé una gota de esta mezcla sobre 0,01 ml de una
suspensién del bacteriéfago H5 previamente absorbida en caia de medio
completo y se incubd durante 24 horas: la aparicion de una zona de lisis en el
lugar con el fago indic6 sensibilidad al mismo.

Para las pruebas de lisogenia, la cepa a estudiar se sembrd en caja de medio
completo, y luego de 24 horas de incubacion, se mataron las células por
exposicion a vapores de cloroformo durante 10 minutos. Posteriormente, se vertio
sobre la cepa una suspension en agar blando fundido de la cepa salvaje LT2
(sensible a fago P22). Las cajas se volvieron a incubar 24 horas, considerandose

liségena a la cepa cuando aparecieron placas de lisis en la indicadora.
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5. Obtenclén y caracterizacion de mutantes
5.1. Aislamiento y caracterizacion de mutantes resistentes a mecilinam
Dada la relacion existente entre resistencia a mecilinam y tolerancia a
mutaciones de forma celular, las cepas tolerantes utilizadas se obtuvieron por
aislamiento de derivados resistentes al antibiético (Mec-R).

Para ello se esparcio una diluciéon al décimo de un cultivo estacionario de la
cepa en medio completo adicionado con 1 pg/ml de mecilinam. Las colonias
Mec-R, originadas espontaneamente, aparecieron a las 24-48 hs de incubacion a
37°C, a una frecuencia de aproximadamente 3x10£, y fueron reaisladas en el
mismo medio antes de probarse su resistencia al antibiético.

El ensayo de respuesta a mecilinam se llevé a cabo en dos formas diferentes.
Una de ellas consistié en la medicion de la concentracién inhibitoria minima (CIM)
de mecilinam, y se realizé colocando 0,01 ml de una dilucién de un cultivo
estacionario (aproximadamente 103 células por muestra) en cajas de medio
completo sin antibiético y con concentraciones crecientes del mismo (factor 2;
rango. 0,005 a 40 pg/ml). Las cajas se incubaron a la temperatura
correspondiente durante 48 hs. Se consider6 como CIM la menor concentracion
con menos colonias que el 10% de las células plaqueadas y sbélo se tomaron
como significativas diferencias entre CIMs de al menos 4 veces.

El otro test se llevd 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 antibiético.

Para el aislamiento de mutantes con resistencia condicional a mecilinam se
esparcio 0,1 ml de un cultivo de la cepa salvaje LT2 sobre cajas de medio con
mecilinam (1ug/ml), y se incubd una serie de cajas a 30°C y otra a 41°C. Luego
de 48 horas de incubacion, se picaron al mismo medio colonias sobrevivientes de
cada temperatura, y se las replicé, 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 antibidtico, pero en medio con mecilinam

crecian en forma diferencial segun la temperatura

5.2. Aislamiento e identificacion genética de mutantes esféricos obtenidos
por transposicién
La obtencion de mutantes de forma por transposicién se llevé a cabo de
acuerdo al procedimiento de Gibson y col. (1987). Para ello se utilizaron dos
miniderivados del transposén Tn710, 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 insercion al azar.

Primerameiite, se transfirié a las cepas en las cuales se deseaba obtener las
inserciones el plasmido pNK3972, que lleva el gen que codifica la enzima
transposasa. La transferencia del plasmido pNK972 se realiz6é por transduccion
de esas cepas con un lisado obtenido en la cepa TT10427, seleccionando
resistencia a ampicilina.

Los experimentos de transposicion se realizaron mediante transducciones entre
receptoras portadoras de pNK972 y lisados de las cepas TT10423 (portadora del
minitranspos6én Tet-R en un plasmido de E. coli) o TN2500 (portadora del
minitransposdn 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. typhimurium. En el caso de los
transductantes Kan-R, un cierto porcentaje eran recombinantes homélogos y no
inserciones al azar, dada la ubicacién original de Tn70A16A17 en el cromosoma

bacteriano.
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Para identificar en esas colonias aquellas en las cuales la inserciéon del
transposon habia ocurrido en un gen de forma, las cajas se examinaron con
microscopio estereoscopico bajo luz oblicua que permite diferenciar las colonias
formadas por células esféricas de las que contienen bacilos por el brillo
caracteristico de las primeras (Anton, 1987). Esta asignaciéon fue confirmada
examinando las células con microscopio de contraste de fase.

Con el propdsito de inmovilizar el transposon, 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 seleccion de transductantes Tet-R o Kan-R. A
partir de este paso, se emplearon siempre derivados de los mutantes en cepas sin
transposasa.

La identificaciéon de los genes afectados por el transposdn Tn70A16A17 en los
mutantes esféricos se realizd primeramente analizando la cotransduccién con
marcadores ligados (Figura 3). Se realizaron transducciones entre lisados
obtenidos en los mutantes esféricos y cepas portadoras de marcadores de
auxotrofia cercanos a genes de forma. La aparicion de un cierto porcentaje de
colonias compuestas por células esféricas al seleccionar transductantes
prototréficos con una determinada receptora indico el gen de forma alterado en la
dadora.

Aunque los genes mre y aroE no son cotransducibles por fago P22 (Antdn,
1978), la cepa DA529 permitid obtener colonias mre al seleccionar transductantes
aroE en medio minimo. Las mutaciones divD se identificaron por trarsduccién del
alelo hisS* (Wyche y col., 1974) a la cepa receptora DA1228 sobre medio minimo.
Las mutaciones rodA y pbpA se identificaron por seleccion, sobre medio completo

a 41°C, del marcador leuS’ (Antdn y col., 1983) con la cepa DA1294; en algunas
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de estas mutaciones se confirmé la identificacidon por cotransduccién con el
marcador /ip (Antén y col., 1983), seleccionando /ip’en M9 succinico con la cepa
SA342.

Dado que rodA y pbpA son genes adyacentes (Spratt y col., 1980, Tamaki y
col., 1980), los ensayos de cotransduccion no permiten conocer cual de ellos lleva
la mutacion. Las inserciones Tet-R y Kan-R que mostraron cotransduccidn con la
region lip-leuS se sometieron a pruebas de complementacion para determinar el
gen afectado. Se utilizaron plasmidos portadores de los genes rodA” (pLG346) y
pbpA* (pBS47) de E. coli (Stoker y col,, 1983), enviados por B.G. Spratt. Se
multiplicé fago en las cepas DA1362 y DA1363 para transducir ambos plasmidos
a los mutantes esféricos Tet-R, seleccionando resistencia a kanamicina. La
recuperacién de la forma bacilar por adquisicién de uno de los plasmidos, indico
el gen afectado. Los mutantes Kan-R fueron clasificados utilizando fago crecido
en ellos y posterior transduccion del marcador /ip* a las cepas DA1410 y DA1411,
sobre M9 succinico. Los transductantes esféricos /ip* parecieron sélo cuando la
receptora era portadora del plasmido que no llevaba el alelo salvaje del gen (rodA
o pbpA) afectado por la insercion.

En un grupo de mutantes pertenecientes al grupo rodA-pbpA se analiz6 el
patron de PBPs con el proposito de confirmar la clasificacion genética, utilizando

el método descripto por Spratt y Pardee (1975).

5.3. Aislamiento de mutantes auxétrofos por transposicion

Se realizé una transduccioén entre la cepa LT2 y un lisado obtenido en un pool
de inserciones al azar de Tn70A16A17(Tet). Las colonias obtenidas fueron
barridas y resuspendidas en medio E sin glucosa. Una parte se diluy6é y sembrd
en cajas de medio E con glucosa enriquecido con 1,25% de caldo nutritivo; otra

parte se someti6 a enriquecimiento con penicilina (200 pg/ml) y, luego de incubar
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24 hs a 37°C en medio minimo con glucosa, se diluyd y plaqueé igual que la
anterior. Las colonias pequefas (posibles auxotrofos) se probaron en medios
minimo y completo. El requerimiento de aquellas que no crecieron en medio
minimo se determind por réplica sobre cajas con diversas combinaciones de
aminoacidos. Se utilizaron dos de los mutantes auxétrofos obtenidos, DA1302 y
DA1303, para la construccion de las cepas DA1713 y DA1714 (Tabla lil),
empleadas en el mapeo de la mutacién responsable de la resistencia condicional

a mecilinam de la cepa DA1138.

5.4. Obtencién de mutantes nalB

Con el proposito de utilizar este marcador en el mapeo de la mutacion de
resistencia a mecilinam de DA1138, se procedioé 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 acido
nalidixico (<5 pg/ml) (Hane y Wood, 1969). Se partié 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 acido nalidixico (Hane y Wood,
1969) que se incubaron a 37°C. Una de las colonias obtenidas mostré resistencia
a 4 pug/ml y sensibilidad a 6 pg/m! de acido nalidixico y presentd cotransduccion
entre dicha resistencia y el marcador zfi-2009::Tn10, ubicado en el minuto 58 del
mapa de S. typhimurium (Sanderson y Roth, 1988). En base a estos resultados, la
mutacién responsable de la resistencia a acido nalidixico en esa cepa (DA1528)

se denomind nalB411.



5.5. Aislamiento y caracterizacion 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 pl
de H,O, 30% (Lange y Hengge-Aronis, 1991).

El aislamiento de la mutacion rpoS7061 se realizé de acuerdo al trabajo de
Zambrano y col. (1993). Para ello, se sembro la cepa DA1674 en 3 ml de medio
completo y se incubd a 37°C, con agitacion; al cabo de 10 dias se plaquearon
diluciones del cultivo en cajas de medio completo para obtener colonias aisladas,
y se probd su capacidad de descomposicién del H,0, 30%. De 40 colonias
probadas, 8 mostraron respuesta negativa. La colonia elegida para su estudio
(DA1682), demostrd ser portadora de una mutacion en el gen rpoS, a la que se
denomind rpoS1061. El aislamiento de la mutacién rpoS1062 se describe en la
seccion V de Resultados.

Los ensayos de sensibilidad al H,O, (Lange y Hengge-Aronis, 1991; Fang y col.,
1992) se llevaron cabo agregando a cultivos estacionarios de las cepas a probar
H.O, a una concentracion final de 40 mM. Se consideré como indice de
sensibilidad al H,O; al porcentaje de células capaz de formar colonias luego de 60
minutos de exposicion al H,O, respecto de la viabilidad a tiempo 0.

Las pruebas de fermentacion de trehalosa se realizaron en medio EMB con 1%

de trehalosa.

6. Ensayos de tolerancia

La tolerancia a mutaciones letales de forma celular fue analizada por
transducciéon de la cepa con fago crecido en la cepa DA1041. Esta cepa es
portadora del marcador argR372::Tn10 y la mutacion letal mre-9 (inicialmente

llamada envB9), que son cotransducibles en un 20% (Antén, 1987). La aparicion
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de al menos un 5% de transductantes Tet-R (argR372::Tn10) constituidos por
células esféricas (mre-9) indico tolerancia en la cepa receptora.

La tolerancia se probdé también con mutaciones de forma generadas por
transposicion de Tn70A16A17 mediante la transduccidén con fago crecido en los
mutantes de insercion y seleccion de Tet-R o Kan-R segun el transposén

causante de la mutacion.

7. Cinéticas 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 incubd hasta fase estacionaria en bano a 41°C,
con agitacion continua. Ese cultivo se diluyé en medio precalentado hasta una DO
a 650 nm de 0,100 y se incubé en las mismas condiciones durante 150 minutos
para obtener un cultivo exponencial. En ese momento, se repitié la diluciéon hasta
una DO=0,100 y se fracciond en dos partes iguales (tiempo 0), que se incubaron
a 30°C o 41°C en banos con agitacion continua.

Se tomarcn muestras de ambos cultivos a intervalos de 60 minutos para la
medicion de diferentes parametros del crecimiento bacteriano: masa, divisiéon y
viabilidad celular. La masa celular se midi6 como densidad éptica a 650 nm. La
viabilidad celular se calcul6 a través del recuento de células capaces de formar
colonias en medio completo a 41°C. La division celular fue estimada mediante el
recuento del numero total de células, realizado con un contador electrénico de
particulas Coulter Modelo ZBI, equipado con una apertura de 30 pm. La
distribucion de! volumen celular en las muestras se analizé 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 formaldehido al 5% para fijar las células.
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En las cinéticas de crecimiento en las que se estudi6 el efecto de distintos
agentes, éstos fueron agregados en el tiempo O 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 experimentas, el cultivo
estacionario inicial se repicd dos veces desde una DO=0,100 hasta D0O=0,400,
con el propésito de obtener una poblacién exponencial lo mas 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 partié de un cultivo
estacionario en medio completo, obtenido en bafno a 41°C con agitacion continua;
éste fue diluido 1:2000 en el mismo medio e incubado toda la noche a 41°C sin
agitaciéon y en condiciones deficientes de aereacion. Al dia siguiente, el cultivo,
que presentaba una DO aproximadamente de 0,300, se diluyé hasta DO=0,100 en
el mismo medio, y se incubd durante 90 minutos en bano a 41°C con agitacion
optima. Se diluyd, entonces, con el mismo medio hasta DO=0,050 y se fraccion6
en dos partes iguales (tiempo 0), que se incubaron en baros a 30°C o 41°C con
agitacion, para iniciar cinéticas de crecimiento de 10 horas de duracion.

El estudio del comportamiento de los mutantes esféricos por insercién del
transposén Tn710A16A17(Kan) se realizd agregando al medio kanamicina
(20 ug/mi), a fin de evitar la proliferacion de células bacilares Kan-S originadas

por la escision precisa del transposén.

8. Tincién con naranja de acridina

La tincién de las células con el colorante naranja de acridina como indice la
viabilidad celular se realiz6 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 metano! durante cinco minutos, se lavaron con etanol absoluto y se
dejaron secar al aire. Posteriormente, se tineron durante cinco minutos con una
solucién de 10 ml de buffer fosfato-acido citrico (pH 4) mas 0,1 ml de una solucién
acuosa de naranja de acridina 1% P/V y luego se lavaron con el mismo buffer. Las
celulas fueron observadas con un microscopio de fluorescencia Axioplan Zeiss,
utilizando un filtro 09 (filtro de excitacion 450 a 490 nm, divisor cromatico 510 nm,

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

9. Medicion de respiracién celuiar

Los ensayos de respiracion celular se realizaron utilizando un monitor bioldgico
de oxigeno YSI Modelo 53. Se tomaron muestras de cinéticas de crecimiento a
30°C y 41°C, de fase exponencial, realizadas como se detallé previamente, y se
midid la velocidad de consumo de oxigeno durante tres minutos. Cada medicién
fue realizada a la misma temperatura del cultivo del cual provenia la muestra.
Durante los dos primeros muestreos (0 y 60 minutos) la mediciéon del consumo de
oxigeno se realizd 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 aminoacil-tARN sintetasas

Los ensayos de alanil y leucil-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; MgCl2 0,001 M). Luego de sonicar durante dos minutos,
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se centrifugd durante 30 minutos a 30000 rpm y el sobrenadante se centrifugd
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 mas de
48 horas y la concentracién de proteinas en los mismos se determin6 por el
método de Lowry (1951).

Para la medicion de la actividad de alanil-tARN sintetasa se trabajé con un
volumen final de 125 pl, mezclando: 50 pmoles de Tris-HCI pH 7,5, § pmoles de
MgCl,, 1 pmol de glutation, 1 pmol de ATP, 0,05 pmoles de 1“C-L-alanina
(10 pCi/pumol), 500 pg de tARN de E. coli y 100 pg de seroalbumina bovina. La
mezcla se preincubd durante cinco minutos a 30°C 6 41°C y la reaccion se inicié
con el agregado del extracto (0,01, 0,02 6 0,04 mg de proteina), continuandose la
incubacion durante otros cinco minutos, a la temperatura correspondiente. La
precipitacion del tARN se realizé absorbiendo 100 pl de la mezcla de reaccién en
un disco de papel Whatman 3MM que fue inmediatamente sumergido en acido
tricloroacético 5% a 0°C. Luego de sucesivos lavados, los discos se secaron y se
midié la radiactividad en un contador de centelleo liquido Packard Tri-Carb
Modelo 4530. La radiactividad medida indicé la cantidad de 14C-L-alanina unida a
tARN por actividad de alanil-tARN sintetasa. La medicion de la actividad de leucil-
tARN sintetasa se realizé en forma similar pero utilizando 2,5 pmoles de
14C-L-leucina (10 pCilymol). Las actividades especificas de la MC-L-alanina y
14C-L-Ieuc:ina utilizadas fueron 168,85 mCi/mmol y 300 mCi/mmol respectivamente

y ambas se obtuvieron de New England Nuclear.

11. Deteccién de guanosina tetrafosfato (ppGpp)
La deteccidon de este nucledtido se realizé siguiendo la técnica de marcacién
con fésforo-32 de Cashel (1969), empleando cepas cultivadas de acuerdo al

protocolo de Bochner y Ames (1982).
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Se partié 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 agitacion. Ese cultivo se diluyé al 20% con medio MOPS fresco, mas 0,4% de
glucosa y 0,2 mM de fosfato, y se incub6 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 ml
de esta suspension y se agregé 1 ml de MOPS con 0,4% de glucosa, 0,2 mM de
fosfato y 30 uCi/ml de fésforo-32 (acido ortofosférico con una actividad especifica
de 2 mCi/ml obtenido de New England Nuclear). La mezcla se incubé a la
temperatura correspondiente (30°C o 41°C) durante 30 minutos, para permitir la
sintesis de compuestos de fosforo-32. A 0,2 ml de la mezcla se agregaron 20 i
de acido formico 11N y se mantuvo en hielo durante 30 minutos. El extracto acido
se centrifugd durante 5 minutos a 12000 rpm a 4°C y el sobrenadante se sembré
en placa de polietileniminocelulosa utilizando fosfato de potasio 1,5 M, pH 3,4
como buffer de corrida. Finalizada la cromatografia, la placa se secé y expuso
durante 24 hs a una placa radiografica, que se revel6 en la forma convencional.

Las manchas obtenidas, correspondientes a diferentes compuestos con
fosforo-32, fueron identificadas y se las cuantificd utilizando un densitometro
Metrolab Modelo 3000. La mancha correspondiente a ppGpp se localizd corriendo
simultaneamente controles de la cepa argC95 incubada con fdsforo-32 en
presencia y ausencia de arginina (la ausencia de arginina en esa cepa incrementa
fuertemente la sintesis de ppGpp por induccién de la respuesta estricta). La
mancha correspondiente a GTP, que se utilizd como referencia ya que
permaneci¢ invariable en todas las cepas analizadas a pesar del cambio de
temperatura, fue ubicada en la placa de acuerdo al trabajo de Bochner y Ames

(1982).
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Resultados




)|

I. Obtencién y caracterizacién de mutaciones de forma celular por

transposicion

1. Obtencién de Inserciones en genes de forma

La obtencion de mutaciones de forma celular por insercion presenta dos
importantes ventajas: a) permite obtener mutaciones absolutas, que inactivan
totalmente la funcién los genes afectados, y, b) las mutaciones por insercion
resultan facilmente seleccionables por la resistencia a antibiéticos codificada por
el transposon. El procedimiento se llevoé a cabo utilizando los miniderivados del
transposén Tn10, Tn10A16A17(Tet) y Tn10A16A17(Kan) (Way y col., 1984), que
codifican resistencia a tetraciclina y kanamicina respectivamente (Materiales y
Métodos).

La introduccion de Tn10A16A17(Tet) en la cepa TT10427, portadora del
plasmido que codifica la transposasa de Tn70 (pNK972), mediante transduccion
con un lisado obtenido en la cepa TT10423, permitid obtener aproximadamente
143000 transductantes Tet-R (Tabla V). Estas colonias correspondian a
inserciones al azar en el cromosoma bacteriano ya que el transposdon se
encuentra en un plasmido de E. coli; sin embargo, entre esas inserciones, no se
hallé ninguna colonia compuesta por células esféricas (Tabla V).

Se ha demostrado anteriormente que ciertas mutaciones mre y pbpA sdlo son
aceptadas por bacterias denominadas tolerantes, aisladas por resistencia al
antibiotico B-lactamico mecilinam (Mec-R) (Antén, 1987; Ogura y col., 1989). Por
lo tanto, se repitié el experimento empleando cepas resistentes a eca 3-lactama.
Para ello se transfirid el plasmido pNK972 a la cepa DASS6, que es Mec-R y
tolerante a la mutacion letal mre-9 (Antén, 1987), y a DA1347, que es un derivado

Mec-R de la cepa argC95, también tolerante a esa mutacién. El propdsito de
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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 IV).

Una vez obtenidas las inserciones Tet-R en genes de forma, se llevd a cabo un
experimento similar con la cepa DA996(pNK972) como receptora, pero utilizando
como dadora a la cepa TN2500, portadora del transposén Tn710A16A17(Kan) en
el cromosoma. En este caso, una gran parte de los 86000 transductantes Kan-R
eran recombinantes homélogos, y no inserciones al azar, ya que el transposén
provenia del cromosoma de S. typhimurium y no de un plasmido de E. coli. Sin
embargo, se pudieron obtener otras 7 inserciones en genes de forma celular
(Tabla V).

Al igual que en el caso de las inserciones Tet-R, las inserciones Kan-R fueron
transferidas a la cepa DA996 original (sin el plasmido pNK972), a fin de evitar la
inestabilidad causada en esas mutaciones por los altos niveles de enzima

transposasa.

2. identificacion genética de los mutantes de forma por Insercion
Una vez obtenidos los 33 mutantes en genes de forma celular (Tabla V), se
procedié a identificar por métodos genéticos el gen de forma en el que habia
ocurrido la insercién del Tn70A16A17 en cada uno de esos mutantes.
La identificacion se basd, en un principio, en la cotransduccion entre las
mutaciones de forma, detectadas por el brillo caracteristico de las colonias

formadas por células esféricas, con marcadores cercanos seleccionables. En la
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Figura 3 se observa la localizacién 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 aroE®, hisS’, lip*, y leuS’, respectivamente, y se analizé en ellos la
cotransduccién del fenotipo esférico.

Los resultados que permitieron identificar a los 33 mutantes, se encuentran

resumidos en la Tabla V.

2.1. Mutantes rodA/pbpA

La mayoria de las mutaciones mostraron un promedio de cotransduccion del
17,6% con el marcador leuS' y 23,5% con lip" (Tabla V) que demuestra su
localizacién en el grupo rodA/pbpA (Figura 3), formado por dos genes adyacentes
que no pueden diferenciarse por cotransduccion (Spratt y col., 1980; Tamaki y
col., 1980).

La clasificacién de esos mutantes como rodA o pbpA, se llevd a cabo por
complementacion con los plasmidos pBS47 y pLG346, portadores de los alelos
pbpA® 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 plasmido pLG346(rodA’) y retuvieron la forma esférica cuando les fue
introducido el plasmido pBS47(pbpA*). 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 caracter para seleccionar transductantes

portadores de los plasmidos pBS47 y pLG346. La transduccion del marcador /ip* a
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los derivados DA1410 y DA1411 (Tabla Ill) con lisados crecidos en esas
inserciones arrojo los siguientes resultados: se obtuvo un promedio de 9% de
transductantes esféricos cuando la receptora llevaba el plasmido pBS47(pbpA’) y
s6lo transductantes bacilares cuando la receptora era portadora del plasmido
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 caracterizacion genética, se escogieron al azar seis mutantes
rodA identificados por complementacion y se sometieron a un ensayo de PBPs
para constatar la presencia de PBP 2 (Materiales y Métodos). En los seis
mutantes se cbservo la banda correspondiente a esta proteina, demostrando la
presencia de un gen pbpA funcional (datos no mostrados). Estos resultados
confirmaron la validez de la identificacion genética, que permitié concluir que las
25 inserciones del grupo rodA/pbpA afectaban al gen rodA, no habiendo ocurrido

ninguna insercion en el gen pbpA.

2.2. Mutantes mre y divD

Entre los 33 mutantes de forma, 7 presentaron cotransducciéon con el marcador
aroE’ (17,6%), demostrando pertenecer al grupo mre (Figura 3, Tabla V).
Resultados obtenidos por Wachi y col. (1989) han indicado la presencia en la
region mre de tres genes involucrados en el control de la forma celular. mreB,
mreC y mreD. La carencia de plasmidos portadores de estos genes impidieron la
individualizacién del gen afectado por las inserciones, y por ello se las denomina
mre.

Finalmente, la inserciéon restante fue identificada como divD::Tn10, al mostrar

una cotransduccién del 100% con el marcador hisS* (Tabla Ill).
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Figura 3. Genes de forma y marcadores cercanos en S. typhimurium
lip
pbpA
rodA
leuS
arokE
mreB
mreC
mreD 54'
argR /<
hisS divD
Tabla V. Identificacién genética de las inserciones que afectan forma celular
Cepa N° de dadoras Marcador Cotransduccién media Gen
receptora esféricas seleccionado  de las mutaciones afectado
(marcador de forma (%)
pertinente)
DA529 (aroE32) T aroE" 17,6 mre
DA1228 (hisS6331) 1 hisS* 100 divD
DA1294 (leuS3) 25 leuS" 17,6 rodA o pbpA
SA342 (lip-2) 14* lip* 23,5 rodA o pbpA

La identificacion de los genes afectados por insercion de Tn10A16A17 se realizé por
transduccion entre cepas portadoras de marcadores cercanos a los genes de forma y
lisados obtenidos en los mutantes esféricos. La aparicion de colonias compuestas por
células esféricas con una determinada receptora indicé cual era el gen de forma
afectado en la dadora.

“ Sélo en 14 de las 25 mutaciones ligadas al gen /leuS se probd cotransduccion con el

gen lip.
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3. Caracteristicas de las mutaciones de forma por inserciéon
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 estudio la respuesta a mecilinam de mutantes de forma representativos de
cada tipo. Los resultados presentados en la Tabla VI mostraron que las
inserciones en genes rodA y mre ocasionan un fuerte incremento de la resistencia
a mecilinam de DA996, mientras que la insercion divD modificé sélo levemente la
respuesta de dicha cepa al antibiético.

La pérdida de pNK972 en la cepa TT10427 (originando la cepa DA1415)
elimind su resistencia a mecilinam, lo que indica que la misma se debia a la R-
lactamasa codificada por el plasmido. La falta de tolerancia a la mutacion letal
mre-9 en TT10427 demuestra que la resistencia a mecilinam mediada por B-
lactamasa no confiere tolerancia a mutaciones letales de forma (Tabla VI).

Hace ya muchos afnos, Aono y col. (1979) describieron la elevada resistencia a
mecilinam presentada por los mutantes afectados en la sintesis (cya) o funcion
(crp) del AMP ciclico en E. coli K-12. Ademas, se ha demostrado la tolerancia de
una cepa cya de E. coli K-12 a una mutacion letal pbpA (Ogura y col., 1989). Por
esas razones, se estudié el efecto de mecilinam en mutantes cya y crp de S.
typhimurium, asi como la tolerancia de los mismos a la mutacion 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. Sélo la cepa PP1037,
portadora del alelo crp-773 mostré una CIM mas elevada, causada probablemente
por alguna otra mutacion, ya que cuando el marcador crp-773 se transdujo a LT2

(DA1371), la CIM no sufrié modificacion. Por otra parte, a pesar de su sensibilidad
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a mecilinam, las cepas cya y crp actuaron como buenas receptoras para la

mutacion letal mre-9 (Tabla V).

3.2. Tolerancia a mutaciones de forma por insercién

Los ensayos de tolerancia a las mutaciones de insercion se llevaron a cabo
mediante la transduccién 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 argC95 y su derivada Mec-R DA1347 como receptoras, se muestran en la
Figura 4. La transducciéon de las inserciones rodA y mre a la cepa Mec-S
(CIM 0.08 pg/ml, Tabla VI) produjo muy pocas colonias Kan-R, mientras que la
seleccion para el marcador control argC* permitid obtener un gran numero de
transductantes. Cuando se utiliz6 como receptora a la derivada Mec-R, que
presenta una CIM de mecilinam de 20 pg/ml (Tabla VI), tanto los transductantes
Kan-R como argC" aparecieron en alta frecuencia. Estos resultados indican que
las mutaciones rodA::Tn10A16A17 y mre::Tn10A16A17 son letales en genotipos
salvajes y que para su tolerancia se requieren mutaciones de resistencia al
antibiotico mecilinam.

Los pocos transductantes obtenidos con la 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 la receptora
Mec-R presentaron poblaciones homogéneas de células esféricas y pequenas.

La dnica insercion divD::Tn10A16A17 obtenida presenté 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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aparicién de estas mutaciones al utilizar en la obtencion a la receptora TT10427
podria deberse a baja frecuencia de insercién de Tn70 en el gen divD.

Se realiz6 el mismo tipo de ensayo utilizando como receptoras a una cepa
portadora de la mutacion cya-967 (DA1369) y a su derivada cya’ (DA1413)
(Tabla Ill). La cepa cya-961 mostré tolerancia a las inserciones rodA, mre, y
divD::Tn10A16A17 a pesar de su sensibilidad a mecilinam (Tabla VI), mientras
que el derivado isogénico cya® sélo fue tolerante a la insercion divD (datos no
mostrados). De acuerdo a estos resultados, los mutantes cya y crp de S.
typhimurium presentan tolerancia a mutaciones letales rodA y mre a pesar de no

mostrar resistencia a mecilinam.
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Tabla VI. CIM de mecilinam y tolerancia a la mutacion letal mre9 de las cepas utilizadas

Cepa Caracteristicas relevantes CiIM de Tolerancia
mecilinam
(Hg/ml) Ne de col. %col.
Tet-R mre-9
LT2 Mec-S 0,04 1000 0(<0,1%)
DA773 Mec-S 0,08 443 0 (£0,2%)
DAS96 DA773 pero Mec-R 2,5 1057 18
argC95 Mec-S 0,08 2850 0 (< 0,04%)
DA1347 argC95 pero Mec-R 20 1910 13
TT10427 pNK972 (Amp-R) 5 329 0 (< 0,3%)
DA1415 TT10427 pero Amp-S 0,04 287 0 (<0,3%)
DA1366* mre-17.Tn10A16A17 20
DA1367* divD135::Tn10A16A17 5
DA1368* rodA22::Tn10A16A17 20
DA1369° cya-961 zid62::Tn10 0,08
DA1413° cya’ zid62::Tn10 0,08
DA1370° cya-961 Tet-S 0,08 668 7
PP1037 crp-773::Tn10 5
DA1414° crp-802 Tet-S 2,5 267 9
DA1371¢ crp-773:Tn10 0,08
DA1372° crp-801 Tet-S 0,08 145 10

La concentracion inhibitoria minima (CIM) se midi6 como se detalla en Materiales y
Métodos. La tolerancia a la mutacion letal mre-9 fue calculada mediante transduccion de
las distintas receptoras con un lisado de la cepa DA1041, portadora de los marcadores
cercanos argR372::Tn10 y mre-9. Al seleccionar resistencia a tetraciclina, se consider6 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 cya-961y cya’ a partir de LT2xP22.TT2104 y seleccion de Tet-R.
¢ Derivado Tet-S de DA1369 obtenido por el método de Bochner y col. (1980).

4 Derivado crp-773 a partir de LT2xP22.PP1037 y seleccion 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. Transduccion 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 divD (1), mre (2), y rodA (3), producidas por inserciéon de Tn710A16A17 (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 transduccién en medio
completo con kanamicina para la seleccion de transductantes esféricos Kan-R, y en
medio minimo para seleccionar transductantes argC*, como control de la eficiencia de

transduccion.
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Il. Caracterizacién 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 utilizé una cepa con tolerancia condicionada
por temperatura.

Dada la relacién entre tolerancia a mutaciones de forma celular y resistencia a
mecilinam (Antén, 1987; Ogura y col., 1989), la cepa tolerante condicional se
obtuvo por aislamiento de derivados con resistencia termosensible a dicho
antibidtico, empleando el procedimiento detallado en Materiales y Métodos. Para
este trabajo se eligio la cepa DA1138, aislada por P. Levy Yeyati (1987), por su
mayor estabilidad y por presentar como rasgo fenotipico caracteristico, colonias
muy pequefas Y lisas a 41°C, que recuperan el aspecto normal tipico de la cepa
salvaje original a 30°C, facilitando asi el control del comportamiento.

En la Tabla VIl puede verse el efecto de la temperatura sobre la respuesta a
mecilinam de la cepa, medida ésta como sobrevida a 30°C y 41°C an medio con
1 pg/ml del antibidtico, y también por determinacion de la CIM de mecilinam a
esas dos temperaturas. La comparacion de los valores obtenidos para la cepa
salvaje LT2 y su derivada DA1138 confirma la ya descripta resistencia condicional
de esta ultima al antibiético (Levy Yeyati, 1987).

También se verificd la termosensibilidad de la tolerancia a mutaciones letales
mre, mediante transducciones con la cepa DA1138 como receptora y como
dadoras las cepas DA1041 y DA1352, portadoras de las mutaciones letales mre-9

y mre-13.:Tn10A16A17, respectivamente (Tabla Ill). Al  seleccionar
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resistencia a tetraciclina, segun se muestra en la Tabla VIII, sélo se recuperaron
transductantes brillantes (compuestos por células esféricas) a 41°C, lo cual

confirma el caracter termosensible de la tolerancia de la cepa DA1138.

Tabla VII. Efecto de la temperatura sobre la respuesta a mecilinam de la cepa DA1138

Sobrevida en medio con CiM de
Cepa mecilinam (1pg/mi) mecilinam (pg/ml)
30°C 41°C 30°C 41°C
LT2 8,4x10°® 7.4x10° 0,08 0,08
DA1138 1,8x10° 8,6x10™ 0,08 20

Tabla VIil. Efecto de la temperatura sobre la tolerancia a mutaciones mre en DA1138

N° de transductantes Tet-R:

Cepa donante brillantes®/totales (%)

30°C 41°C
DA1041 (mre-9 argR372::Tn10) 0/500 (<0,02%) 15/140 (10%)
DA1352 (mre-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
mutacion mre-9, la no-tolerancia esta dada por la ausencia de colonias brillantes
(mre-9) entre los transductantes Tet-R (argR372::Tn10) seleccionados a 30°C; en el
caso de la mutacion mre-13::Tn10A16A17(Tet), lo que se selecciona es directamente la
mutacion de forma, por lo que la falta de tolerancia a 30°C se manifiesta como
ausencia de transductantes a esa temperatura.

? Colonias cormr puestas por células esféricas mre-9 o mre-13::Tn10A16A17
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2. ldentificacion genética de la mutaciéon responsable de la resistencia

a mecilinam y tolerancla condicional de la cepa DA1138

2.1. Mapeo preliminar por conjugacioén
Dada la relacion directa entre la resistencia a mecilinam y tolerancia a
mutaciones de forma celular en la cepa DA1138, ambas propiedades fueron
asignadas a una unica mutacion, que se denominé mec-4.

Los primeros intentos de mapeo de la mutacion mec-4 fueron realizados
mediante conjugacién (Tabla IX), utilizando distintas cepas Hfr como dadoras
(Sanderson y col.,, 1972). En la Figura 5 se muestran los crigenes de
transferencia de las Hfr utilizadas, asi como los marcadores empleados en el
mapeo. Como receptoras se utilizaron la cepa SB1294 y dos derivados
auxétrofos de DA1138, DA1713 y DA1714 (Tabla lll), cuya obtencidén se

describié en Materiales y Métodos.

Figura 5. Cepas Hfr y marcadores empleados en el mapeo de mec-4
leu

SA722

4500 kb

SA464 (1007

Se indican los origenes y sentido de transferencia de las cepas Hfr
usadas (Sanderson y col.,, 1972), y la posicién de los marcadores
empleados (Sanderson y Roth,1988).
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Los resultados obtenidos en los cruzamientos (Tabla IX) permitieron llegar a las
siguientes conclusiones acerca de la ubicacion de mec-4:

-Cruzamiento N°1: la alta frecuencia de recombinantes sensibles a mecilinam
indica que mec-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 /eu, quedando como
region mas 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 mec-4 se encuentra en las proximidades de los marcadores cisJ cisD.

2.2. Mapeo de mec-4 por cotransduccion con marcadores cercanos

Una vez localizada la mutacion mec-4 alrededor del minuto 60, se investigo
su posible cotransduccion con marcadores cercanos. Para ello, se utilizaron las
inserciones zfi-2009::Tn10, zfj-1623::Tn10dcam, y sr/-202::Tn10, cuya ubicacion
en la zona es conocida (Sanderson y Roth, 1988), y se aisl6 la mutacion
nalB411 como se describié en Materiales y Métodos.

Las transducciones detalladas en la Tabla X demostraron la existencia de
cotransduccion entre la mutacion mec-4 y los marcadores sr/, zfi-2009::Tn10 y
2fj-1623::Tn10dcam, confirmando el mapeo preliminar. Se llevaron a cabo,
ademas, pruebas de tres puntos (Tabla Xl) para establecer el orden de los
marcadores analizados. El conjunto de resultados obtenidos permitio construir el
mapa de la Figura 6, que incluye a mec-4 en la regiéon correspondiente a los

minutos 58-59 del cromosoma de S. typhimurium.
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Figura 6. Mapa genético de S. typhimurium en la regién
correspondiente a los minutos 58-59

09

58' 59
nalB zfi-2009 zfj-1623 mec-4 recA srl
86%-83%
86%-49%
59% 28%
|
— >
66% 21%-19%
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21%-15%
d '
q ) 4
20%-16%
4

Los valores consignados corresponden a las frecuencias de
cotransducclén mostradas en la Tabla X. La cabeza de la flecha
indica el marcador no seleccionado.
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2.3. Identificacion por complementacion del gen afectado por mec-4

La ubicacién de mec-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 mec-4 podia afectar al gen alaS,
codificador de la alanil-tARN sintetasa, que pese a no haber sido descripto aun
en S. typhimurium, se sabe que mapea en esa zona en E. coli (Bachmann,
1990). Para investigar esa posibilidad, se transfiri6 a la cepa DA1138 el
plasmido pTAC875N, portador del gen alaS salvaje de E. coli. Esto fue realizado
mediante transduccién entre DA1138 y un lisado de DA1540, seleccionando
resistencia a ampicilina. Luego, se midi6 en el derivado DA1138 pTAC875N la
tolerancia a la mutacion letal mre-9. Los datos presentados en la Tabla Xl
demuestran que la presencia del plasmido en la cepa DA1138 anula la

tolerancia a la mutacion mre-9 a 41°C.

Tabla XII. Tolerancia a la mutaciéon mre-9 de un derivado DA1138 pTAC875N

N° de transductantes Tet-R:
brillantes (mre-9)/totales (%)

Cepa receptora

30°C 41°C
DA1138 (mec-4) 0/2280 (<0,04%) 43/570 (7,5%)
DA1138 pTAC875N (mec-4/alaS") 0/715 (<0,13%) 0/125 (<0,8%)

La tolerancia a la mutacion letal mre-9 fue probada por transduccién de las receptoras
con fago DA1041 (argR372::Tn10 mre-9), y seleccién de transductantes Tet-R a 30°C
y 41°C. La aparicion de menos del 5% de colonias brillantes mre-9 indicé ausencia de
tolerancia en la receptora.
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No pudo probarse la resistencia a mecilinam del derivado DA1138
pTAC875N porque la R-lactamasa codificada por el plasmido confiere
resistencia a dicho antibiético, pero se investigo el efecto del plasmido sobre la
formacion de las colonias pequenas y lisas que caracteriza a la cepa DA1138
crecida a 41°'C. Como puede observarse en la Figura 7, la introduccién de
pTACB875N en la cepa DA1138 determind la recuperacion del tamario y aspecto
normal a 41°C.

Los datos presentados demuestran que el plasmido pTAC875N, portador del
alelo salvaje del gen alaS, es capaz de complementar a la mutacién mec-4,
indicando que la misma afecta al gen codificador de la alanil-tARN sintetasa.

Por ello, la mutacién mec-4 pasé a denominarse alaS206 (Ts).
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Figura 7. Morfologia de colonia de la cepa DA1138 y del derivado DA1138 pTAC875N

a) DA1138, 30°C.

b) DA1138, 41°C.

c) DA1138 pTAC875N, 30°C.

d) DA1138 pTAC875N, 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 pequenas y lisas a
41°C (b). La introduccion de pTAC875N (Amp-R) no alterd el aspecto ni el tamario de
colonia a 30°C (c), pero restaurd la morfologia normal a 41°C (d). La pérdida de
pTAC875N por segregacion (colonia Amp-S) permite obtener nuevamente colonias

pequenas y lisas a 41°C (d).
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2.4. Actividad de alanil-tARN sintetasa en DA1138

La identificacidon de mec-4 como mutacion del gen alaS fue corroborada en
forma directa valorando la actividad de alanil-tARN sintetasa de la cepa DA1138
a 41°C y a 30°C. Para ello, se utilizé el procedimiento descripto por Bdck (1969),
detallado en Materiales y Métodos, midiéndose ademas la actividad de leucil-
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
observé que la actividad de alanil-tARN sintetasa era alta a 30°C pero aparecia
seriamente disminuida al incrementarse la temperatura, lo que indica que la
enzima es intrinsecamente termolabil. Por su parte, la cepa DA1138 no mostré
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 esta 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 mutacion, 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 la cepa muestre fenotipo mutante.

La actividad de leucil-tARN sintetasa (Figura 9) fue normal y similar en ambas
cepas, a ambas temperaturas.

Los resultados obtenidos demuestran que la mutacion mec-4 (alaS206) afecta
drasticamente la actividad de alanil-tARN sintetasa en la cepa DA1138 y

confirman la asignacién lograda por métodos genéticos.
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3. Relacién 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
aminoacil-tARN sintetasas 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 aminoacido o a inactivacion de la aminoacil-tARN sintetasa
correspondiente, desencadena el mecanismo global conocido como "respuesta
estricta”. Esto fendmeno, que resulta en la rapida detencion de la sintesis de
ARN estable, es mediado por un efector principal, guanosina tetrafosfato
(ppGpp), que es sintetizado por el producto del gen re/lA tan pronto como la
asociaciéon de mARN-tARN no cargado-ribosoma da la sefal requerida (Cashel
y Rudd, 1987).

Para determinar si la mutacion termosensible identificada en el gen alaS de la
cepa DA1138 también causa variaciones termodependientes en el nivel de
ppGpp de la célula, se dosé este compuesto a 30°C y a 41°C en las cepas LT2,
DA1138 y en una derivada re/A21 de DA1138 (cepa DA1491, Tabla Ill).

El nivel de ppGpp se midié como se indico en Materiales y Métodos. Los
datos obtenidos (Figura 10) demuestran que en la cepa DA1138 el nivel de
ppGpp se increment6 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 elevo 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 VIl). Se muestra
también en la Figura 10 la ausencia de ppGpp en la derivada DA1138

relA21::Tn10.
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Figura 10. Nivel de ppGpp en DA1138
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Los valores de ppGpp estan 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 mutacion relA en la resistencia a mecilinam de DA1138

Si la acumulaciéon de ppGpp a 41°C en DA1138 es causante de la resistencia
a mecilinam de la cepa, una mutacion relA que inactiva el gen codificador de la
principal enzima (ppGpp sintetasa |) responsable de la sintesis de ppGpp
(Cashel y Rudd, 1987) e impide, por lo tanto, la sintesis del compuesto, deberia
modificar notablemente la respuesta a mecilinam de DA1138.

Para investigar esa posibilidad se midi6 la sobrevida en medio completo con
mecilinam (1pg/ml) a 30°C y 41°C de la cepa DA1138 y su derivada
relA21::Tn10 (DA1491), y se utilizd LT2 y LT2 relA21::Tn10 como controles.
Ademas, se determind la CIM de mecilinam a ambas temperaturas para las

cuatro cepas.
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Los resultados presentados en la Tabla Xl muestran claramente que la
introduccion de una mutacién re/A, que reduce drasticamente el nivel de ppGpp
(Figura 10), eliminé la resistencia a mecilinam que presenta la cepa DA1138, lo
que demuestra que la resistencia se debe a la acumulacion de ppGpp causada

por la mutacion alaS206(Ts) en esas condiciones.

Tabla XIIl. Respuesta a mecilinam en un derivado re/A de DA1138

Sobrevida en medio con CIM de mecilinam
Cepa mecilinam (1 pg/ml) (pg/ml)
30°C 41°C 30°C 41°C
LT2 1,9x10° 2,0x10® 0,04 0,02
LT2 relA21:Tn10 4,9x10’® 3,6x10° 0,04 0,02
DA1138 1,9x10° 8,6x10™ 0,04 10
DA1138 relA21:Tn10  3,8x10° 4,2x10°® 0,04 0,02
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lll. Efecto de la temperatura sobre derivados esféricos de DA1138

en fase logaritmica

Se investigaron las alteraciones del crecimiento bacteriano ocasionadas por
la inactivacion 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 demostro, 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) permitio estudiar de que manera se ve afectado el
crecimiento bacteriano por la ausencia de los productos de diferentes genes de
forma y tratar asi de determinar la funcién de éstos en el ciclo celular.

A fin de trabajar con mutaciones capaces de anular completamente la funcion
génica, se construyeron derivados de la cepa DA1138 portadores de las
mutaciones rodA22::Tn10A16A17(Kan), mre-17::Tn10A16A17(Kan) y
divD135:Tn10A16A17(Kan), cuya obtencidon, por insercion del transposon
Tn10A16A17 que confiere resistencia a kanamicina, ya fue descripta. Estas
inserciones también seran 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 Ill). La seleccion directa de las inserciones en los genes de forma se
realiz6 en medio completo con kanamicina a la temperatura en que se
manifiesta la tolerancia (41°), obteniéndose los derivados
DA1138 rodA22::Tn10A16A17, DA1138 mre-17:Tn10A16A17, y DA1138
divD135::Tn10A16A17.

Se estudié el comportamiento de los derivados esféricos de DA1138

mediante cinéticas de crecimiento a 30°C (condicion restrictiva) y 41°C
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(condicion permisiva) durante la fase logaritmica. Se midieron tres parametros
del crecimiento bacteriano: masa (densidad dptica a 650 nm), division (numero
total de células) y viabilidad celular (ndmero de células capaces de formar
colonia), en la forma descripta en Materiales y Métodos. De la relacion densidad
optica/ namero total de células se calculd la “masa” celular promedio (Begg y
Donachie, 1978) y por medicion con el contador Coulter se determind la

distribucién de tamanos en las células incubadas a 30°C y 41°C.

1. Cinéticas 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 sélo se observd un corto retraso en la curva de
densidad optica al pasar el cultivo de 41°C a 30°C. El aumento de células
totales y viables fue menos rapido a 30°C que a 41°C, pero en ambos casos
aumenté exponencialmente y mostré gran coincidencia entre ambos tipos de
mediciones. La adquisicion de la mutacion alaS206 por la cepa LT2 (cepa
DA1138) no produjo cambios importantes (Figura 12) excepto por una
atenuacion d: la 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 expresion a 41°C de la mutacién
alaS206 que al elevar el nivel de ppGpp, deprime la tasa de crecimiento (Cashel
y Rudd, 1987). También en este caso los titulos de células totales y formadoras
de colonias mantuvieron estrecha coincidencia.

En contraste con lo observado con las cepas anteriores, la derivada
rodA22::Tn10A16A17 de DA1138 (Figura 13) mostro diferencias tanto a 30°C
como a 41°C. Si bien la curva de densidad Optica fue similar a las dos
temperaturas, pero con evidencias de una mas temprana entrada en fase

estacionaria a 30°C, la curva representativa del nimero total de células mostré
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una pendient2 mucho menor a 30°C que a 41°, y la correspondiente al nimero
de células formadoras de colonias no mostré aumento pese al mantenimiento de
un cierto nivel de divisidén y a diferencia con el cultivo de 41°C que presentd un
aumento de casi 100 veces en el mismo parametro. Como consecuencia de
estas alteraciones se produjo en el cultivo de 30°C un considerable desfasaje
entre el nimero 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, presentd una drastica reduccion
en la tasa de division (numero total de células) y detencién en el aumento de las
células formadoras de colonias a 30°C, que en este experimento mostraron una
transitoria disminucion observada sélo en algunos casos. También las
caracteristicas de las curvas de densidad optica fueron similares a las de la
cepa rodA22, observandose claramente la mas temprana detencién del cultivo
de 30°C.

Por otra parte, pudo observarse en los cultivos logaritmicos a 41°C de los
derivados rodA22 y mre-17 (Figuras 13 y 14) que una cierta proporcién de las
ceélulas presentes, variable de experimento en experimento, tampoco formaba
colonia. Esa anormalidad se fue atenuando con el tiempo (el aumento de
células viables mostré6 mayor pendiente que la del numero total de células) y
desapareciod al llegar el cultivo de 41°C a la fase estacionaria.

A diferencia de las cepas con inserciones en rodA y mre, el derivado
divD135::Tn10A16A17 mostré 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 num=ro total de
células y numero de células viables fue algo menor que en la cepa control
DA1138. Con la cepa divD135 no se advirtieron las anormalidades observadas

en las ofras mutantes esféricas en la relacion entre bacterias totales y
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formadoras de colonias. A 41°C, este derivado presentd un aumento en el
numero total de células y nimero de células viables superior al observado con
los derivados rodA22 y mre-17.

Los experimentos presentados demuestran que la division celular y la
formacion de colonias son las funciones mas seriamente afectadas por las
mutaciones letales rodA22::Tn10A16A17 y mre-17.:Tn10A16A17 en ausencia de
tolerancia a las mismas. Por otra parte, los resultados confirman que la funcion
del gen divD es necesaria para el control de la forma celular pero no es
requerida para la supervivencia de la bacteria.

El analisis de la “masa” celular promedio en los experimentos descriptos
demostréo que las bacterias de los derivados rodA22 y mre-17 aumentaban
notablemente de tamano durante la incubacién a 30°C, superando el volumen
de las células mantenidas a 41°C (datos no mostrados). Este aumento fue
también evidente en estudios de distribucidn de tamafios realizados con el
contador Coulter, que ademas indicaron que las células de los cultivos a 30°C
mostraban una mayor heterogeneidad en el tamano 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, lo que sugiere que esta 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 realizé como se indicé en las Figuras 11 y 12.
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2. Efecto de la temperatura sobre la viabllldad 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) plante6 la duda de si esa inactivacion se producia
durante la incubacion a 30°C o, posteriormente, ya a 41°C sobre medio soélido.
Para aclarar este punto se procuré determinar la viabilidad de las células por un
método que diera una respuesta inmediata y no implicara la prolongada
incubacion hasta la apariciéon de la colonia. Para ello se emple6 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
tefiidas 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 acidos nucleicos, y, a
pH 4, fluoresce con color naranja cuando esta unido a ARN y verde cuando esta
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 relacién a su ADN, por lo que fluorescen naranja.
En ausencia de ARN ribosomal (la especie mas abundante de ARN), la bacteria
fluoresce color verde por la unién del colorante al ADN, y, dado que la pérdida
de los ribosomas impide el crecimiento, puede considerarsela 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 tamano, y
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todas presentaban color naranja, indicando un 100% de viabilidad (Figura 16A).
Por el contraiio, puede observarse en la Figura 16B que los bacilos sensibles a
kanamicina (Kan-S), generados por escisién precisa del transposén tanto a
30°C como a 41°C, mostraban color verde debido al efecto bactericida de la
kanamicina presente en el medio. La llegada a fase estacionaria del cultivo de
41°C se manifestd con una disminucion del tamano celular, como ocurre
normalmente en esas condiciones (Kjeldgaard y col., 1958), y un evidente
mantenimiento de la viabilidad demostrada por el color naranja de las células
(Figura 16C).

En la condicion restrictiva (30°C), a los 300 minutos de producido el pasaje a
esa temperatura, cuando tan sélo el 10% de las bacterias eran capaces de
formar colonia, la mayoria de las células seguian mostrando fluorescencia
naranja a pesar de que en algunas comenzaban a advertirse zonas verdosas
(Figura 16D). También resulté notable, en esas condiciones, el gran volumen y
heterogeneidad de tamaro de las células en relacién con el cultivo equivalente
a 41°C (Figuras 16C y 16D).

Los resultados obtenidos indican que la inhibicion del aumento de la
viabilidad ocurre con posterioridad a la incubacion en la condicidn no permisiva,
ya que las bacterias incubadas en esa condicion estan 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

(formacién de colonias), y no a un fendmeno irreversible de muerte celular.
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Figura 16. Ensayo de viabilidad con naranja de acridina

Tincion con naranja de acridina de células DA1138 rodA22::Tn10A16A17(Kan)
cultivadas a 30°C o0 41°C en un experimento similar al detallado en las Figuras 11y 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 poblacion
uniforme de ceélulas esféricas tefiidas de color naranja.

B. Bacilos segregantes (Kan-S) en un cultivo a 41°C, 240’, muertos por la accion 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. Cultivo a 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 celulas son de mayor tamano 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. Medicidn de la respiracion celular

Para tratar de confirmar el resultado obtenido por tratamiento con naranja de
acridina, se estudio la velocidad de consumo de oxigeno de ceélulas de DA1138
rodA22::Tn10A16A17 en muestras proveniente de cultivos de 30°C y 41°C.

Los resultados presentados en la Figura 17 muestran que la velocidad de
consumo de oxigeno y la masa celular (densidad 6ptica) aumentaron de la misma
manera a ambas temperaturas, ya que su relacibn se mantuvo constante. La
relacion entre la velocidad de respiracion y densidad Optica en condiciones
restrictivas (30°C, Figura 19b) fue levemente menor respecto de lo observado en
la condicion p:armisiva (41°C, Figura 19a), posiblemente debido a la influencia de
la temperatura en la tasa de consumo de oxigeno.

Estos datos demuestran que, a pesar de las profundas alteraciones causadas
por la temperatura no permisiva en la formacion de colonias y la division celular,

la cepa DA1138 rodA22 continua respirando normaimente en esas condiciones.
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IV. Comportamiento de la cepa DA1138 rodA22::Tn10A16A17 en

fase estacionaria

1. Recuperacién de la viabilidad celular en condiciones de no-
tolerancia en fase estacionaria
Los estudios del crecimiento de los derivados esféricos de DA1138 hasta aqui
analizados se realizaron a lo largo de seis horas que abarcaban la fase
logaritmica de crecimiento bacteriano. En forma rutinaria, se tomaron, también,
muestras de los cultivos mantenidos durante toda la noche a 30°C y 41°C, para
medir densida i dptica, viabilidad y nimero total de células en la fase estacionaria.

Curiosamente, se observd que los cultivos de las cepas DA1138 rodA22 y
DA1138 mre-17 que en fase logaritmica a 30°C mostraban una drastica inhibicién
en el aumento de células formadoras de colonias, al cabo de 20 horas de
incubacién a la temperatura no permisiva presentaban un titulo de células viables
similar al del cultivo mantenido a 41°C. Estos resultados indicaron que en algun
momento posterior a las seis primeras horas, a 30°C, se revertia el efecto de la
falta de tolerancia y las células recuperaban la capacidad de formar colonias en
las condiciones restrictivas.

Para estudiar este fendbmeno y observar cémo y en qué momento ocurria la
recuperacion, se llevaron a cabo cinéticas de crecimiento de 10 horas de duracion
con la cepa DA1138 rodA22::Tn10A16A17, a 30°C y 41°C. Para realizar estos
experimentos se varid el procedimiento habitual en la forma detallada en
Materiales y Métodos.

La Figura 18 muestra los resultados obtenidos. En la condicion permisiva
(41°C) se observo un aumento exponencial del numero 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 optica a 41°C, que aument6 hasta
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llegar a su valor maximo, la densidad 6ptica del cultivo en condiciones de no-
tolerancia (30°C) mostré6 una meseta, con un nuevo aumento posterior hasta
detenerse en forma definitiva. Confirmando lo observado en los experimentos de
corta duracién, el numero total de células aumenté a 30°C en forma constante,
aunque a una velocidad mucho menor que en la condicion permisiva. El nimero
de ceélulas capaces de formar colonias a 30°C no se modificé durante cierto
periodo (tres horas en este caso, pero variable entre diferentes experimentos) y
luego, coincidiendo con el cese de aumento de masa celular, comenz6 a
incrementarse rapidamente, a una velocidad aun mayor que la tasa de division
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 fenémeno, de naturaleza desconocida, que se produce cuando el cultivo

llega a fase estacionaria.

2. Recuperacién de la viabilidad celular por acclén de acetato o

benzoato

La coincidencia entre la ilegada a fase estacionaria y la recuperacion de la
viabilidad celular en el cultivo a 30°C sugiere que este hecho podria estar
relacionado con los fendbmenos que caracterizan esa fase de crecimiento.

Estudios recientes han demostrado que la entrada en fase estacionaria pone
en marcha un complejo programa regulatorio que resuita en la sintesis de una
variedad de proteinas que caracterizan a esta etapa del crecimiento (Groat y col,,
1986; Spector y col.,, 1986). Se ha observado, ademas, que los promotores de
muchas de ellas estan bajo el control del producto del gen rpoS (también
conocido como katF)(Lange y Hengge-Aronis, 1991). La proteina codificada por el

gen rpoS corresponde a un factor sigma (Mulvey y Loewen, 1989; Tanaka y col.,
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1993), denominado o°, cuya estructura es altamente similar a la de ¢’°, el principal
factor sigma celular. La sintesis de esta importante proteina regulatoria se
incrementa en fase logaritmica tardia y alcanza su nivel maximo en fase
estacionaria (Lange y Hengge-Aronis, 1994). No se conocen aun los factores
responsables de la induccion de ¢°, aunque se han postulado varias sefales entre
las cuales estan ppGpp (Gentry y col., 1993) y la homolactona serina (Huisman y
Kolter, 1994). Schellhorn y col. (1992) demostraron que el acet:to, producto
acumulado en fase estacionaria durante el crecimiento en medio completo, es
capaz de inducir, en fase exponencial, la produccion de R-galactosidasa en una
fusion transcripcional del operon lactosa al gen rpoS y el mismo fenémeno se
observé con benzoato (Mulvey y col., 1990).

Se aproveché la caracteristica de acetato y benzoato de inducir rpoS para
investigar la posibilidad de provocar artificialmente, en fase logaritmica, la
restauracion de la viabilidad celular que se produce naturalmente en fase
estacionaria. Para ello, se agregd acetato de sodio (100 mM) al medio de cultivo
en cinéticas de crecimiento a 30°C y 41°C con la cepa DA1138
rodA22:: Tn10A16A17.

El agregado de acetato de sodio a 30°C (Figura 19) produjo una rapida
restauracion de la capacidad de formacién de colonias, marcadamente inhibida en
el control sin el compuesto, asi como también un cierto aumento en la division
celular. A 41°C, el acetato causé una ligera depresion en la tasa de division y
afectd levemente la viabilidad celular del cultivo (datos no mostrados),
destacando aun mas la positiva accion ejercida a 30°C. Debe resaltarse el notable
efecto del acetato sobre la densidad Optica, ya que provocéd una severa inhibicion
en la tasa de aumento de masa a 30°C (y también a 41°C, datos no mostrados)

con disminucion del volumen celular (datos no mostrados).
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Un experimento similar al realizado con acetato de sodio se llevé a cabo con
benzoato de sodio, otro posible inductor del gen rpoS. El benzoato de sodio
(25 mM), al igual que el acetato, también permitié la recuperacién de la viabilidad
celular en condiciones restrictivas (30°C), asi como un cierto incremento de la
divisién celular; a 41° casi no tuvo efecto en estos parametros. Sin embargo, a
diferencia de acetato, el benzoato afectd levemente el incremento de masa celular
a 30° aunque si lo deprimidé a 41°C (datos no mostrados).

También se ensayd 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 transcripcion 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
observé con furmiato de sodio 40 mM (datos no mostrados).

La notable recuperacion 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 podria estar involucrado en la

restauracion observada en fase estacionaria.
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Figura 18. Cinética de la cepa DA1138 rodA22
hasta fase estacionaria
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Se partié de un cultivo logaritmico a 41°C. Este fue diluido hasta DO=0,050 y dividido en
dos partes (tiempo 0): una se incubé a 30°C y la otra a 41°C. Se tomaron muestras de

ambos cultivos para medir: densidad 6ptica (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 partié6 de un cultivo logaritmico a 41°C. Este fue diluido 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
ultima condicion no se muestran los datos obtenidos). Se tomaron muestras para
medir: densidad optica (DO), N° total de células (Total) y N° de células formadoras

de colonias (Viable).
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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
la mutacion rodA22, en fase exponencial y en condiciones de no-tolerancia, es la
inhibicién de la viabilidad celular. Pero dado que la entrada en fase estacionaria,
etapa caracterizada por un aumento de la actividad del factor o°, codificado por el
gen rpoS, coincidid con la rapida reversion de esa inhibicion y el agregado en
fase exponencial de posibles inductores de rpoS (acetato o benzoato de sodio)
también resultd en una efectiva recuperacion del nimero de células capaces de
formar colonias, se considerd la hipotesis de que rpoS fuera responsable de la
restauracion de la viabilidad celular observada en fase estacionaria y condiciones
restrictivas. Para analizar esta posibilidad, se estudié el efecto de tres mutaciones

rpoS sobre el comportamiento de DA1138 rodA22.

1. Obtencién y caracterizacién de mutaciones rpoS

1.1. Obtencion de mutaciones rpoS
Se emplearon tres mutaciones del gen rpoS. Una de ellas, construida por Fang
y col. (1992), es una mutacion que inactiva totalmente al gen rpoS y fue obtenida
por insercién en ese gen de un plasmido suicida que confiere resistencia a
ampicilina. Esta mutacién ha sido denominada rpoS::Amp-R (O'Neal y col., 1994)
y se recibié del Saimonella Genetic Stock Centre, en la cepa SF1005 (Fang y col.,
1992).
Las mutaciones rpoS restantes fueron obtenidas en este laboratorio. La

caracteristica utilizada para la busqueda de posibles mutantes rpoS fue la
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incapacidad de descomponer rapidamente el agua oxigenada al aplicar sobre la
cepa (crecida en caja de medio completo durante 24-48 hs) 10 ul de H,0, al 30%
(Lange y Hengge-Aronis, 1991). En esas condiciones, el fenotipo salvaje es un
burbujeo intenso debido a la liberacién de O, causada por la descomposicion del
H20. por accion de la catalasa de fase estacionaria HPIl. Esta enzima esta
codificada por el gen katE (Loewen, 1984), cuya transcripcion depende de! 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
descomposicion 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 demostr6 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 informacion se disefé el
procedimiento detallado en Materiales y Métodos que permiti6 obtener una
colonia derivada de la cepa DA1674, a la que se denominé DA1682 (Tabla 1),
incapaz de producir burbujeo con agua oxigenada.

Por otfra parte, se ha documentado la identificacién de cepas portadoras de
mutaciones rpoS en colecciones de laboratorio de E. coli (Touati y col., 1986) y se
ha supuesto que esas mutaciones, de origen espontaneo, serian positivamente
seleccionadas en las condiciones de almacenaje de los cultivos (Kolter y col.,
1993). Se investigd la posible presencia de tales mutaciones rpoS en la coleccion
de cepas de S. typhimurium de este laboratorio, empleando la prueba del
burbujeo. Entre 120 cepas probadas, hubo 6 negativas, y entre ellas se eligio la
denominada hisW1509 (Roth y col, 1966), obtenida originalmente de P. E.

Hartman, por su clara incapacidad para descomponer el H,O,. Esta ultima cepa y
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la descripta en el parrafo anterior fueron sometidas a distintas pruebas para

identificar las mutaciones responsables de su fenotipo.

1.2, Caracterizacién genética de las mutaciones rpoS7061y rpoS1062

a) Mapeo por cotransduccién con marcadores cercanos

Si bien se ha notificado la localizacion cromosémica aproximada del gen rpoS
en S. typhimurium entre los minutos 57 y 60 del mapa genético (Fang y col.,
1992), no se han publicado datos acerca del mapeo fino de rpoS en dicha
especie. En E. coli se encontrd que este gen presenta aproximadamente un 40%
de cotransduccion con el gen cysC (Touati y col., 1986; Lange y Hengge-Aronis,
1991; Kaasen y col., 1992) y un 60% de cotransduccion 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 homologia existente ente E. coli y S. typhimurium y con el
propdsito de analizar si las cepas DA1682 e hisW1509 eran realmente portadoras
de mutaciones rpoS, se procedi6é a analizar la cotransduccién 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 insercion
mutS121::Tn10 y la mutacién cys/23 ubicada en el grupo cysJIHDC del minuto 60
(Sanderson y Roth, 1988).

En la Tabla XIV pueden observarse los resultados obtenidos. Las mutaciones
responsables de la falta del burbujeo de las cepas DA1682 e hisW1509
(denominadas  rpoS71061 y  rpoS1062, respectivamente)  mostraron
aproximadamente un 2% de cotransduccion con los marcadores cys/ y mutS, que
no cotransducen entre si. En base a estos datos se localizé el gen mutado en
esas dos cepas entre los marcadores cys/ y mutS, en una ubicacidn

correspondiente a la del gen rpoS en E. coli.
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b) ldentificacién por complementacién génica

La confirmacién de las cepas DA1682 e hisW1509 como mutantes rpoS se
realizé por complementacion génica, utilizando el plasmido 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 la cepa DA1697, portadora del plasmido pMMkatF3,
seleccionando los transductantes portadores del plasmido por la resistencia a
ampicilina que éste confiere.

La entrada de pMMkatF3 determiné la recuperacidén por ambas cepas de la
capacidad de descomponer H;O, con burbujeo intenso y de fermentar trehalosa;
esta ultima, es otra caracteristica dependiente de rpoS (ver mas abajo) alterada
en esas cepas. Por otra parte, la pérdida del plasmido por segregacion, con la
consiguiente recuperacion de la sensibilidad a ampicilina, determiné la
reaparicion del fenotipo negativo en la prueba del burbujeo y la incapacidad de
fermentar trehalosa. Estos resultados confirman que las mutaciones obtenidas,

rpoS1061y rpoS1062, afectan al gen rpoS de S. typhimurium.

1.3. Caracterizacion fenotipica de las mutaciones rpoS

Se estudiaron dos caracteristicas fenotipicas controladas por el gen rpoS en
cepas isogénicas portadoras de las mutaciones rpoS1061 y rpoS1062 y de la
insercion rpoS::Amp-R.

Se ha descripto tanto en S. typhimurium como en E. coli que las cepas
portadoras de mutaciones rpoS pierden facilmente viabilidad cuando son
expuestas al H,0, 15 mM (Lange y Hengge-Aronis, 1991, Fang y col., 1992)
debido a su incapacidad para descomponer peroxidos. En nuestras condiciones
de trabajo, esa caracteristica se observé con H,O, 40 mM (Materiales y Métodos):

los derivados rpoS se comportaron como muy sensibles mientras que las cepas
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rpoS" mantuvieron la viabilidad inicial (Tabla XV). En la misma tabla se muestra
en forma cualitativa la produccion de burbujeo con H,0, 30% de cada derivado.
También se ha demostrado, a través del uso de fusiones génicas, el papel del
factor ¢® en la transcripcion de genes relacionados con la utilizacién y sintesis de
trehalosa (Hengge-Aronis y col., 1991; Kaasen y col., 1992). Por ello se estudid la
capacidad de las cepas para fermentar ese aztcar en medio indicador EMB con
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. Caracterizacion fenotipica de mutaciones rpoS

Cepa Burbujeo con Viabilidad en Fermentacion
H,0; 30%* H,0, 40 mM de trehalosa®

LT2 (tipo salvaje) + 100% F

LT2 rpoS’ mutS121::Tn10? + 92% F

LT2 poS1061 mutS121::Tn10° 3,7% NF

LT2 rp0oS1062 mutS121:Tn10° - 0,09% NF

LT2 rpoS::Amp-R°® - 12% NF

* Cepa obtenida por transduccion entre LT2 y fago DA1685 (mutS121::Tn10 rpoS1062).
Se selecciond el marcador mutS121::Tn10 (2% cotransducible con rpoS) por resistencia
a tetraciclina y se conservé un derivado capaz de burbujear intensamente con H;O,
(rpoS’).

® Cepas obtenidas por transduccion de LT2 con fagos DA1683 (mutS121:Tn10
rpoS1061) 6 DA1685 (mutS121:Tn10 rpoS1062). Se selecciond resistencia a
tetraciclina y se conservé un derivado incapaz de burbujear con H;O..

° Cepa obtenida por transduccion entre LT2 y fago SF1005, por seleccién de resistencia
a ampicilina.

¢ +: burbujeo intenso, -: no burbujeo.

® F: fermentacion (colonias verde metalico), NF: no fermentacion (colonias rosadas).
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2. Comportamiento de derivados rpoS de la cepa DA1138
rodA22::Tn10A16A17

2.1. Derivados DA1138 rodA22 rpoS1061y rpoS1062

Para la cbtencion de estas cepas se construyeron derivados de DA1138
portadores de las mutaciones rpoS1061 y rpoS1062. Para ello, se realizaron
transducciones entre DA1138 y lisados de DA1683 y DA1685 (Tabla Ill), y se
selecciond el marcador mutS121:Tn10 (2% cotransducible con rpoS) por
resistencia a tetraciclina. Se conservaron derivados de DA1138 incapaces de
producir burbujeo con H;0,, portadores de las mutaciones rpoS1061 (DA1684) o
rpoS1062 (DA1687). Finalmente, se introdujo la mutacidon rodA22::Tn10A16A17
en esas dos cepas mediante transduccidén con un lisado obtenido en DA1368 y
seleccién de resistencia a kanamicina a 41°C.

Con el propésito de observar el comportamiento de las cepas DA1138 rodA22
rpoS1061 y rpoS1062 en fase estacionaria se realizaron cinéticas de crecimiento
de 10 horas de duracidon (Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos
aparecen en la Figura 21. La presencia de las mutaciones rpoS1061 o rpoS1062
no modificé significativamente el comportamiento a 41°C ni a 30°C. Al igual que
con la cepa rpoS’ (Figura 18), el pasaje a condiciones de no-tolerancia (30°C)
produjo la caracteristica disminucioén en la tasa de division y viabilidad celular, y
también, como en ese caso, la entrada en fase estacionaria, medida por la
variacién de densidad optica del cultivo a 30°C, coincidié con una marcada
recuperacion de la capacidad de formacion de colonias (Figura 21).

Se probd también en los derivados rpoS el efecto del acetato a 30°C durante la
fase logaritmica. No se apreciaron diferencias importantes en la accioén del
acetato sobre las derivadas rpoS (Figura 22) en relacion con la observada con la

cepa rpoS’ (F-gura 19). De la misma manera que con ésta, el acetato causé una
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evidente normalizacion del titulo de células viables que rédpidamente alcanzo los
valores del total de células, y produjo, también, un modesto estimulo en la tasa de
divisién celular y una drastica disminucion en la densidad optica.

Los resultados presentados indican que las mutaciones rpoS1061 y rpoS1062
no afectan la acciéon del acetato en fase logaritmica ni la recuperacion de la
viabilidad en fase estacionaria y sugieren que estos fendmenos no se producen
por induccién del gen rpoS. Sin embargo, la falta de conocimiento sobre el tipo de
alteracion causante de las mutaciones rpoS71061 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 ¢".

2.2. Derivado DA1138 rodA22 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 recuperacion de la
viabilidad celular en condiciones restrictivas, se utilizé6 la mutacién rpoS::Amp-R
que inactiva completamente a dicho gen.

Para la construccién de un derivado DA1138 rodA22 portador de esta
mutacion, se construy6 primero la cepa DA1138 rpoS::Amp-R, por transduccion
entre DA1138 y un lisado de SF1005, seleccionando la insercion en rpoS por
resistencia a ampicilina. Luego, se transfiri6 a esa cepa la mutacion
rodA22::Tn10A16A17, por transduccién con fago obtenido en DA1368 y seleccion
de resistencia a kanamicina a 41°C.

De la misma manera que con los derivados rpoS1061 y rpoS1062, se analizé
en este derivado la recuperacién 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: la
mutacion rpoS::Amp-R anul6 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 division celular a 30°C (tiempo de duplicacién o ty de 70 minutos, Figura 23),
aunque menor que a 41°C, fue superior a la observada con la cepa rpoS’ (t4 de
123 de minutos, Figura 18) y, a diferencia de ésta Ultima, se notd claramente la
entrada en fase estacionaria de ese parametro. También se observaron
diferencias en cuanto al aumento de masa celular a 30°C en el derivado
rpoS::Amp-R, ya que la densidad &ptica no presentd la detencion transitoria
caracteristica de las cepas rpoS’, rpoS1061 y rpoS1062, sino cue aumentd
siempre hasta alcanzar la fase estacionaria. A 41°C, la cepa mostré un cierto
incremento en la tasa de divisidn celular (t4 de 39 minutos) respecto del derivado
rpoS’ (t¢ de 56 minutos), mientras que la densidad 6ptica no sufrié alteraciones
de importancia (Figura 23).

Se estudié también el efecto del acetato en condiciones restrictivas. Como
puede verse en la Figura 24, salvo por la caracteristica disminucion en la
densidad optica producida por el acetato, no hubo efecto de ese agente sobre la
normalizacién de la viabilidad a 30°C causada por la mutacion rpoS::Amp-R ni
sobre la tasa de division celular del cultivo en esas condiciones.

Si bien el derivado rodA22 rpoS::Amp-R de la cepa DA1138 siguié mostrando
crecimiento termosensible (Figura 23), el aumento observado en la tasa de
division y la normalizacion de la viabilidad en condiciones de no-tolerancia (30°C)
con respecto a la cepa original rpoS’, planted la posibilidad de que la mutacion
rpoS::Amp-R estuviese actuando, a 30°C, como una mutacién de tolerancia a
mutaciones letales de forma. Utilizando los ensayos detallados en Materiales y

Métodos, se midié la tolerancia a la mutacion 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 pg/ml a 37°C,
debido, seguramente, a la R-lactamasa codificada por la insercién. Por otra parte,
ninguna de las dos cepas mostrd capacidad para recibir la mutaciéon mre-9 a 37°C
(la frecuencia de contransducciéon entre argR372::Tn10 y mre-9 para LT2
poS::Amp-R fue < 0,2% y para DA1138 rpoS::Amp-R fue < 0,25%), lo que
demuestra que la mutacion 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 la

falta del factor sigma especifico de fase estacionaria, aun en fase logaritmica.
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Figura 23. Cinética de la cepa DA1138 rodA22
rpoS::Amp-R hasta fase estacionaria
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Se partié de un cultivo logaritmico a 41°C. Este fue diluido hasta DO=0,050 y dividido
en dos partes (tiempo 0): una se incub6é a 30°C y la otra a 41°C. Se tomaron muestras
de ambos cultivos para medir: densidad éptica (DO), N° total de células (Total) y N° de
células formadoras de colonias (Viable).
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Figura 24. Efecto del acetato en el crecimiento de la cepa
DA1138 rodA22 rpoS::Amp-R
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Se partié de un cultivo logaritmico a 41°C, que fue dilul[do 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 éptica (DO), N° total de células (Total) y N° de células
formadoras de colonias (Viable).
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Discusion y Conclusiones
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I. Discusioén

1. Mutaciones de forma celular obtenidas por transposicién

Los estudios del control genético de la forma celular en enterobacterias se han
llevado a cabo béasicamente empleando mutantes esféricos seleccionados por
resistencia al antibidtico B3-lactamico mecilinam. En este trabajo, se ha descripto el
aislamiento de 33 mutantes de forma celular obtenidos por insercién del
transposén Tn710A16A17, evitando asi 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 (Antén, 1987; Ogura y col.,
1989), la obtencién de los mutantes en genes de forma soélo fue posible cuando se
utilizaron como receptoras cepas resistentes a dicho antibiético.

Aunque se conocen cuatro tipos de mutantes esféricos en S. typhimurium, sélo
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 region mre, los mutantes divD aparecieron raramente y no se
obtuvieron inserciones en pbpA.

El mutante divD encontrado aqui 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 inhibicién
de la division celular causada por la elevada sintesis de las enzimas HisF e HisH
(Murray y Hartman, 1972) llevaba a la formacion de filamentos (Wyche y col,,
1974; Anton, 1979; Antén y col., 1983). Se ha demostrado que los mutantes divD
no son seleccionados positivamente por mecilinam (Antén y col., 1983), lo que

explicaria 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 antibidtico. Puede, por lo tanto, suponerse, que el procedimiento
utilizado en este trabajo posibilitaria el aislamiento de cepas divD en E. coli.

La ausencia de inserciones pbpA 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 deteccion, dado que las cepas pbpA poseen el
tipico aspecto de colonia brillante utilizado para identificar inserciones en genes
de forma, al menos dos posibilidades podrian explicar la carencia de inserciones
pbpA: que la anulacién total de la funcion de PBP 2 no sea compensable por
mutaciones de resistencia a mecilinam o que en ese gen no haya sitios que
permitan la insercion de Tn10.

Ogura y col. (1989) han construido en E. coli una mutacién pbpA por reemplazo
in vitro de un fragmento interno del gen por un cassette que otorga resistencia a
kanamicina y esa mutacion resulté 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 inactivacidon completa de la proteina PBP 2 puede ser
perfectamente compensada por mutaciones que otorgan resistencia a mecilinam.

La causa mas probable de la no obtencion de mutaciones pbpA::Tn10 parece
ser la falta de sitios apropiados para la insercion de Tn70 en el gen pbpA. Las
secuencias publicadas de los genes pbpA (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 insercion de Tn70. Sin
embargo, dado que pese a ello Tn10 logra insertarse en rodA y mre, la ausencia
de mutantes pbpA:Tn10 sugiere que este gen carece ademas de sitios
alternativos para la insercion del transposoén.

En este estudio se encontré una llamativa diferencia entre especies tan

relacionadas como E. coliy S. typhimurium. Mientras que las mutaciones cya y crp
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de E. coli confieren elevada resistencia a mecilinam (Aono y col., 1979) y
representan los tipos mas frecuentes de mutantes aislados por resistencia al
antibidtico (Jaffé y col., 1983), las mutaciones cya y crp de S. typhimurium no
confieren resistencia a mecilinam. Recientemente, Anton (1995) ha encontrado
que las mutaciones cya o crp de S. typhimurium si presentan resistencia a
mecilinam cuando estan acompafadas de mutaciones que afectan al
lipopolisacarido (galE, rfa, rfb, rfc) o la degradacién 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 lipopolisacarido 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 lipopolisacarido,
mientras que la sensibilidad de cepas cyalcrp de S. typhimurium se deberia a la
presencia de un lipopolisacarido completo (Antén, 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 (Antén, 1987) y se demuestra por primera
vez que las mutaciones de inserciéon en el gen rodA manifiestan el mismo
comportamiento. La letalidad de las mutaciones rodA no habia sido advertida
hasta ahora, probablemente, porque al igual que con el gen pbpA (Ogura y col.,
1989), sblo aquellas mutaciones que producen total inactivacion 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 pbpA, la

Unica insercion divD no 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 pbpA 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 determinacion de la
forma bacteriana puede separarse de las funciones esenciales que cumplen. Por
el contrario, el gen divD actuaria sélo o principalmente en el mantenimiento de la

forma bacilar, ya que las inserciones en divD no causan letalidad.

2. Naturaleza de la mutacién condicional de resistencia a meciiinam y
tolerancia a mutaciones de forma de ia cepa DA1138

Los resultados genéticos y bioquimicos presentados demuestran que la
mutacion condicional de la cepa DA1138 afecta al gen al/aS, 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 aminoacido
a su tARN correspondiente; por esta razén la mayoria de las cepas portadoras de
mutaciones en estas enzimas son mutantes condicionales de crecimiento. A pesar
de los bajisimos niveles de alanil-tRNA sintetasa mostrados en ensayos in vitro
por la cepa DA1138 a 30°C y a 41°C, la cepa crece normalmente a las dos
temperaturas, lo que indica que, in vivo, aun a 41°C, la mutacién alaS206 permite
suficiente actividad enzimatica como para mantener el crecimiento. Es sin
embargo evidente que la mutacién, 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, tamano de colonia pequeno). 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 arginil-tARN sintetasa (lov-1) y alanil-tARN sintetasa (/ovB)
y observaron que ambas cepas muestran, ademas, tolerancia a una delecion del
gen pbpA que resulta letal en el tipo salvaje. Los mismos autores demostraron
que cepas portadoras de mutaciones en genes de otras sintetasas (g/inS, pheS,
leuS, thrS), que no habian sido aisladas por resistencia a mecilinam, también
mostraban resistencia a este antibiético.

La carga defectiva de un aminoacido a su tARN por mutacion de la aminoacil-
tARN sintetasa correspondiente, resulta en la activacion de la respuesta estricta
al actuar como una senal que eleva el nivel celular de sus efectores, los
nucledtidos ppGpp y pppGpp. Este aumento de nivel se produce tanto por
incremento de la sintesis, debida principalmente a la actividad de la ppGpp
sintetasa |, codificada por el gen relA, como a una disminuacion en la
degradacion, que depende del producto del gen spoT. La accion de (p)ppGpp
como efector negativo de la ARN polimerasa inhibe la sintesis de rARN y tARN y
lleva a la detencién del crecimiento, habiéndose demostrado que hay una relacion
inversa entre la concentracion de ppGpp y la tasa de crecimiento celular (Cashel
y Rudd, 1987).

Vinella y col. (1992) han demostrado que la acumulacién de ppGpp producida
por induccién de la respuesta estricta o por expresion de un plasmido re/A, causa
resistencia a mecilinam, y estudios muy recientes sugieren que la resistencia
aparece cuando el nivel de ppGpp en la célula sobrepasa un umbral minimo de
140 pmoles/Aso (Joseleau-Petit y col., 1994), que corresponde aproximadamente
a la duplicacién del nivel basal de ppGpp en medio minimo. La eliminacién de la
resistencia a mecilinam en una derivada re/A de DA1138 indica que la resistencia
de esta cepa también es causada por la acumulacién 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 sélo se observa
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resistencia a mecilinam en la cepa DA1138 a 41°C, condicién que coincide con el
mayor nivel de ppGpp. Puede suponerse entonces que sélo en esta situacion el
nivel de ppGpp alcanza el umbral minimo que resulta en resistencia a mecilinam.

No hay indicios aun acerca de cual es el mecanismo que relaciona a ppGpp
con la resistencia a mecilinam. Ese efector tiene multiples actividades regulatorias
y es capaz de actuar como activador en transcripcién, entre otros, de los
operones histidina (Stephens y col., 1975), arginina (Zidwick y col., 1984) y
glutamina (Sales y col., 1982), y del gen rpoS (Gentry y col., 1993), que codifica el
factor ¢* de fase estacionaria. Ademas, actua como inhibidor en la transcripcion
de rARN y tARN, controlando asi la tasa de crecimiento (Cashel y Rudd, 1987;
Tedin y Bremer, 1992).

El efecto de ppGpp no parece ejercerse a través de los mecanismos mas
comunes de resistencia a antibidticos (alteracion de la permeabilidad, destruccion
del antibiético o modificacion 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 antibibtico es capaz de alcanzar su blanco. la PBP 2, e
inactivarla, al menos, en cuanto a su funcién en el control de la forma celular.

La abundante informacidn existente acerca del papel de ppGpp como regulador
transcripcional en numerosos sistemas sugiere que también en este caso podria
actuar como efector, positivo o negativo, de alguno/s genes relacionados con el
proceso de division celular, ya sea habilitando caminos alternativos 0 modulando
la expresiéon del mecanismo habitual (Vinella y col., 1993), o quizas interfiriendo

con alguno de los pasos que resultan en letalidad por inactivacion de PBP 2.



118

3. Efecto de mutaciones de forma durante la fase exponenclal 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 los 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 rapidamente al pasar de la condicién permisiva (41°C) a la
restrictiva (30°C). La coincidencia entre estos resultados y las pruebas de
tolerancia por transduccion 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 mas graves: la division
celular, cuya velocidad se reduce drasticamente, 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 disminucién en algunos experimentos. Por ello, durante la fase
exponencial a 30°C, la relacién entre el numero total de células y el nimero de
células formadoras de colonias se incrementa en forma constante ya que una
parte creciente de la poblacion parece ser incapaz de producir colonias en medio
sélido. Aunque las células son incapaces de formar colonias, y por lo tanto, segun
el criterio de “viabilidad” corrientemente empleado, son “no viables”, la tincidon con
naranja de a:ridina, usada como indicador instantaneo de viabilidad celular
(Strugger, 1948; Korgaonkar y Ranade, 1966), y las mediciones de consumo de

oxigeno, indican que las bacterias se mantienen vivas y respirando normalmente.
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Asimismo, estudios preliminares de incorporacion de precursores marcados en
ADN, ARN y proteina realizados con los derivados rodA22 y mre-17 muestran que
el cambio de temperatura no detiene la sintesis de esas macromoléculas (datos
no mostrados).

La informacion obtenida indica que el pasaje a 30°C desencadena un proceso
que no parece afectar funciones esenciales, tales como la respiracion o el
mantenimiento de la masa ribosomal, pero que impide la formacion de colonias
por parte de la poblacion. No se sabe si la fraccion de la poblacién incapaz de dar
colonias corresponde a las nuevas células formadas en condiciones no
permisivas o también las células preexistentes son afectadas por el fendmeno. E!
proceso se establece muy rapidamente luego del cambio de temperatura, y sus
efectos son permanentes pues aun con incubaciones cortas en liquido a 30°C, el
posterior retorno a la temperatura permisiva (41°C), durante la incubaciéon en
medio sélido, no revierte la alteracion. Aunque podria suponerse que la no
formacion de colonias esta relacionada con la inhibicién de la division 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
division celular (ver préxima seccion), indican que no hay relacion directa entre
las dos alteraciones.

Existe amplia informacion acerca 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 sdlido en las condiciones habituales de plaqueo (Roszak y
Colwell, 1987; Oliver, 1993; Siegele y col.,1993). Se estan realizando exhaustivos
estudios para determinar el origen de este comportamiento que crea graves
problemas de indole sanitaria y ecoldgica, ya que la cuantificacion rutinaria,

mediante la formacion de colonias, de microorganismos que se encuentran en esa
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situacion subestima el nimero real de células vivas en un determinado ambiente.
Este fendbmeno, denominado VBNC (por “viable but non culturable®), ha sido
observado en E. coli, Salmonella enteriditis, Vibrio cholerae y Pseudomonas
putida, y otras especies (Oliver, 1993), y es especialmente importante en los
casos de Dbacterias coliformes indicadoras de contaminacién y en
microorganismos patégenos. 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 condicién sea
inherente al defecto morfologico y que la tolerancia mediada por ppGpp atenue
solo parcialmente esa alteracion. Esta apreciacion se sustenta en el hecho de que
también en los cultivos logaritmicos crecidos a 41°C el nimero de células
formadoras de colonias es generalmente menor que el del total de células
contadas.

No se conocen las causas de la inhibicidon de la division celular mostradas por
los mutantes rodA y mre a 30°C. La baja tasa de division que se mantiene en esas
circunstancias parece deberse a un alargamiento uniforme del tiempo de
duplicacion m4s bien que a la division de solamente una parte de la poblacion.
Por otra parte, tanto a 41°C como a 30°C, las proteinas RodA o Mre estan
ausentes en los correspondientes mutantes, y, pese a ello, la division se completa
en ambas condiciones, si bien a velocidades muy diferentes. Este hecho sugiere
que esas proteinas tienen una funcién indirecta en ese proceso.

El comportamiento de los derivados rodA y mre de la cepa DA1138, que a 30°C
presentan las anomalias detalladas, se normaliza notablemente a 41°C. Las
evidencias presentadas en la seccion Il de Resultados demuestran que la
tolerancia a mutaciones letales de forma manifestada por la cepa DA1138 a 41°C
estd determinada por el aumento en el nivel de ppGpp que se produce, a esa

temperatura, por inactivacién parcial de la alanil-tARN sintetasa.
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Empleando una cepa de E. coli K-12 portadora de una mutacion en el gen de
la leucil-tARN sintetasa (/leuS) 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
delecion que afecta a los genes rodA y pbpA. Aunque a 37°C la cepa tolera la
presencia de la mutacion A(pbpA-rodA), a 30°C se presentan fendmenos similares
a los descriptos en este trabajo: inhibicion de la division celular, caida de la
viabilidad y aumento del volumen celular. La tolerancia (y resistencia a mecilinam)
de la cepa a 37°C es causada por la elevacién del nivel de ppGpp que produce, a
esa temperatura, la inactivacién parcial de la leucil-tARN sintetasa. Teniendo en
cuenta los resultados de Joseleau-Petit y col. (1994) que indican que se requiere
un umbral minimo 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, la
inactivacion 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 estan de alguna manera involucradas en el
proceso de division celular y sugieren que es alli donde desempefian 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 actua como activadora de la actividad transglicosilasa de PBP 2 durante la
elongacion de la pared celular, podria suponerse que ambos productos también
trabajan conjuntamente en la funcidén esencial que desemperfian 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 division celular
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es suplido por alguin mecanismo aun desconocido. Sin embargo, esta
compensacion no es 100% eficiente ya que la cepa divD, en la que sélo esta
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 col., 1975; Sales y Brenchley,
1982; Zidwick y col., 1984; Cashel y Rudd, 1987), este compuesto podria actuar
habilitando caminos alternativos de division celular, ya sea por la induccién de un
gen o genes capaces de reemplazar en funcidn a los faltantes, o por inhibicién de
la sintesis de productos que en ausencia de PBP 2, RodA o Mre puedan actuar
bloqueando la divisién. Se ha demostrado que la superproduccion de la proteina
de division FtsZ es capaz de conferir resistencia a mecilinam y tolerancia a una
mutacion A(pbpA-rodA), si bien no se estudid el efecto de esa proteina sobre la
division y viabilidad celular en condiciones de no-tolerancia (Vinella y col., 1993).
La proteina FtsZ esta homogéneamente distribuida en el citoplasma, pero en el
momento de la divisidn celular se condensa y forma un anillo en el centro de la
célula que resulta esencial para el proceso de septaciéon. Como la expresién de
los genes del operon ftsQAZ estd muy finamente regulada, de manera de
asegurar una relacién constante entre esas proteinas y un determinado nivel
independiente del tamano 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 alcanzaria para completar el anillo y dificultaria la division. La
concentracion de ppGpp varia en igual forma que la expresion de FtsZ con
respecto a la tasa de crecimiento; por ello, esos autores suponen que ppGpp

podria actuar como inductor de ftsZ, aumentando asi el nivel de dicha proteina y
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permitiendo la division. Sin embargo, la relacién entre ppGpp y ftsZ no se ha
comprobado.

La hipdtesis anterior sugiere que los genes de forma no actuan directamente en
el proceso de division y que la alteracién en el crecimiento ocasionada por
inactivacion de los mismos se debe simplemente a un problema de tamaro
celular, ocurrido por el desbalance entre los procesos de elongacién y septacion.
Sin embargo, no puede excluirse la posibilidad de que la falta de divisién 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 discutiran en
la proxima seccion, una importante reduccién en el tamano celular causada por
ese compuesto no fue efectiva para normalizar la divisién celular, o que no apoya
la hipdtesis de Vinella y colaboradores.

La tolerancia mediada por ppGpp parece no ser el unico camino que compensa
la falta de las proteinas de forma ya que también las mutaciones que afectan el
complejo AMP ciclico/CRP (Ogura y col, 1989; Costa y Anton, 1992) y las
mutaciones cysB o cysE (Oppezzo y Antdn, 1995), que alteran el control del
regulén cisteina, confieren tolerancia. No se sabe aun si en todos esos casos
actuan diferen.es mecanismos que permiten neutralizar el desbalance creado en
la divisidon celular por la ausencia de las proteinas de forma o todos son

elementos de un complejo proceso que conduce a ese resultado.

4. Restauraclén de la vilabilldad en mutantes de forma celular

La viabilidad celular, medida por la capacidad de formacién de colonias, es
una de las funciones mas seriamente afectadas por la expresion de mutaciones
letales de forma en ausencia de tolerancia. Sin embargo, esta alteracién, cuya
naturaleza todavia se desconoce, se manifiesta Unicamente durante la fase

logaritmica ya que la entrada del cultivo en la fase estacionaria no afecta la
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divisidn celulai' pero va acompanada por un veloz incremento de la viabilidad. La
coincidencia existente entre la detencion en el aumento de la masa bacteriana y
la recuperacién de la capacidad de formacién de colonias planteé la posibilidad
de que se tratara de un fendmeno de fase estacionaria (Kolter y col., 1993), y
como tal, dependiente de la sintesis 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 logaritmica a 30°C de la mutante rodA22
dio fuerte apoyo a esta hipétesis dada la demostrada capacidad de estos
compuestos para inducir la expresion del gen rpoS, codificador del factor de
transcripcién o®. Por otra parte, si bien el aumento de la viabilidad fue el efecto
mas evidente de la presencia de acetato y benzoato, también se observé una
cierta mejoria en la tasa de division celular, y, en el caso de acetato, una drastica
disminucién en la masa bacteriana a 30°C acompafada por una notable
reduccion del volumen celular.

El estudio del efecto de mutaciones rpoS sobre la viabilidad celular de la cepa
rodA22 a 30°C demostré que el comportamiento depende de la naturaleza de la
mutacién 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 anos de antigiedad,
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 interpretacién parece contradecir la teoria de que las funciones controladas
por ¢* proporcionan a la célula el estado de resistencia a variados agente fisicos
y quimicos que caracterizan a la fase estacionaria, Kolter y col. (1993) han

propuesto una explicacion de la seleccion positiva de esos mutantes en variadas
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condiciones de estrés. De acuerdo a esa hipotesis, la ventaja de esas cepas
radicaria en una mejor aptitud para el crecimiento en situaciones de falta de
nutrientes en relacion con las células salvajes, ya que éstas, al inducir
plenamente el regulon de funciones de fase estacionaria controlado por c®
resistirian mejor numerosas agresiones pero serian 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
caracteristicas requeririan un cierto nivel de expresion del regulén (Kolter y col.,
1993).

Las mutaciones rpoS1061 y rpoS1062, que no han sido aun caracterizadas
molecularmente, no modifican sustancialmente el comportamiento de la cepa
rodA22 en ausencia de tolerancia, pues tanto la recuperacion de la viabilidad en
fase estacionaria como la restauracién por acetato se mantienen. A pesar de que
estos resultados indicarian que el gen rpoS no estd involucrado en esos
fendmenos, el contrastante comportamiento del alelo rpoS::Amp-R sugiere que las
mutaciones rpoS1061 y rpoS1062 mantienen un cierto nivel de expresion de rpoS
que permite el comportamiento aparentemente normal de las cepas en ese
aspecto, a pesar de ser claramente mutantes en ofras caracteristicas
dependientes de c°.

La introducciéon en la cepa rodA22 de la mutacion rpoS::Amp-R, que inactiva
totalmente el producto del gen, produjo cambios que no se ajustan totalmente a la
hipétesis formulada en el comienzo, pero que asignan a ¢® un importante papel en
los fenémenos desencadenados por la falta de tolerancia en células esféricas. De
acuerdo a aquella hipétesis, si rpoS fuese el responsable de la recuperacion de
viabilidad en fase estacionaria al inducirse naturalmente y de la restauracion en
fase exponencial al ser inducido por acetato, deberia esperarse que en la cepa

rpoS::Amp-R no ocurriera ninguno de los dos fenémenos.
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En contra de lo esperado, la falta del factor o® anulé totalmente el efecto
negativo de la mutacién rodA22 sobre la viabilidad celular, ya que el 100% de las
células provenientes del cultivo de 30°C mostré capacidad para formar colonia.
Sin embargo, el efecto inhibitorio sobre la divisibn se mantuvo, a pesar de una
cierta mejoria parcial observada en ese parametro 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
afectd las tasas de division y viabilidad celular en el derivado rcoS::Amp-R a
30°C, aunque se mantuvo la reduccion de la masa celular con disminucion del
tamano bacteriano.

Tanto el incremento de la viabilidad celular en fase estacionaria como el efecto
de acetato o benzoato sugieren que la recuperacion de la capacidad de formacion
de colonias inhibida por el pasaje de la condicién permisiva (41°C) a la restrictiva
(30°C) requiere un nivel elevado de c*. A primera vista parece contradictorio,
entonces, que la ausencia total de ¢* sea capaz de producir el mismo efecto.

En base a los resultados obtenidos y los datos de la literatura acerca de la
expresion de promotores dependientes de rpoS, podria plantearse una nueva
hipotesis. De acuerdo a este modelo, existiria un gen codificador de una sustancia
inhibidora de la viabilidad celular que estaria regulado por el factor *. El promotor
de este gen tendria alta especificidad para ¢* de tal manera que se transcribiria
aun en fase logaritmica, cuando el nivel de ¢* es muy bajo. Por este motivo habria
efecto inhibidor sobre la viabilidad aun fase exponencial, y también en presencia
de las mutaciones rpoS1061 y rpoS1062 que, al menos en teoria, mantienen un
bajo nivel de expresion de rpoS. En fase estacionaria, cuando se produce la
induccién del gen rpoS y aumenta el nivel de ¢*, o en fase logaritmica cuando la
presencia de acidos débiles desencadena el mismo fenémeno, se activaria la
expresion de otro gen, también dependiente de o®, pero con un promotor débil que

sélo en presencia de un alto nivel de ¢° seria capaz de expresarse. Este segundo
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gen codificaria un producto que neutralizaria el efecto del inhibidor, con la
consiguiente recuperacion de la viabilidad.

Entre los resultados experimentales que quedarian 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 ¢* pues la unica 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 estaria justificado por la ausencia de ¢® que impediria la
sintesis del inhibidor.

El modelo presentado esta avalado por evidencias recientes que demuestran
la existencia de un bajo nivel de ¢* en células en activo crecimiento, y sugieren la
posible expresion de genes dependientes de rpoS en fase exponencial (Tanaka y
col., 1993). Es, ademas, bien conocida la inexistencia de una secuencia consenso
especifica en los promotores regulados por rpoS, y este hecho a llevado a
suponer la ocurrencia de mecanismos que regulan la transcripcion por una u otra
de las holoenzimas o* y o>, y ain la posibilidad de regulacién cruzada
involucrando a ambos factores de transcripcion (Hengge-Aronis, 1993).

En este trabajo se han encontrado tres condiciones que restauran la viabilidad
celular inhibida por la ausencia del producto RodA: a) la llegada a fase
estacionaria, b) la presencia de acidos débiles tales como acetato y benzoato
(posibles inductores del gen rpoS), y, c) la falta de &' La similitud del
comportamiento de mutantes letales rodA, pbpA y mre en fase logaritmica hace
suponer que esas condiciones afectan de igual manera a todos ellos.

La restauracion de la viabilidad celular en ausencia del factor ¢* no constituye
un fendmeno de tolerancia a mutaciones letales de forma, ya que la cepa
portadora de una mutaciéon nula rpoS no presenta resistencia a mecilinam ni

tolerancia a mutaciones de forma (medida como aceptacion, en transduccion, de
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la mutacion letal mre-9). En ninguno de los tres casos mencionados la division
celular alterada por la mutacién rodA22 se recuper6 totalmente, como ocurre al
elevar el nivel de ppGpp, indicando que el fendbmeno de tolerancia esta
relacionado con la normalizacién de la division celular y que la restauracion de la
capacidad de formacion de colonias, por si sola, es incapaz de anular la letalidad
de las mutaciones de forma. El incremento parcial observado en el numero total
de células al cultivar la cepa rpoS’ con acetato o benzoato y en el derivado
rpoS::Amp-R podria ser un efecto secundario de la restitucion de viabilidad que
mejorara la integridad celular. De esta manera, el aumento en el numero total de
células provendria simplemente de contar un mayor numero de bacterias y no de
un aumento real de la velocidad de divisién celular.

Gentry y col. (1993) han demostrado que ppGpp es capaz de activar la sintesis
de ¢*, lo que podria indicar que la restauracion del crecimiento a través de ppGpp
ocurre via rpoS. Al 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 divisién celular aun con un tedricamente
alto nivel de o*. Ese hecho, junto con la observacion de que la falta de ¢* 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 division celular no
ocurre a través de rpoS.

Ademas de la tolerancia mediada por ppGpp, la superproduccion de la
proteina de division celular FtsZ (Vinella y col., 1993), la mutacion de los genes
reguladores del sistema de biosintesis de cisteina cysB y cysE, y la inactivacion
del complejo AMP ciclico/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
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sistemas globales de regulacién da una idea de la complejidad del fenémeno en
estudio y hace suponer que a medida que se despejen las incognitas surgidas,
entre ellas, el efecto sobre viabilidad y su relacion con o*, se aclararan aspectos

de las relaciones entre forma, viabilidad y divisién celular.

Il. Conclusiones

- El propésito del trabajo consistié en el estudio de la expresién 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 insercién
del transposon de Tn70A16A17, no asi en el gen pbpA, propablemente por
carecer éste de secuencias apropiadas para la insercién de Tn710.

- Las mutaciones rodA y mre (no asi divD) no son toleradas por bacterias salvajes,
pero son aceptadas por cepas resistentes al antibiético mecilinam (Mec-R), y por
mutantes cya o crp. Esto indica que si bien los productos RodA, Mre y DivD estan
relacionados con el control de la forma bacteriana, los genes rodA y mre
desempefian ademas alguna funcion esencial cuya falta estd compensada en
cepas Mec-R, cya o crp.

- Se demostré que una mutacién que produce resistencia a mecilinam y tolerancia
a mutaciones letales de forma condicionadas por la temperatura afecta al gen de
la alanil-tARN sintetasa. Ambas caracteristicas dependen de un incremento en el
nivel del efector ppGpp por expresiéon de dicha mutacién.

- La expresion de las mutaciones letales rodA22:Tn10A16A17 'y

mre-17:Tn10A16A17 en condiciones de no-tolerancia produce inhibicion de la
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division celular y de la capacidad de formacién de colonias, si bien las células
mantienen signos vitales tales como la masa ribosomal y respiracion. Este defecto
en el crecimiento se elimina al elevar el nivel de ppGpp, que podria actuar
induciendo algun sistema relacionado con la divisién celular, proceso en el cual
los genes rodA y mre parecen desempenar su funcion vital. La mutacion divD no
afecta el crecimiento bacteriano en condiciones de no tolerancia.

- La inhibicibn de la capacidad de formacion de colonias observada en
condiciones de no-tolerancia se revierte en tres casos: a) en fase estacionaria,
etapa caracterizada por la induccion del gen rpoS, que codifica el factor *, b) en
fase logaritmica, en presencia de acetato o benzoato, posibles inductores del gen
rpoS, y, c) en fase logaritmica, en ausencia del factor ¢*; sin embargo, en ninguno
de los tres casos se restaura la division celular. A partir de los resultados
obtenidos se postula un modelo que involucra al factor transcripcional ¢* en el
proceso de formacion de colonias en mutantes de forma celular.

- El fendmeno de tolerancia a mutaciones de forma implica la restauracién de la
division celular, ya que una cepa rodA portadora de una mutaciéon nula de rpoS,
en la cual no se observa el efecto negativo de la falta de tolerancia sobre la
capacidad de formaciéon de colonias y si sobre la division celular, no presenta
tolerancia ni resistencia a mecilinam. Por otra parte, la restauracién de la
capacidad de formacion 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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