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RESUMEN 
Streptococcus pneumoniae (SPN, neumococo), es el principal agente etiológico de la 

neumonía bacteriana adquirida en comunidad y una causa importante de otitis media y 

sinusitis, especialmente en niños y adultos mayores. La resistencia de SPN a los 

antibióticos ha aumentado en las últimas décadas. La aparición de cepas resistentes ha 

centrado la atención en las medidas de prevención como son las vacunas. Sin embargo, 

la aparición de serotipos no vacunales y otros con renovada patogenicidad ha llevado a 

un aumento de infecciones por SPN y, en consecuencia, a un aumento de la presión 

antibiótica. La incidencia de aislados de SPN resistentes a β-lactámicos y macrólidos ha 

llevado a la utilización de antimicrobianos alternativos, como las fluoroquinolonas (FQs), 

que inhiben las DNA topoisomerasas, enzimas responsables del mantenimiento del 

superenrollamiento (Sc) del DNA. La comprensión de las bases moleculares del control 

de Sc es esencial para encontrar nuevas dianas terapéuticas y una antibioticoterapia 

más adecuada. Las proteínas asociadas al nucleoide (NAPs) también modulan el Sc. 

La caracterización funcional de nuevas NAPs de SPN, el conocimiento de su papel en 

la compactación del DNA, sea por la acción directa sobre el material genético o por la 

interacción con otras proteínas, permitirá avanzar en el establecimiento de nuevas 

dianas moleculares y el desarrollo de nuevos fármacos más activos frente a SPN. Hasta 

el presente estudio, solamente se habían caracterizado dos NAPs en neumococo, HU y 

SMC. Datos previos del laboratorio proponían como posibles NAPs a las proteínas 

codificadas por los genes spr0929 (staR), spr0488, spr1424 (rapZ) y spr1593 (yhbY). 

Estas proteínas no tenían una función asignada, pero su recuperación en la fracción del 

nucleoide sugería que podrían ejercer una acción directa o indirecta sobre la 

compactación de los ácidos nucleicos y participar en la regulación y organización del 

material genético. El objetivo de este trabajo ha sido la caracterización de estas posibles 

NAPs y de su influencia en los mecanismos del control topológico del nucleoide. Para 

ello, se estudió el efecto de la interrupción y sobreexpresión de estos genes en el 

crecimiento de SPN en ausencia y presencia de concentraciones subinhibitorias de 

novobiocina (NOV), un inhibidor de la girasa. 

Las cepas con alteraciones en spr1424 (rapZ) y spr1593 (yhbY) no presentaron 

diferencias significativas en su crecimiento cuando se compararon con la cepa parental 

R6. Sin embargo, sí se observaron diferencias en el crecimiento de las cepas con 

alteraciones en staR y spr0488 en presencia de NOV. En base a esto, las proteínas 

StaR y Spr0488 han sido objeto de un estudio más profundo a lo largo de esta tesis para 

determinar su participación en el control del Sc o en el empaquetamiento del nucleoide 

de SPN.  
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Para estudiar la función de StaR y su posible efecto en el Sc se analizó el 

crecimiento de la cepa silvestre R6 y del mutante ΔstaR en presencia o ausencia de 

NOV. En ausencia de NOV, ambas cepas mostraron tasas de crecimiento equivalentes, 

mientras que en presencia de concentraciones subinhibitorias, ΔstaR creció más 

lentamente que R6. Una sobreexpresión de staR de aproximadamente 3,5 veces 

también afectó negativamente al crecimiento de la bacteria, lo que indica que la 

susceptibilidad a NOV aumenta tanto en ausencia de StaR como cuando hay un exceso 

de ésta. Esto sugería que StaR podría tener un papel en el mantenimiento del Sc en 

condiciones en las que hay un cambio significativo de éste, como ocurre en presencia 

de NOV, y que sus niveles tienen que estar regulados de forma precisa. El tratamiento 

con NOV en la cepa ΔstaR produjo además un cambio en la densidad de Sc (σ) in vivo, 

que fue mayor en ausencia de StaR (σ = − 0.049) que cuando StaR fue superproducida 

a partir de una copia ectópica de su gen codificante (σ = − 0.045). Este cambio del Sc 

podría deberse a la alteración de la actividad de las topoisomerasas. Mediante ensayos 

in vitro, demostramos que StaR estimula la actividad de relajación de la Topo I, mientras 

que no tiene ningún efecto sobre la actividad de la girasa, y esta activación parece 

llevarse a cabo gracias a la interacción entre ambas proteínas, tal y como se detectó 

tanto in vitro como in vivo mediante co-inmunoprecipitación (Co-IP). Por otro lado, 

cambios en los niveles de StaR no afectaron al transcriptoma global de SPN, por lo que 

su efecto en Sc parece deberse exclusivamente a su capacidad de activación de la Topo 

I. Además, la detección de la proteína StaR in vivo mediante microscopía confocal de 

super-resolución demostró que ésta colocaliza con el nucleoide de SPN. Todos estos 

resultados en conjunto sugieren que StaR es una nueva NAP de SPN y puede actuar 

como regulador de la Topo I.   

En lo que respecta a la proteína Spr0488, su sobreproducción afectó de forma 

significativa el crecimiento bacteriano en presencia de NOV, pero no así su ausencia. Al 

igual que StaR, Spr0488 fue capaz de estimular la actividad de relajación del DNA por 

parte de Topo I, alcanzando unos niveles de activación incluso mayores que los 

detectados con StaR, mientras que no tuvo ningún efecto sobre la actividad de la girasa. 

Nuestros resultados demuestran, además, que Spr0488 es una proteína dimérica de 

unión al DNA que se une específicamente a DNA bicatenario, cuya sobreexpresión no 

afecta el transcriptoma global de SPN. El estudio de ésta proteína continúa en el 

laboratorio para discernir si, al igual que StaR, Spr0488 interacciona directamente con 

Topo I, si participa en la regulación del Sc in vivo y si se localiza en el nuceloide. Todo 

ello permitirá determinar si, como apuntan los resultados obtenidos hasta ahora, se trata 

de una nueva NAP del neumococo. 
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Este trabajo demuestra que tanto StaR como Spr0488 son proteínas que afectan 

la compactación del nucleoide en SPN. El conocimiento de sus funciones abre nuevas 

vías para el desarrollo de nuevos antimicrobianos capaces de actuar en estas rutas.  

  

SUMMARY 

Streptococcus pneumoniae (SPN, the pneumococcus), is the main ethiological agent of 

bacterial community-acquired pneumonia and a main cause of otitis media, and sinusitis, 

especially in children and the elderly. Resistance of SPN to antibiotics, such as penicillin 

and macrolides, has increased in recent decades. The emergence of resistant strains 

has focused attention on preventive measures, such as vaccines. However, the 

appearance of non-vaccine serotypes and other serotypes with renewed pathogenicity 

has led to an increase in SPN infections and, consequently, an increase in antibiotic 

pressure. The incidence of β-lactam and macrolide-resistant SPN isolates has led to the 

use of alternative antimicrobials, such as the fluoroquinolones (FQs) that inhibit DNA 

topoisomerases, which are responsible for maintaining DNA supercoiling (Sc). 

Understanding the molecular bases of Sc control is essential to find new therapeutic 

targets and a more appropriate antibiotic therapy. In addition to topoisomerases, 

nucleoid-associated proteins (NAPs) also modulated Sc. Until the present study, HU and 

SMC were the only NAPs characterized in the pneumococcus. In a previous study from 

our laboratory, potential NAPs were identified in SPN, including four encoded by genes 

spr0929 (staR), spr0488, spr1424 (rapZ), and spr1593 (yhbY), which do not have an 

assigned function but could exert a direct or indirect action on nucleic acids compaction 

and participate in the regulation and organization of genetic material. The aim of this 

work was to characterize these potential NAPs and their influence on nucleoid 

topological control mechanisms. To this end, the effect on SPN growth of disruption and 

overexpression of these genes was studied in the absence and presence of subinhibitory 

concentrations of the gyrase inhibitor novobiocin (NOV).  

While strains with alterations in spr1424 (rapZ) and spr1593 (yhbY) showed no 

differences in growth when compared to the parental R6 strain in the presence of NOV, 

differences were observed in strains with alterations in staR and spr0488. 

To study the function of StaR and its possible effect on Sc, the growth of the wild-

type R6 strain and the ΔstaR mutant was analyzed in the presence or absence of NOV. 

While in the absence of NOV both strains showed equivalent growth rates, in the 

presence of subinhibitory NOV concentrations, ΔstaR grew more slowly than R6. 

Overexpression of staR of about 3.5-fold also negatively affected bacterial growth. Our 
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data indicate that susceptibility to NOV increased both in the absence of StaR and when 

its levels increase. This suggest that StaR could play a role in Sc maintenance under 

NOV treatment, when significant Sc changes are induced, and that its levels must be 

precisely regulated. Treatment with NOV of the ΔstaR strain triggered a change in Sc 

density (σ) in vivo, that was higher in the absence of StaR (σ = −0.049) than when StaR 

was overproduced (σ = −0.045). This Sc change could be due to the alteration of 

topoisomerases activity. In vitro assays showed that StaR activates Topo I relaxation 

activity, while it has not effect on gyrase activity. This activation take place through the 

interaction between Topo I and StaR, as detected by co-immmunoprecipitation (Co-IP) 

in vitro and in vivo. On the other hand, no significant alteration in the transcriptome was 

observed with the variation of StaR amount, suggesting that its role on Sc is exclusively 

due to its ability to activate Topo I. In addition, in vivo detection of StaR through super-

resolution confocal microscopy showed that this protein colocalizes with the 

pneumococcal nucleoid. These results suggest that StaR is a new NAP of SPN that is 

acting as a Topo I regulator.   

Regarding the Spr0488 protein, its overexpression significantly affected bacterial 

growth in the presence of NOV. Like StaR, Spr0488 stimulated the DNA relaxation 

activity of Topo I, achieving activation levels surpassing those induced by StaR. Notably, 

Spr0488 exhibited no discernible effect on gyrase activity. Our findings further 

characterize Spr0488 as a dimeric DNA-binding protein with specific affinity for double-

stranded DNA, with its overexpression showing negligible influence on the global 

transcriptome of SPN. Further studies on this protein are ongoing in the laboratory to 

elucidate whether, as occurs with StaR, Spr0488 directly interacts with Topo I, 

participates in Sc control in the pneumococcus or colocalizes with the nucleoid. These 

investigations will allow to know whether Spr0488 is indeed a novel NAP of SPN. 

This study underscores the roles of both StaR and Spr0488 in modulating nucleoid 

compaction in SPN. Insights into their functionalities would pave the way for novel 

antimicrobial development targeting these regulatory pathways. 
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1 Streptococcus pneumoniae 

 

1.1 Aspectos históricos 

Streptococcus pneumoniae (SPN), conocido también como neumococo, fue 

descubierto a finales del siglo XIX cuando dos microbiólogos, Louis Pasteur y George 

Sternberg, de forma independiente y casi a la vez, describieron bacterias en forma de 

cocos en la saliva humana. Pasteur aisló el microrganismo de la sangre de un conejo 

tras inocular la saliva de un niño muerto por rabia (Pasteur, 1881) mientras que 

Sternberg inoculó su propia saliva y también recuperó la bacteria de la sangre del conejo 

inoculado (Sternberg, 1881).  

En 1884 el bacteriólogo Christian Gram desarrolló la tinción que lleva su nombre 

para facilitar la visualización de neumococo en el tejido pulmonar, por lo tanto fue una 

de las primeras bacterias patógenas observadas durante el desarrollo de la tinción de 

Gram, una herramienta que todavía se usa más de dos siglos después (Gram, 1884). 

El neumococo tuvo muchas denominaciones desde su descubrimiento, en el mismo año 

del desarrollo de la tinción de Gram fue denominado Micrococcus pneumoniae por el 

microbiólogo Emanuel Klein (Klein, 1884), dos años después como Diplococcus 

pneumoniae debido su disposición en pares (Weichselbaum, 1886) y en 1901 fue 

denominado como Streptococcus pneumoniae (Chester, 1901), nombre que se aceptó 

oficialmente en 1980 (Skerman et al., 1980). 

En 1928, el bacteriólogo británico Frederick Griffith obtuvo la primera evidencia de 

transformación genética bacteriana trabajando con SPN. Griffith hizo estudios sobre 

virulencia de distintos tipos de neumococos y demostró que, si células capsuladas 

muertas por calor se inyectaban junto con células no capsuladas vivas, se producía una 

septicemia letal en ratones y las células que se recuperaban del animal eran de tipo 

capsulado. O sea, las células no capsuladas inyectadas cambiaron su fenotipo, pasando 

a tener cápsula y producir la infección. Al factor responsable de este cambio se le 

denominó “principio transformante”. Dicho estudio tuvo un papel importante en el 

surgimiento de la biología molecular (Griffith, 1928). Posteriormente se purificó este 

principio transformante (Avery et al., 1944) y se relacionó el DNA con el material 

genético. 

 

1.2 Características generales  

SPN es una bacteria Gram-positiva y anaerobia facultativa que puede catabolizar 

muchos azúcares. Morfológicamente se encuentra formando cadenas cortas o en pares 
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de cocos (diplococos) colonizando el tracto respiratorio superior de humanos 

(Henriques-Normark and Tuomanen, 2013; Li et al., 2023). Una característica fenotípica 

que ha sido muy utilizada para identificar aislados clínicos de SPN es su sensibilidad a 

la optoquina (Lund and Henrichsen, 1978), aunque se han descrito algunos aislados 

resistentes (de la Campa et al., 1997) que recomiendan utilizar otros métodos 

adicionales para identificar neumococo en el laboratorio.  

Las células de neumococo tienen una pared celular compuesta por muchas 

moléculas, entre las que destacan los ácidos teicoicos y lipoteicoicos siendo la colina un 

componente estructural de estas moléculas e imprescindible para el crecimiento de este 

microrganismo. El peptidoglicano también es un componente estructural importante de 

la pared celular (Tomasz, 1967; Vollmer et al., 2019). Además, las células son sensibles 

a sales biliares como el desoxicolato sódico. Su sensibilidad se debe principalmente a 

que disparan un proceso bioquímico que degrada la pared celular (Mosser and Tomasz, 

1970). SPN tiene una cápsula formada por polisacáridos que es un importante factor de 

virulencia, ya que bloquea mecanismos de defensa del hospedador. Además, su cápsula 

es la base para la clasificación de este microrganismo en serotipos (Scelfo et al., 2021; 

Watson et al., 1993). A lo largo de los años se han descrito más de 100 serotipos 

diferentes de este patógeno (Ganaie et al., 2020; Pimenta et al., 2021).  

 

1.3 Importancia clínica 

Las infecciones neumocócicas incluyen desde enfermedades leves y más 

comunes como sinusitis, y otitis media, hasta las más graves como meningitis, 

neumonía y sepsis. Son además unas de las principales causas de morbimortalidad en 

todo el mundo, principalmente en niños menores de 5 años y adultos de más de 65 

años. SPN coloniza con frecuencia la nasofaringe humana y se propaga de persona a 

persona a través de aerosoles, por lo tanto, la colonización nasofaríngea es un requisito 

previo para la enfermedad. Se cree que los niños pequeños son el principal reservorio 

de este agente (Henriques-Normark and Tuomanen, 2013; WHO, 2007). 

Aproximadamente un 25 % de las muertes que ocurren en niños menores de 5 años en 

el mundo son provocadas por neumonía, sepsis y meningitis, y SPN es la principal causa 

bacteriana de estas enfermedades (Johnson et al., 2010). 

La aparición de cepas resistentes a la penicilina y a otros antibióticos ha centrado 

la atención en las medidas de prevención. A lo largo de los años se han desarrollado 

diferentes vacunas antineumocócicas. En la actualidad existen dos tipos de vacunas 

frente a SPN, la vacuna polisacárida y la vacuna conjugada, basadas ambas en 
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polisacáridos capsulares. Como ya se ha mencionado, existen más de 100 serotipos 

diferentes de SPN y antes de la introducción de las vacunas conjugadas tan solo 20 de 

ellos eran responsables del 80-90 % de las enfermedades neumocócicas invasivas 

(Scelfo et al., 2021).  

La implementación de estas vacunas ha reducido la incidencia de enfermedades 

neumocócicas, sin embargo, la aparición de serotipos no vacunales y otros serotipos 

con renovada patogenicidad, junto con áreas con cobertura vacunal baja han sido un 

problema, y por lo tanto, las tasas de morbimortalidad permanecen elevadas en todo el 

mundo (Musher et al., 2022; Scelfo et al., 2021).  

La introducción de las vacunas ha sido una medida importante para el descenso 

en las tasas de resistencia antibiótica en SPN, sin embargo, con el fenómeno de 

reemplazo de serotipos y el uso abusivo de antibióticos, ha aumentado el número de 

aislados clínicos resistentes a los antibióticos (Cassiolato et al., 2018; Feldman & 

Anderson, 2011; Song, 2013).   

 

1.4 La resistencia a los antimicrobianos en SPN 

El aumento del uso de antimicrobianos para el tratamiento de infecciones 

respiratorias ha llevado a una considerable presión selectiva sobre los patógenos que 

causan dichas enfermedades, lo que favorece la aparición de resistencias. Además, 

otras bacterias colonizadoras del tracto respiratorio, como los estreptococos del grupo 

viridans, también desarrollan resistencia, que a su vez puede transferirse a otros 

patógenos respiratorios, como SPN (Balsalobre et al., 2013, 2003; Jacobs, 2004). Las 

infecciones causadas por SPN fueron tratadas con penicilina durante muchos años. Sin 

embargo, desde los años 60 del siglo pasado hasta hoy, la resistencia a este antibiótico 

ha aumentado en todo el mundo. El mecanismo de resistencia a la penicilina y otros β-

lactámicos, se da a través de modificaciones genéticas en las proteínas de unión a 

penicilina (PBPs) (Li et al., 2023; Spratt, 1994). La recombinación es un mecanismo 

importante para la evolución de la resistencia a los β-lactámicos, pero la diseminación 

clonal es también fundamental para la propagación de la resistencia en SPN (Cornick 

and Bentley, 2012).  

La resistencia a la penicilina condujo a un aumento del uso de otros 

antimicrobianos no β-lactámicos y esto ha llevado a un aumento de la resistencia a esos 

otros antibióticos. Desde 1990 ha aumentado rápidamente la resistencia a los 

macrólidos (Liñares et al., 2010). El uso generalizado de macrólidos semisintéticos como 

azitromicina y claritromicina, fue un factor importante en el incremento su resistencia en 



INTRODUCCIÓN 

5 
 

neumococo (Schroeder and Stephens, 2016). Este aumento se debió, 

fundamentalmente, a la propagación de clones resistentes a la penicilina (Liñares et al., 

2010). La resistencia a penicilina y macrólidos en SPN se incrementó en Europa en los 

últimos años (Figura 1). El informe europeo de 2023 muestra una subida del números 

de aislados de enfermedades invasivas por neumococo resistentes (European Centre 

for Disease Prevention and Control, 2023).  

  

 

Figura 1. Evolución temporal de los aislados de SPN resistentes a antimicrobianos en Europa 

(excluido el Reino Unido) por grupo antimicrobiano. PENR son los aislados con sensibilidad intermedia 

o resistente a penicilina, MCRR aislados resistentes a macrólidos. Datos del informe “Antimicrobial 

resistance in the EU/EEA (EARS-Net) - Annual epidemiological report for 2022” del ECDC 2023. 

 

 Además de la resistencia a β-lactámicos y macrólidos, la resistencia de SPN a 

otras clases de antibióticos no es una novedad y se ha descrito en muchos estudios. En 

1979, en Australia, se aisló una cepa de neumococo resistente a diferentes clases de 

antibióticos como cloranfenicol, tetraciclina y con baja susceptibilidad a la penicilina 

(Hussein et al., 1989). Otro estudio en España, en 1982, describió una elevada 

incidencia de cepas de SPN resistentes a la tetraciclina y cloranfenicol (Casal, 1982). 

El número de aislados de SPN con multirresistencia (resistencia a dos o más 

clases de antibióticos) ha aumentado mucho en las últimas décadas y son endémicos 

en muchos países (Chenoweth et al., 2000; Cherazard et al., 2017; Jacobs, 2004). Los 

factores de riesgo de SPN multirresistentes son el uso previo de antibióticos, edad 

avanzada y hospitalización. La incidencia de SPN multirresistentes ha llevado a la 

utilización de antimicrobianos alternativos cuyo mecanismo de acción está dirigido al 
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mantenimiento de la topología del DNA, como son las fluoroquinolonas (FQs). Las FQs 

son antimicrobianos sintéticos, incluyendo levofloxacina y moxifloxacina entre otros, que 

actúan en dos dianas distintas pero que están relacionadas, la DNA girasa y la 

topoisomerasa IV, que son enzimas responsables del control de la topología del DNA 

bacteriano (Andriole, 2005; Hooper, 2001; Varon and Gutmann, 2000). Aunque se usan 

ampliamente, la tasa de resistencia a estos antimicrobianos no es tan alarmante 

(Balsalobre et al., 2013; Domenech et al., 2014; Sempere et al., 2022). Sin embargo, 

junto con el aumento del uso de FQs podría ocurrir un aumento de la resistencia a estos 

antibióticos, ya sea debido a alteraciones en los genes de las DNA topoisomerasas o 

por la acción de bombas de eflujo que disminuyen la concentración de las FQs dentro 

de la célula (Amblar et al., 2022; Balsalobre et al., 2013; Hooper, 1999).  

Mutaciones en las topoisomerasas suelen surgir de forma espontanea, pero 

también por transferencia horizontal de genes de otras especies de estreptococos a 

SPN (Balsalobre et al., 2013; Ferrándiz et al., 2000). La creciente resistencia a FQs 

amenaza su eficacia contra una variedad de enfermedades, incluyendo las neumonías, 

y los esfuerzos científicos se han centrado en comprender los mecanismos 

responsables de la resistencia (Bush et al., 2020). Comprender las propiedades 

topológicas del DNA y su compactación es clave para detectar nuevas y diferentes 

formas de combatir las infecciones bacterianas. 

2 Propiedades topológicas y superenrollamiento del DNA 

La doble hélice del DNA es una estructura flexible y extremadamente dinámica. 

Uno de los primeros estudios sobre la topología del DNA fue publicado en el año 1965 

cuando Vinograd y colaboradores examinaron al microscopio electrónico el DNA circular 

del virus del polioma y observaron que éste podía presentar distintas formas topológicas, 

los topoisómeros (Vinograd et al., 1965). Los topoisómeros son distintas formas que 

pueden adoptar las moléculas de DNA circulares covalentemente cerradas (CCCs) sin 

que cambie su masa. Esta observación se extendió a todas las moléculas de DNA 

circulares de doble cadena (Cozzarelli, 1980). 

La topología del DNA afecta decisivamente a muchos de los procesos biológicos 

en los que participa. Influye en la unión de factores reguladores de la iniciación de la 

replicación, en la separación de los cromosomas, la compactación del DNA, la 

transcripción y la reparación del material genético (Dorman, 2019; Dorman and Dorman, 

2016; Schvartzman and Stasiak, 2004).  
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El superenrollamiento (Sc, del inglés “supercoiling”) es una de las propiedades 

topológicas del DNA mejor estudiadas y es, literalmente, la medida del enrollamiento de 

la doble hélice sobre sí misma. El parámetro que mejor define la topología de una 

molécula CCC es el índice de enlace o ligamiento (Lk). Este índice se define 

matemáticamente como el número de veces que una cadena de la doble hélice cruza a 

la otra en un plano. El Lk es una constante topológica que depende de dos propiedades 

geométricas del DNA que pueden variar con la deformación de la molécula 

denominadas índice de torsión (Tw) e índice de Sc (Wr). Estas propiedades topológicas 

se pueden medir matemáticamente.  

 El Tw indica el número de veces que las dos cadenas del DNA giran una vuelta 

completa en el espacio alrededor del eje axial de la doble hélice. Su valor viene dado 

por la ecuación: 

Tw = N / 10,5  

 

Siendo N el número de pb de la molécula de DNA y 10,5 el número de pb por vuelta 

completa en el espacio de cada una de las dos cadenas de la doble hélice. 

El Wr es la medida del Sc en su sentido más literal. Es una medida de la torsión 

del eje axial y mide el número de veces que el eje de la doble hélice se cruza sobre sí 

mismo en un plano (Bates and Maxwell, 1997; Kornberg and Lorch, 1992).  

Estas dos propiedades están relacionadas entre sí y con el Lk por la ecuación:  

 

Lk = Tw + Wr  

 

Esta ecuación indica que en todo dominio topológico cerrado el Tw está 

directamente relacionado con el Wr y ambas variables se compensan entre sí dando 

como resultado el valor del Lk (Lilley, 2001). El Lk sólo puede cambiar si se producen 

roturas en el DNA (Wang, 1996).  

Una molécula de DNA circular cerrada y relajada tiene un número de enlace (Lkº) 

dado por la ecuación:  

Lk0 = N / h  

Donde N es el número de pares de bases y h es la repetición helicoidal en las 

condiciones experimentales (un giro de la hélice a la derecha que en un DNA de 

conformación B contiene 10,5 pares de bases). 
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El nivel de Sc se suele dar en forma de densidad de Sc (σ) que viene dada por la 

ecuación: 

σ = ΔLk / Lk0 

 

Donde ΔLk = Lk - Lkº. Un plásmido extraído de Escherichia coli en crecimiento 

exponencial medio suele estar superenrollado hasta el punto de σ = −0,06 (Lilley, 2001; 

Liu et al., 2018; Marko, 2010). 

El Sc del DNA tiene un papel importante en la replicación, recombinación y 

transcripción  (Duprey & Groisman, 2021). La capacidad de enrollarse o retorcerse bajo 

tensión de torsión es una propiedad importante para que la molécula de DNA pueda 

sufrir transiciones conformacionales biológicamente importantes. Muchas especies de 

DNA bacteriano son circulares y están superenrolladas negativamente. Se dice que una 

molécula de DNA está superenrollada negativamente (Sc -) cuando el enrollamiento del 

DNA se da hacia la derecha, por lo que el enrollamiento se produce en el sentido de las 

agujas del reloj. El Sc positivo (Sc +) es el enrollamiento del DNA hacia la izquierda, por 

lo que el enrollamiento se produce en el sentido contrario a las agujas del reloj (Duprey 

& Groisman, 2021; Schvartzman & Stasiak, 2004). Un ejemplo que ilustra de forma 

práctica los tipos de Sc se muestra en la Figura 2. 

 

 

Figura 2. Esquema representativo de los tipos de Sc.  Se demuestra el sentido de la torsión para el Sc 

negativo y Sc positivo. Figura adaptada de Schvartzman y Stasiak (2004). 
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3 Organización topológica del nucleoide bacteriano 

El cromosoma de las bacterias suele existir como una única molécula de DNA 

bicatenario covalentemente cerrada. Durante mucho tiempo se creyó que el cromosoma 

bacteriano (nucleoide), era una estructura amorfa dispersa en el citoplasma. Sin 

embargo, el desarrollo de técnicas avanzadas de microscopía y biología molecular ha 

permitido comprender mejor la estructura interna de la célula bacteriana, incluyendo el 

nucleoide (Kois et al., 2007). El cromosoma bacteriano debe compactarse alrededor de 

1.000 veces para encajar dentro de células de apenas 1-2 μm de longitud (Holmes & 

Cozzarelli, 2000; Wang et al., 2013). La compactación del DNA da como resultado un 

nucleoide que ocupa sólo una pequeña parte (aproximadamente 1/4) del espacio 

intracelular (Dame, 2005; Kois et al., 2007). Al mismo tiempo, el nucleoide debe tener 

un nivel de compactación que permita que el genoma siga siendo accesible y funcional 

(Teleman et al., 1998). En las bacterias, distintos procesos fisiológicos pueden ocurrir 

simultáneamente y el nucleoide bacteriano se caracteriza por ser una estructura 

dinámica y heterogénea con regiones específicas involucradas en estos procesos 

celulares (Dame, 2005). La topología del nucleoide depende del Sc del DNA que, 

además, debe ser capaz de tener respuestas homeostáticas a diversos tipos de 

estímulos como temperatura, estrés osmótico, estrés oxidativo, fármacos que actúan en 

las topoisomerasas (Drlica, 1992; Duprey & Groisman, 2021) e incluso ciclos circadianos 

como ocurren en las cianobacterias (Woelfle et al., 2007).  

La topología del cromosoma debe gestionarse con precisión. El control topológico 

del DNA se ejerce a varios niveles. El primer nivel implica la acción de las 

topoisomerasas, como la girasa, la topoisomerasa I (Topo I) y la topoisomerasa IV (Topo  

IV), que regulan activamente el grado de Sc mediante la introducción o eliminación de 

vueltas en la estructura del DNA (Champoux, 2001; Witz & Stasiak, 2010). El segundo 

nivel involucra a una serie de proteínas asociadas al nucleoide (NAPs, del inglés 

“nucleoid-associated proteins”) que forman una red funcional para el mantenimiento del 

Sc. En algunas bacterias estas proteínas controlan la transcripción a través de la 

modulación del Sc (Dorman, 2013; Luijsterburg et al., 2006). Además, otras proteínas 

que se unen al DNA, como por ejemplo las helicasas, pueden cooperar con las 

topoisomerasas para estabilizar la estructura del cromosoma durante los procesos de 

replicación y transcripción (Duguet, 1997). En E. coli, aproximadamente la mitad del Sc 

está constreñido por la interacción con proteínas (Dorman & Dorman, 2016). El tercer 

nivel implica la curvatura del DNA que permite una mejor interacción con la RNA 

polimerasa (RNAP) (Pérez-Martín et al., 1994) y afecta la transcripción de genes clave, 

como los que codifican las topoisomerasas (Balas et al., 1998). Finalmente, el cuarto 
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nivel implica la organización del cromosoma en dominios con comportamiento 

topológico intrínseco. Estos mecanismos de regulación del Sc han sido estudiados en 

muchas bacterias como E. coli (Postow et al., 2004; Worcel & Burgi, 1972) y SPN 

(Ferrándiz et al., 2010, 2016) pero aún hay mucho para ser elucidado.   

El genoma de neumococo tiene un tamaño relativamente pequeño, de 

aproximadamente 2 Mb, si lo comparamos con las 4,6 Mb del genoma de E. coli. 

Además, tiene un elevado contenido A+T (60 %). En SPN los genes que responden a 

cambios de relajación del DNA de manera coordinada se encuentran agrupados en 

dominios topológicos. Existen cuatro tipos de dominios, definidos por su respuesta 

transcripcional a la relajación del DNA y su contenido en AT: regulado positivamente, es 

decir que la expresión de sus genes aumenta tras la relajación (UP), regulado 

negativamente, en los que la expresión de sus genes baja (DOWN), no regulado (NR) y 

ricos en AT (Ferrándiz et al., 2010). Los dominios NRs se dividen a su vez en pcNR 

(posición conservada NR) y pvNR (posición variable NR) (Martín-Galiano et al., 2017).  

Los dominios DOWN se caracterizan por la presencia de genes esenciales, como 

el que codifica la Topo I, y genes implicados en el metabolismo de aminoácidos y 

producción de energía. Los dominios UP están enriquecidos en genes implicados en el 

metabolismo de nucleótidos y sistemas de defensa (Ferrándiz et al., 2010). Los 

dominios pcNR se caracterizan por una expresión génica más elevada y constante de 

sus genes. Estos codifican proteínas esenciales para el mantenimiento de la fisiología 

celular, y aparentemente un gran número de ellas establece interacciones proteína-

proteína. Sin embargo, en los dominios pvNR se localizan genes relacionados con 

factores de virulencia y determinantes inmunogénicos, en especial proteínas que 

desencadenan una respuesta de anticuerpos en los pacientes, y proteínas de la pared 

celular (Martín-Galiano et al., 2017). Los cambios en la localización de los genes pueden 

provocar alteraciones en la fisiología celular de neumococo (Ferrándiz et al., 2014; 

Martín-Galiano et al., 2017), como se ha demostrado en E. coli (Gerganova et al., 2015). 

Se ha descrito que regiones del genoma con alto contenido en AT favorecen el acceso 

de la RNAP a sus promotores (Ferrándiz et al., 2010). 

El control del Sc en SPN se produce principalmente mediante la regulación de la 

transcripción de los genes de las topoisomerasas. La relajación desencadena una 

regulación positiva de la girasa y una regulación negativa de la Topo I y Topo IV, mientras 

que un Sc hiper-negativo baja la expresión de Topo I que tiene un papel fundamental en 

la regulación del Sc y del nivel de transcripción (Ferrándiz et al., 2016). 
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3.1 DNA topoisomerasas 

Las DNA topoisomerasas son enzimas esenciales para la viabilidad celular. Estas 

enzimas crean roturas transitorias en el DNA que ayudan a resolver los problemas 

topológicos que surgen durante la replicación, reparación, recombinación y 

transcripción, alterando el nivel de Sc y la topología cromosómica (Gellert, 1981; Wang, 

1985, 2002). La primera caracterización de una topoisomerasa fue en 1971 cuando 

Wang describió una proteína en E. coli, que llamó proteína ω que era capaz de 

interaccionar con el DNA y relajar específicamente las moléculas de DNA con Sc 

negativo (Wang, 1971). Años más tarde, esa proteína pasó a llamarse Topo I (Liu & 

Wang, 1979). Tras el descubrimiento de la proteína ω, un estudio con células de ratones 

permitió identificar otra proteína capaz de relajar DNA superenrollado (Champoux & 

Dulbecco, 1972). Posteriormente, se caracterizó otra enzima en E. coli con actividad 

dependiente de ATP capaz de introducir Sc negativo en el DNA relajado, a la que se 

llamó DNA girasa (Gellert et al., 1976). La introducción de Sc negativo esencial en el 

genoma, trabajando así contra las tensiones mecánicas que se acumulan en el DNA 

superenrollado (Nöllmann et al., 2007). 

Todas las células contienen dos tipos de topoisomerasas altamente conservadas 

que se diferencian en función de sus propiedades físicas y mecánicas. A pesar de las 

diferencias en el mecanismo catalítico y las funciones celulares, todas las 

topoisomerasas actúan produciendo roturas transitorias en el DNA (Froelich-Ammon & 

Osheroff, 1995) y pasan una cadena de DNA (sencilla o doble) a través de la rotura 

producida, con posterior sellado de la rotura inicial. En base a su mecanismo de acción, 

las DNA topoisomerasas se pueden dividir en dos tipos (I y II). Las topoisomerasas de 

tipo I introducen roturas transitorias en una de las cadenas del DNA, mientras que las 

de tipo II introducen roturas transitorias en la doble cadena (Figura 3) modificando la 

tensión generada en la replicación y transcripción (Bush et al., 2015; Champoux, 2001; 

Junier et al., 2023; Wang, 2002).   

En E. coli se han descrito cuatro topoisomerasas: Topo I (Wang, 1971), girasa 

(topoisomerasa II) (Gellert et al., 1976), Topo III (Dean et al., 1983) y Topo IV (Kato et 

al., 1990). Sin embargo, SPN tiene tres topoisomerasas, una enzima de tipo I, Topo I, y 

dos de tipo II, Topo IV y girasa (de la Campa et al., 2017; Ferrándiz et al., 2010). 
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Figura 3. Esquema del paso principal del mecanismo de acción de la Topo I y de la DNA Girasa. Topo 

I corta una sola cadena de DNA y hace que la otra cadena pase a través del corte antes de que el DNA se 

vuelva a ligar. La enzima hace que el cambio de torsión sea de una sola unidad. La DNA girasa corta ambas 

cadenas de un dúplex de DNA y hace que otro dúplex pase a través del corte antes de que el DNA se 

religue. El esquema de la girasa omite detalles estructurales específicos pues el complejo completo de la 

girasa incluye un dímero adicional de GyrB. Figura adaptada de Junier et al., 2023. 

 

3.1.1 DNA topoisomerasas de tipo I 

Estas enzimas eliminan el Sc negativo que se genera durante la replicación y la 

transcripción. Cortan una cadena de la doble hélice y rotan uno de los extremos 

generados sobre la cadena intacta una vuelta completa para finalmente volver a unir los 

extremos cortados (Brown & Cozzarelli, 1981). Como resultado, se elimina una vuelta 

en el DNA relajándolo. Todas las enzimas de tipo I tienen un mismo mecanismo químico 

para romper el enlace fosfodiéster. Un grupo hidroxilo de un residuo Tyr de la enzima 

ataca un enlace fosfodiéster en el DNA y permanece unido covalentemente a un lado 

de la rotura mientras libera una cadena hidroxilada. Posteriormente, el ataque del enlace 

fosfo-Tyr por el extremo hidroxilo de la cadena libre restaura el enlace fosfodiéster y 

libera la enzima para el siguiente ciclo catalítico. Como la energía del enlace fosfodiéster 

se conserva en el intermediario proteína-DNA la reacción no requiere hidrolisis de ATP 

(Forterre et al., 2007).  

Las dos enzimas de tipo I en E. coli son la Topo I y la Topo III (Wang, 2002). Las 

primeras evidencias de la homeostasis del Sc regulado por topoisomerasas de tipo I se 

describieron en E. coli. En esta bacteria la transcripción del gen topA (Topo I) disminuye 

con la relajación del DNA (Tse-Dinh, 1985). Mutaciones en este gen son aparentemente 
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no letales debido a mecanismos compensatorios (Pruss et al., 1982). Sin embargo, la 

mutación simultanea de topA (Topo I) y topB (Topo III) resulta deletérea para la bacteria 

(Stupina & Wang, 2005). Topo III tiene una estructura parecida a la de Topo I excepto 

por la presencia de un bucle cargado positivamente que puede estar involucrado en la 

catenación y decatenación (Mondragón & DiGate, 1999). Su papel es importante para 

el proceso de segregación del cromosoma bacteriano (Perez-Cheeks et al., 2012). Sin 

embargo, se ha demostrado que incluso en ausencia de esta enzima suele ocurrir una 

separación completa de los nucleoides pues la Topo IV puede actuar globalmente para 

eliminar los enlaces entre los cromosomas hermanos (Lee et al., 2019). 

A diferencia de E. coli, SPN tiene una única topoisomerasa de tipo I, la Topo I 

codificada por el gen topA (Ferrándiz et al., 2010; García et al., 2011). Estudios in vitro 

revelan que hay una interacción física entre la Topo I y la RNAP tanto en neumococo 

Ferrándiz et al., 2021) como en E. coli (Cheng et al., 2003). La Topo I tiene un papel en 

la formación y estabilización del complejo RNAP-DNA en el promotor y durante la 

transcripción en neumococo (Ferrándiz et al., 2021). Además, se ha evidenciado la co-

localización de Topo I y la RNAP en Mycobacterium tuberculosis (Ahmed et al., 2017) y 

en SPN (Ferrándiz et al., 2021).   

El equilibrio entre las actividades de Topo I y la girasa dentro de la célula es 

fundamental para el mantenimiento del Sc y la compactación del nucleoide. Topo I es 

esencial y una mutación puntual que afecte la actividad de esta enzima es letal para 

SPN (García-López et al., 2022). Esta enzima es fundamental para el control del Sc y la 

arquitectura del genoma en neumococo y por lo tanto una diana idónea para nuevos 

antimicrobianos. La identificación de compuestos dirigidos específicamente a la familia 

de las topoisomerasas de tipo I es escasa, y hasta la fecha solo se conoce una molécula 

capaz de inhibir la Topo I de SPN, la seconeolitsina (García et al., 2011).   

 

3.1.2 DNA topoisomerasas de tipo II 

En contraste con las enzimas de tipo I, las topoisomerasas de tipo II producen 

roturas transitorias de la doble cadena, pudiendo catalizar el Sc, encadenamiento, 

desencadenamiento, anudamiento y desanudamiento de dobles hélices de DNA (Bush 

et al., 2015; Schvartzman & Stasiak, 2004). Las reacciones de rotura del DNA y 

religación son químicamente similares a las realizadas por las topoisomerasas de tipo I, 

con una ligación fosfo-Tyr entre el DNA y la enzima, excepto que hay rotura de las dos 

cadenas del DNA (Gellert et al., 1976). Además, las reacciones llevadas a cabo por este 

tipo de enzimas son dependientes de la hidrólisis de ATP (Champoux, 2001; Forterre et 
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al., 2007). Todas las topoisomerasas de tipo II son enzimas multiméricas con simetría 

de díada. Estas topoisomerasas tienen en su estructura un dominio ATPasa y un 

dominio de unión y rotura del DNA con un residuo Tyr en su sitio catalítico. Las 

principales representantes de esta clase de enzimas en bacterias son la DNA girasa y 

la topoisomerasa IV (Topo IV), que están constituidas por dos subunidades, GyrA y GyrB 

para la girasa, y ParC y ParE para la Topo IV. El dominio ATPasa está localizado en las 

subunidades GyrB o ParE, mientras que el sitio activo donde está la Tyr involucrada en 

la formación de la unión covalente con el DNA, está localizado en las subunidades GyrA 

o ParC (Kampranis & Maxwell, 1996; Liu & Wang, 1978a, 1978b; Peng & Marians, 1993; 

Reece & Maxwell, 1991).  

La girasa y la Topo IV tienen funciones diferentes in vivo. La primera introduce Sc 

negativo en el DNA y participa en la replicación, recombinación y transcripción, mientras 

que la Topo IV, al igual que la Topo I, relaja el DNA y actúa principalmente en la 

segregación de cromosomas hermanos después de la replicación (Ullsperger & 

Cozzarelli, 1996; Zechiedrich & Cozzarelli, 1995). En E. coli un defecto en la Topo I 

puede ser compensado por un incremento en la expresión de los genes parC y parE 

(Kato et al., 1990).  

En neumococo la girasa y la Topo IV responden de manera distinta a los cambios 

topológicos del nucleoide. La relajación del DNA lleva a una disminución de la 

transcripción de los genes parC y parE (Topo IV) y a una regulación positiva de los genes 

de la girasa (gyrA y gyrB) (Ferrándiz et al., 2010), de acuerdo con lo que se ha observado 

en E. coli (Menzel & Gellert, 1983; Peter et al., 2004). Además, la regulación de la 

transcripción en SPN depende del nivel de Sc, de la existencia de reguladores 

específicos, y de la curvatura de la región promotora de la transcripción de los genes de 

la girasa (Ferrándiz et al., 2010).  

Desde hace muchos años se dispone de moléculas con actividad antimicrobiana 

que inhiben las topoisomerasas de tipo II. El ácido nalidíxico, la primera quinolona que 

inhibe la girasa, es un subproducto de la producción de cloroquina (Lesher et al., 1962). 

Otro inhibidor de la girasa es la novobiocina (NOV) (Maxwell, 1993) que se descubrió 

entre los años 1950 y 1960 (Smith et al., 1956). Las topoisomerasas bacterianas de tipo 

II  son dianas muy estudiadas para antibacterianos y se han desarrollado muchos otros 

antimicrobianos, como los derivados de las quinolonas (Pham et al., 2019). 
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3.2 Proteínas de unión al nucleoide (NAPs)  

En todas las células, tanto eucariotas como procariotas, se han identificado 

proteínas que alteran la topología del DNA y tienen el potencial de influir en la 

replicación, recombinación, reparación y transcripción. En eucariotas, estas proteínas 

se conocen como histonas y participan en la estructura de la cromatina y por lo tanto en 

la fisiología celular. En bacterias se han identificado proteínas que llevan a cabo tareas 

similares y fueron, por algún tiempo, denominadas “proteínas similares a histonas” (HLP 

o del inglés “histone-like protein”) (Dorman & Deighan, 2003; Drlica & Rouviere-Yaniv, 

1987). Actualmente, reflejando su ubicación dentro de la célula bacteriana y sin implicar 

similitud con las histonas, esas proteínas son denominadas NAPs (Luijsterburg et al., 

2006). Las NAPs son proteínas abundantes y de baja masa molecular y la capacidad de 

unirse al DNA es una característica de la mayoría de ellas. Muchas de esas proteínas 

pueden alterar la estructura de la molécula de DNA, doblándola, envolviéndola o 

uniéndola, o cambiando la arquitectura del genoma de la bacteria, y conforman el 

segundo nivel de control topológico. La participación en la organización y compactación 

de la cromatina, convierte a las NAPs en excelentes reguladores de la expresión génica 

y pueden afectar la transcripción de manera global (Dillon & Dorman, 2010), además de 

realizar funciones protectoras (Hołówka & Zakrzewska-Czerwińska, 2020). La 

combinación de funciones estructurales y reguladoras de las NAPs afecta el 

funcionamiento del nucleoide y como consecuencia, a la virulencia y viabilidad de las 

bacterias (Dadinova et al., 2023; Stojkova et al., 2019). 

 

3.2.1 NAPs, disparidad de tipos y funciones 

El estudio de las NAPs se ha centrado, principalmente, en la capacidad de unión 

al DNA de la mayoría de ellas y la gran mayoría de los estudios de caracterización de 

NAPs se hicieron en E. coli (Azam & Ishihama, 1999; Dorman & Deighan, 2003; Hengge-

Aronis, 1999). En 2006 un estudio introdujo una clasificación para dichas proteínas 

basándose en su efecto estructural sobre el DNA, es decir, la capacidad de doblar o 

hacer puentes en la molécula de DNA (Luijsterburg et al., 2006). Aunque no hay una 

clasificación consenso, las NAPs podrían dividirse en tres grupos principales: (i) 

proteínas que unen sitios separados dentro de la misma molécula DNA, (ii) proteínas 

que doblan el DNA, y (iii) proteínas que participan en mecanismos alternativos de 

organización y compactación del DNA (Dadinova et al., 2023).  

El primer grupo tiene como principal representante H-NS, una proteína de 15,6 

kDa que une sitios distantes entre sí dentro de la molécula de DNA provocando su 
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compactación (Dorman et al., 1999), esta proteína tiene preferencia por regiones ricas 

en AT (Azam & Ishihama, 1999) y puede unirse a muchos sitios en el genoma, afectando 

la expresión de centenares de genes, generalmente de manera negativa y por lo tanto 

es conocida como un represor global de la transcripción en bacterias Gram-negativas 

(Dorman, 2007, 2004). Otro representante de este grupo es Lrp (proteína reguladora 

sensible a la leucina), que tiene una masa molecular de 15 kDa y forma estructuras en 

forma de discos que envuelven las moléculas de DNA sobre sí misma, acercando así 

regiones distantes del DNA (Brinkman et al., 2003). Lrp tiene una amplia influencia en la 

expresión génica y es especialmente importante en el control de la transcripción de 

operones implicados en virulencia (de los Rios & Perona, 2007; Hung et al., 2002; Tani 

et al., 2002). Las SMC (proteínas de mantenimiento estructural de los cromosomas) 

también pertenecen al primer grupo de NAPs, están altamente conservadas, desde las 

bacterias hasta humanos, y tienen una gran masa molecular (por encima de 150-200 

kDa) (Losada & Hirano, 2005; Nasmyth & Haering, 2005). El dímero SMC forma una 

estructura en forma de V con dos hombros largos de doble hélice que pueden interactuar 

con varias regiones del DNA al mismo tiempo, lo que permite que esta proteína participe 

en la separación de cromosomas recién replicados (Strunnikov, 2006). 

Las proteínas del segundo grupo son las que doblan el DNA y están ampliamente 

distribuidas entre los procariotas, las más conocidas son HU e IHF (Swinger & Rice, 

2004). HU fue una de las primeras NAPs caracterizadas, cuyo nombre se deriva de una 

“histone-like protein” de la cepa U93 de E. coli (Dorman, 2015). Es una proteína pequeña 

y estable a altas temperaturas que se une fácilmente al DNA y una de las NAPs más 

abundantes en E. coli ( Kamashev & Rouviere-Yaniv, 2000; Rouvière-Yaniv & Gros, 

1975). En la mayoría de las bacterias, HU se presenta como un homodímero con una 

masa monomérica de aproximadamente 10 kDa, excepto en enterobacterias, donde es 

un heterodímero formado por las subunidades α y β. Ambas subunidades exhiben una 

homología del 70 % y sus estructuras 3D están altamente conservadas (Kamashev 

et al., 2017). Las HU homodiméricas se asignan al tipo α o β dependiendo de la similitud 

con cada una de las subunidades. HU muestra una mayor afinidad por el DNA con 

distorsiones estructurales como roturas de cadena doble o simple y horquillas de 

replicación ( Kamashev et al., 2019; Kamashev & Rouviere-Yaniv, 2000). Estudios de 

microscopía han demostrado que el cromosoma de E. coli se altera cuando se inactivan 

los genes que codifican HU (Ohniwa et al., 2013). Esta proteína modula genes que 

responden a la anaerobiosis, a alta osmolaridad, a estrés ácido e inducción de 

reparación del DNA (Oberto et al., 2009). Además, regula la distribución espacial de la 

RNAP en el nucleoide, lo que implica su papel en la coordinación de la estructura 
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genómica y regulación transcripcional en E. coli (Berger et al., 2010). IHF es un 

heterodímero que está presente sólo en enterobacterias. La masa molecular de la 

subunidad α es de alrededor de 11 kDa, y de la subunidad β, alrededor de 9.5 kDa. De 

manera similar a HU, IHF utiliza intercalación de dos residuos de prolina conservados, 

induciendo y estabilizando la curvatura del DNA (Swinger & Rice, 2004). En este 

segundo grupo de NAPs se incluye también la proteína Fis, homodímero con 

subunidades de 98 aminoácidos cada una (Kostrewa et al., 1991). Fis, de igual modo 

que HU tiene preferencia por regiones del DNA ricas en AT (Azam & Ishihama, 1999; 

Dorman, 2015). 

El tercer grupo de NAPs incluye a Dps, proteína que promueve la formación de 

una estructura compacta, un complejo Dps-DNA cristalino estable, que protege el DNA 

contra los factores adversos, incluidos los antibióticos. El descubrimiento de estructuras 

cristalinas en las células vivas y la asociación de este fenómeno con la resistencia a los 

medicamentos bacterianos despertó un gran interés. Se ha sugerido que Dps se une al 

DNA a través de interacciones electrostáticas de los dominios N-terminales ricos en 

lisina con las cargas negativas de los grupos fosfato del DNA (Ceci et al., 2004; Nair & 

Finkel, 2004). 

 

3.2.2 NAPs y la fisiología bacteriana 

Dada la variedad de funciones supervisadas por las NAPs, no sorprende que su 

patrón de expresión difiera durante el crecimiento (Azam & Ishihama, 1999; Claret & 

Rouviere-Yaniv, 1997). Fis y HU son las proteínas más abundantes durante la fase 

exponencial del crecimiento bacteriano. Las células en la fase estacionaria producen 

NAPs que pueden condensar el cromosoma de manera más efectiva, como es el caso 

de la Dps, mientras que otras, como la H-NS, se expresan constantemente en un nivel 

relativamente bajo, lo que las hace disponibles para alterar la expresión de ciertos genes 

bajo un estímulo determinado (Hołówka & Zakrzewska-Czerwińska, 2020).  

Durante muchos años, los estudios sobre las NAPs y la fisiología bacteriana rara 

vez se relacionaron entre sí. La conexión se evidenció cuando se descubrió que 

mutaciones en los genes que codifican las NAPs alteran la expresión de genes que 

contribuyen de manera obvia a los procesos metabólicos. Por ejemplo, el 

funcionamiento de los promotores de los genes que expresan las moléculas de tRNA y 

rRNA esenciales para la traducción está modificado por Fis, H-NS y Lrp (Hillebrand et 

al., 2005; Hirvonen et al., 2001; Pul et al., 2007). Ciertas proteínas asociadas a nucleoide 

también regulan el inicio de la transcripción en promotores específicos y trabajan en 
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conjunto con factores de transcripción que regulan la expresión génica en respuesta a 

la fase de crecimiento y al cambio ambiental. Algunos ejemplos específicos involucran 

a las proteínas IHF y Fis de E. coli (Browning et al., 2010).  

Nuestro conocimiento de las funciones de cada NAP en la fisiología bacteriana ha 

avanzado. Muchas de estas proteínas han sido ampliamente estudiadas en E. coli y en 

otras Gram-negativas, como Salmonella. Sin embargo, el conocimiento de estas 

proteínas en otras bacterias es limitado. Hasta el momento, se han identificado 

homólogos de las NAPs de E. coli en otras bacterias, como las micobacterias (Bhowmick 

et al., 2014; Kriel et al., 2018) y en bacterias Gram-positivas, (Ohniwa et al., 2011; 

Ushijima et al., 2017; Zhang et al., 2021) incluyendo SPN (Ferrándiz et al., 2018) o 

Bacillus spp, cuya proteína HU muestra una identidad de secuencia de más de 50 % 

con la HU de E. coli (Swinger & Rice, 2004). Además, aunque presenten similitudes 

estructurales entre las especies, el papel de las NAPs en la fisiología bacteriana puede 

ser diferente (Dillon & Dorman, 2010). En Staphylococcus aureus, por ejemplo, algunas 

de sus NAPs regulan la transcripción de genes que tienen un papel relevante en la 

protección frente al estrés oxidativo (Ushijima et al., 2017). Así mismo, aunque algunas 

NAPs tengan homólogos en otras especies, para una determinada bacteria puede ser 

esencial y para otra no, como es el caso de la HU de E. coli, que no es esencial para 

viabilidad celular de esta especie, mientras que su homólogo estreptocócico es esencial 

para el crecimiento de Streptococcus pyogenes (Bugrysheva et al., 2011; Liu et al., 

2008) y SPN (Ferrándiz et al., 2018).  

 

4 NAPs de S. pneumoniae, un relevante campo de estudio  

Dado que el tamaño del cromosoma de SPN es relativamente pequeño, 

probablemente no requiera de la mayoría de las NAPs que posee E. coli. En SPN se 

desconocen las funciones de las NAPs en la arquitectura cromosómica y, como en otras 

especies de estreptococos, están ausentes proteínas importantes implicadas en la 

organización del nucleoide, como H-NS, IHF ó Fis. Hasta el momento apenas dos NAPs 

han sido identificadas en neumococo: SMC, que participa en el proceso de segregación 

del cromosoma pero no es esencial para la célula y tampoco altera la sensibilidad de la 

bacteria a antibióticos inhibidores de la girasa (Minnen et al., 2011), y HU, que tiene un 

papel fundamental en el mantenimiento del Sc y es esencial para la viabilidad celular 

(Ferrándiz et al., 2018).  

HU está codificada en SPN por el gen hlp, y como otras HUs, muestra preferencia 

para unirse a DNA superenrollado. Esta unión al DNA permite a la proteína influir en 
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diversos procesos biológicos, incluida la compactación del genoma (Ferrándiz et al., 

2018). El gen hlp se encuentra en un dominio DOWN en respuesta a la relajación del 

DNA desencadenada por la inhibición de la DNA girasa con NOV. La disminución 

transcripcional de hlp forma parte de la respuesta homeostática a la relajación del DNA, 

en la que los niveles de gyrA y gyrB aumentan y topA disminuye (Ferrándiz et al., 2010). 

HU juega un papel crítico en la organización estructural y la regulación genica de SPN. 

Es un homodímero, capaz de formar un complejo helicoidal, y se ha estimado que hay 

aproximadamente 34.000 dímeros de HU por célula. La formación de curvaturas 

flexibles inducidas por dímeros de HU ha sido propuesta para explicar la compactación 

del DNA (Ferrándiz et al., 2018). Se ha demostrado que tanto una disminución en Topo 

I como un aumento en la cantidad de HU pueden atenuar el efecto de la relajación del 

DNA inducida por NOV, restaurando un equilibrio adecuado del Sc y permitiendo así 

que las células crezcan a una concentración inhibidora de NOV. La cantidad de HU es 

crítica para la supervivencia del neumococo, así como para su capacidad de enfrentar 

cambios moderados en el Sc (Ferrándiz et al., 2018). Por tanto, HU es una NAP bien 

estudiada en SPN que es esencial para el crecimiento. Sin embargo, el estudio de otras 

NAPs sin función asignada podría aportar luz sobre la regulación de procesos 

esenciales en este patógeno.  

Los cocos Gram-positivos poseen muchas proteínas aún de función desconocida. 

Varios genes, que pueden estar implicados en mecanismos fisiológicos bacterianos, 

codifican proteínas hipotéticas, es decir, aquellas de las que no se puede inferir una 

función exacta. Un estudio previo de nuestro laboratorio identificó 44 proteínas 

hipotéticas conservadas en SPN y otros microrganismos Gram-positivos, con potencial 

importancia fisiológica y biomédica. Muchas de esas 44 proteínas posiblemente 

establecen interacción con otras proteínas o son proteínas que se pueden unir a ácidos 

nucleicos, sea DNA o RNA. Una de esas proteínas, un polipéptido de 324 aminoácidos 

codificado por el locus spr0929, fue preliminarmente clasificada como una proteína de 

unión a DNA (Martín-Galiano et al., 2014). Esta proteína tiene una secuencia muy 

conservada en SPN, y se han encontrado genes que codifican homólogos de Spr0929 

en otros patógenos Gram-positivos, incluyendo los géneros Clostridium, Enterococcus 

y Listeria.  

Por otro lado, el aislamiento de nucleoides de SPN llevado a cabo en nuestro 

laboratorio, permitió identificar una serie de proteínas hipotéticas presentes únicamente 

en la fracción del nucleoide y no detectadas en la fracción citoplásmica (datos no 

publicados). Algunas de estas proteínas tienen motivos de unión a ácidos nucleicos en 

su secuencia y poseen características que sugieren su potencial biológico como NAPs 
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en SPN. Este es el caso de las proteínas codificadas por los genes spr0929 (staR), 

spr0488, sp1424 y spr1593. Todas ellas han sido objeto de estudio en este trabajo donde 

se ha investigado su posible implicación en el control del Sc del DNA y la compactación 

de nucleoide en SPN.  

El mundo desconocido de las NAPs no está exento de desafíos. La complejidad 

de las interacciones entre estas proteínas con otras proteínas o el DNA, plantean 

obstáculos significativos en el camino hacia la comprensión completa de su función y 

potencial terapéutico. A pesar de dichos desafíos, el estudio de las NAPs en SPN 

representa una prometedora línea en la investigación biomédica. Al descifrar los 

secretos de estas proteínas, podemos abrir nuevas vías para combatir las 

enfermedades causadas por esta bacteria y mejorar la salud y el bienestar de millones 

de personas en todo el mundo.
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La caracterización funcional de nuevas NAPs de SPN, el conocimiento de su papel 

en la compactación del DNA sea por acción directa en el material genético o interacción 

con otras proteínas, como por ejemplo las topoisomerasas, permitirá avanzar en el 

establecimiento de nuevas dianas moleculares y el desarrollo de nuevos fármacos más 

activos frente a SPN.  

El objetivo general de este trabajo es la identificación y caracterización de posibles 

NAPs de neumococo y el estudio de su influencia en los mecanismos de control 

topológico del nucleoide. Los objetivos específicos de esta tesis son: 

 

1. Construcción de cepas mutantes con deleciones en los genes spr0929 (staR), 

spr0488, rapZ y yhbY, y de cepas sobreproductoras de los mismos. 

 

2. Estudio del efecto de la deleción y sobrexpresión de estos genes en el crecimiento 

de SPN con y sin tratamiento con novobiocina, y su efecto en el Sc. 

 

3. Estudio del efecto de la deleción y sobrexpresión de estos genes en la 

transcripción global. 

 

4. Estudio de las interacciones de las NAPs con las principales topoisomerasas del 

neumococo. 

 

5. Estudio de la capacidad de unión al DNA de Spr0488.  
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1 Cepas bacterianas y plásmidos  

Las cepas de E. coli y SPN empleadas en la realización de esa tesis se describen 

en la Tabla 1. Los vectores plasmídicos y plásmidos recombinantes se describen en las 

Tablas 2 y 3. 

Tabla 1. Cepas bacterianas 

Cepa Genotipo / Fenotipo relevante Referencia 

E. coli BL21-
CodonPlus 
(DE3) 

F-, ompT, hsdSB (rB
-mB

-), gal, dcm (DE3) (Studier & Moffatt, 1986) 

E. coli M15 
(PREP4) 

F-, Φ80ΔlacM15, thi, lac-, mtl-, recA+, Kmr (Villarejo & Zabin, 1974) 

SPN R6 Cepa tipo de laboratorio, derivada de R36A, variante de 
la cepa de serotipo 2 D39 

(Ottolenghi & Hotchkiss, 
1962) 

SPN ΔstaR  R6 staR::Cmr  (Martín-Galiano et al., 2014) 

SPN 
ΔstaRPZnstaR 

ΔstaR spr1806::PZn-staR  Este trabajo 

SPN 
ΔstaRPZnstaR 
[pLS1] 

ΔstaRPZnstaR con el plásmido pLS1 Este trabajo 

SPN ΔstaR 
[pLS1ROM] 

ΔstaR con el vector pLS1ROM  Este trabajo 

SPN ΔstaR 
[pLS1R-staR] 

ΔstaR con el plásmido recombinante pLS1R-staR  Este trabajo 

SPN Δspr0488 R6 spr0488::Kmr Este trabajo 

SPN Δspr0488 
[pLS1ROM] 

Δspr0488 con el vector pLS1ROM  Este trabajo 

SPN Δspr0488 
[pLS1R-
spr0488] 

Δspr0488 con el plásmido recombinante pLS1R-spr0488 Este trabajo 

SPN ΔrapZ R6 rapZ::Kmr Este trabajo 

SPN ΔrapZ 
[pLS1ROM] 

ΔrapZ con el vector pLS1ROM  Este trabajo 

SPN ΔrapZ 
[pLS1R-rapZ] 

ΔrapZ con el plásmido recombinante pLS1R-rapZ  Este trabajo 

SPN ΔyhbY R6 yhbY::Kmr Este trabajo 

SPN ΔyhbY 
[pLS1ROM] 

ΔyhbY con el vector pLS1ROM  Este trabajo 

SPN ΔyhbY 
[pLS1R-yhbY] 

ΔyhbY con el plásmido recombinante pLS1R-yhbY  Este trabajo 
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Tabla 2. Vectores plasmídicos 

Nombre Tamaño 

(pb) 

Descripción y Uso Referencia 

pBR322 4361 Ampr. Ensayos de actividad de Topo I y Girasa (Bolivar et al., 1977) 

pLS1 4408 Tcr. Estudio del nivel de Sc (Lacks et al., 1986) 

pLS1ROM 6805 Ermr. Expresión inducible por maltosa en SPN de 
genes clonados bajo el promotor PMal.  

(Ruiz-Masó et al., 
2012) 

pQE-1 3466 Ampr. Hiperexpresión de proteínas de fusión en 
E. coli 

Qiagen 

pET28b 5368 Kmr. Hiperexpresion de proteínas de fusión en E. 
coli 

Novagen 

 

 

Tabla 3. Plásmidos recombinantes 

Nombre Vector Inserto 

(pb) 

Descripción Referencia 

pQE-SPNtopA pQE-1 2088 Sobreexpresión de H6-topA en 
E. coli  

(García et al., 2011) 

pET28a-staR pET28a 6317 Sobreexpresión de H6-staR en 
E. coli 

Este trabajo 

pET28b-spr0488 pET28b 396 Sobreexpresión de H6-spr0488 
en E. coli  

Este trabajo 

pLS1R-staR  pLS1ROM 1034 Expresión de staR inducible por 
maltosa 

Este trabajo 

pLS1R-spr0488  pLS1ROM 592 Expresión de spr0488 inducible 
por maltosa 

Este trabajo 

pLS1R-rapZ  pLS1ROM 930 Expresión de rapZ inducible por 
maltosa 

Este trabajo 

pLS1R-yhbY  pLS1ROM 396 Expresión de yhbY inducible 
por maltosa 

Este trabajo 

 

2 Medios de cultivo 

Para el crecimiento de E. coli se utilizó medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 

1989). Para los cultivos en medio sólido, al LB se le añadió agar (Condalab) a una 

concentración final de 1,5 % (p/v). 
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Para el crecimiento de SPN se utilizó medio semidefinido AGCH (Lacks, 1966) con 

0,2 % de extracto de levadura (A+Y), suplementado con sacarosa y/o maltosa a distintas 

concentraciones de acuerdo con los protocolos experimentales. Para cultivos en medio 

sólido se añadió agar a una concentración final de 1 % (p/v). Para el crecimiento de las 

cepas portadoras de construcciones génicas bajo el control del promotor inducible por 

zinc (PZn), se eliminó el contenido inicial de zinc del medio AGCH, para ajustarlo 

mediante la adición de ZnSO4 según las condiciones experimentales. 

Los componentes de los medios de cultivo fueron adquiridos de las casas 

comerciales Sigma, Merck, Difco, Condalab y Bionova. 

3 Enzimas y Reactivos 

 

3.1 Enzimas 

Para las amplificaciones por PCR se emplearon las DNA polimerasas, Phusion 

Hot Start HiFi y DNA Polymerase Platinum™ Taq High Fidelity, de Thermo Fischer. La 

DNA T4 ligasa de Invitrogen se empleó para las ligaciones de fragmentos de PCR. 

Además, se utilizaron en este trabajo las enzimas de restricción BamHI, HindIII, KpnI, 

NdeI, NheI, SacI, SalI y XbaI del tipo “Fast Digest” de Invitrogen (ThermoFischer). 

 

3.2 Reactivos 
 

3.2.1  Antibióticos 

Los antibióticos se disolvieron en los diluyentes recomendados y se congelaron a 

– 20 °C. Los antimicrobianos ampicilina (Amp), eritromicina (Erm), kanamicina (Km), 

tetraciclina (Tc) y novobiocina (Nov), fueron suministrados por Sigma-Aldrich; el 

cloranfenicol (Cm) fue adquirido de Boehringer Mannheim.   

 

3.2.2 Productos químicos 

 Los compuestos orgánicos, sales inorgánicas, glicerol, ácidos y bases fueron 

suministrados por la casa comercial Merck, así como la sero albúmina bovina (BSA) y 

el dimetilsulfóxido (DMSO). El bromuro de etidio (BrEt), lisozima, isopropil-β-D-

tiogalactopiranósido (IPTG), desoxicolato (DOC), DNasa y RNasa A fueron 

proporcionados por Sigma-Aldrich. La proteinasa K se adquirió de Roche. El GelRed 

Nucleic Acid Gel Stains fue suministrado por Biotium. 
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El β-mercaptoetanol, los reactivos para electroforesis, marcadores de peso 

molecular, solución 30 % acrilamida, geles SDS-PAGE precast, geles de poliacrilamida 

TBE precast, TEMED y dodecil sulfato sódico (SDS) se adquirieron de Bio-Rad. La 

agarosa se adquirió de Condalab y Thermo Scientific. 

 

3.2.3 Oligonucleótidos  

Los oligonucleótidos empleados en este trabajo en reacciones de PCR o como 

cebadores en reacciones de secuenciación fueron proporcionados por Merck. En la 

Tabla 4 se detallan dichos oligonucleótidos.  

 

Tabla 4. Oligonucleótidos 

        Nombre 

 

Secuencia (5’-3’)a Coordenadas Referencia 

Km_Kpn gcgcggtaccAAGGGCCCGTTTGATTTTT
AATG 

(-75) − (-53) de kmr Este trabajo 

Km_Bam gcgcggatccATCGATACAAATTCCTC 938 − 954 de kmr Este trabajo 

488UpF GTCAAGGCTATCATGAAGGGACT 1128 − 1151 de spr0486 Este trabajo 

488_Kpn gcgcggtaccAATCCTTTCAATAAAAAATC
CCTGCT 

(-28) − (-3) de spr0488 Este trabajo 

488_Bam gcgcggatccTGAAAGAAAATGGCATCAAG
TTC 

367 − 389 de spr0488 Este trabajo 

488DownR ACGTTCCAATTTCTCCTGATGAC 118 − 140 de spr0489 Este trabajo 

488_F_ext TTGGTAATGGCTATCTTTCAGTCG 928 − 951 de spr0486 Este trabajo 

488_R_ext GGCAACAAGTCGCTCAAGAAT 267 − 287 de spr0489 Este trabajo 

RapZUpF AATATGACTCTCTCCAGCCACTT 427 − 449 de spr1423 Este trabajo 

RapZ_Bam gcgcggatCCATGGGATGTACGGGTGG 754 − 772 de rapZ Este trabajo 

RapZ_Kpn gcgcggtaCCCTGTCACAATCACCAAGT 19 − 38 de rapZ Este trabajo 

RapZDownR TTCATCCTCTTTTCATCTGTCAGC 516 − 539 de yihA Este trabajo 

RapZ-F_ext ATCATGTCACTTTCAAGGATGGTC 536 − 559 de spr1423 Este trabajo 

RapZ_R_ext GATTCCAGTCATCATTGTGGCG 407 − 428 de yihA Este trabajo 

yhbYUpF GACCTTGGGCAAGGAAGTCC 545 − 564 de spr1592 Este trabajo 
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yhbY_Bam gcgcggatccGTCAAAGAAATCTAAGACC
GAAACTC 

297 − 322 de yhbY Este trabajo 

yhbY_Sac cgcgagctCTGAAGTGGTGACGGACG (-34) − (-51) de yhbY Este trabajo 

yhbYDownR ATGGCTCACTACTTGACGGC 684 − 703 de yqeH Este trabajo 

yhbY_F_ext CACGCTCCACACCTAGACAAT 714 − 734 de spr1592 Este trabajo 

yhbY_R_ext TGCTATTATCCAAGAAATCACGGG 542 − 565 de yqeH Este trabajo 

Km-SacI cgcgagctcAAGGGCCCGTTTGATTTTTA
ATG 

(-75) − (-53) de kmr Este trabajo 

spr0929_LiUF AGACTCTTGCTATTGAACGC 224 − 243 de spr0928 (Martín-Galiano 
et al., 2014) 

spr0929_LiURNh2 gcgcgctagcGAACTGGTGAATAATGGCT
TTC 

18 − 39 de staR (Martín-Galiano 
et al., 2014) 

spr0929_LiDFNo2 gcgcgcggccgcGGAACCTACTCTATCTT
AATC 

925 − 945 de staR (Martín-Galiano 
et al., 2014) 

spr0929_LiDR AAGTGGCGATTTGTCACCTA 302 − 320 de spr0930 (Martín-Galiano 
et al., 2014) 

catup_Nh gcgcgctagcgcACCCATTAGTTCAACAAA
CG 

(-166) − (-146) de cat (Martín-Galiano 
et al., 2014) 

catdown_No gcgcgcggccgcgaagGATATGGATCTGGA
GCTG 

736 − 755 de cat (Martín-Galiano 
et al., 2014) 

spr929_ScIF gcgcgagctcATGGATATTTATATTAAGAA
AGCC 

1 − 24 de staR Este trabajo 

spr929_SlIR gcgcgtcgacTTATTTACTTTGGATATCCT
CG 

954 − 975 de staR Este trabajo 

spr0929_F gcgcgctagcATGGATATTTATATTAA
GAAAGCC 

1 − 24 de staR Este trabajo 

spr0929_R gcgcggatccTTATTTACTTTGGATAT
CCTCG 

954 − 975 de staR Este trabajo 

spr1806_ExF CATAGGTCTCCACATCGAAA 474 – 493 de spr1804 Este trabajo 

spr1806_LiURB1 GCGCGGATCCAACAGCTAGAAAATTC
TATTCT 

(-1) – (-23) del spr1806  Este trabajo 

spr1806_LiDFXb gcgctctagaTACTGAACCATCTGGGAAT
G 

667 – 686 del spr1806 Este trabajo 

spr1806_ExR TTGCCCGTCAAAATGATTTG 610 – 629 del spr1808 Este trabajo 

KmR_B1_Rv cgcgggatccAGGATCCATCGATACAAAT
TCC 

940 − 961 de kmr Este trabajo 

pZK_Xb1_Rv gcgctctagaCACCATAAAAAATGAACTTG
G 

27− 47 del terminador  Este trabajo   

929HindF cgcaagcttggaggACTTTTATGGATATTTAT
ATTAAGAAAGC 

(-11) − 23 de staR Este trabajo 

929BamR gcggatccGCAAAAAGGAAGACTGCTAG
TACAAG 

998 − 1023 de staR Este trabajo 
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488HindF gcgaagcttggaggTTTATCATGTCAAAGAA
ACTCAATCG 

(-6) − 20 de spr0488 Este trabajo 

488BamR gcggatCCAAGCCCGCATCTTTAGTC 564 − 584 de spr0488 Este trabajo 

rapZHindF gcgaagcttggagGAAAAAGATGACAAAG
AAACAACTTC 

(-7) − 19 de rapZ Este trabajo 

rapZBamR gcggatCCTCCACCAATCACCGTTATC 901 − 921 de rapZ Este trabajo 

yhbYHindF gcgaagcttggaggtAAATTATGTCATTAACA
TCAAAACAACG 

(-5) − 23 de yhbY Este trabajo 

yhbYBamR gcggatccGGAGTCAATAGTTCGATTGT
CATAG 

(-2) − 23 de spr1592 Este trabajo 

MCS_F AGATTATCACTCTCTAAACAC (-335) − (-356) del TSS 
del PMal 

Este trabajo 

MCS-R CGAAACAAGCGCTCATGA 209 − 194 del TSS del 
PMal 

Este trabajo 

488F_NdeI gcgcatATGTCAAAGAAACTCAATCG 1 − 20 de spr0488 Este trabajo 

488R_SacI cgcgagctcTTACTTGAACTTGATG 380 − 396 de spr0488 Este trabajo 

DprA1_F (Biot)CCAACAAAAGCTCCTGATCAAC 90 − 111 de dprA Este trabajo 

DprA1_R (Biot)CGATAGTGTCCAAGACTATCG 635 − 655 de spr1145 Este trabajo 

Cy-80 (Cy5)GAAGAAGGTAACGAGCGAGTGT
GCATTACTGACTACCTGAACGCATCTT
AGCCTCTGCTACAATCACACCACGAC
AAAGT 

464 − 513 de dprA Este trabajo 

Cy-50 (Cy3)GACTACCTGAACGCATCTTAGCC
TCTGCTACAATCACACCACGACAAAGT 

464 − 513 de dprA Este trabajo 

Cy-dT (Cy5)ACTTTGTCGTGGTGTGATTGTAG
CAGAGGCTAAGATGCGTTCAGGTAGT
CTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
T 

464 − 513 de dprA Este trabajo 

N80 ACTTTGTCGTGGTGTGATTGTAGCAGA
GGCTAAGATGCGTTCAGGTAGTCTCAT
TACGTGTGAGCGAGCAATGGAAGAAG 

464 − 513 de dprA Este trabajo 

 

aLa secuencia del oligonucleótido que no hibrida con el molde se indica en minúscula y los sitios de 

restricción incluidos se indican en negrita. Las coordenadas de cada oligonucleótido se refieren a su 

posición con respecto a la A del ATG del gen con el que hibridan, excepto cuando se indique lo contrario. 

TSS, sitio de inicio de la transcripción (+1) 

4 Cultivo de bacterias y curvas de crecimiento  

E. coli creció a 30 ó 37 ºC en agitación. SPN creció en medio líquido a 37 ºC sin 

agitación o en medio sólido a 37 ºC en atmósfera de 5 % de CO2. Los cultivos se 

conservaron a -80 ºC en el medio líquido con el antibiótico correspondiente y glicerol al 

10 %. 

Para las curvas de crecimiento en lector de placas automático primero se crecieron 

preinóculos en baño estático termostatizado en el medio correspondiente en cada caso. 
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Para la cepa ΔstaRPZnstaR el preinóculo se creció en medio A+Y sin ZnSO4, con 0,3 % 

sacarosa hasta una DO620nm = 0,3, medida con un espectrofotómetro UV-VIS (Evolution 

201, Thermo Scientific). Los preinóculos se diluyeron 1:100 el mismo medio hasta una 

DO620nm = 0,1 dos veces consecutivas como mínimo. Posteriormente el cultivo se diluyó 

200 veces en medio sin ZnSO4 ó con 150 μM ZnSO4. Para las cepas portadoras del 

plásmido pLS1ROM y derivados, los preinóculos se crecieron en A+Y con 0,8 % 

sacarosa hasta DO620nm = 0,3 y luego se diluyeron 200 veces en medio A+Y fresco 

suplementado con 0,8 % sacarosa (S), 0,8 % maltosa (M) ó 0,4 % S + 0,4 % M (SM). 

Todos los cultivos se crecieron en placas multipocillo de poliestireno (Costar 3595; 

Corning Incorporated) a 37 ºC y el crecimiento se siguió por medición de la DO620nm en 

un lector de placas TECAN Infinite 200 PRO, tomando medidas cada 15 min durante 

16h.  

Para las curvas de crecimiento manuales los preinóculos crecidos hasta una 

DO620nm = 0,3 se diluyeron 1:100 en el medio correspondiente y el crecimiento se siguió 

midiendo la DO620nm en un espectrofotómetro (Evolution 201, Thermo Scientific), cada 

30 minutos. 

En ambos casos, el tiempo de generación o duplicación bacteriano se determinó 

según las siguientes ecuaciones (Pope et al., 2010):  

 

𝐺 =  
log 2

𝐾
       

𝐾 =  
log 𝑁𝑇−log 𝑁0

𝑡
    

Donde G es el tiempo de generación, K es la velocidad de crecimiento, NT es la 

DO620nm a tiempo t, N0 es la DO620nm a tiempo 0 min y t es el tiempo transcurrido entre 

medidas de DO620nm. 

5 Transformación genética 

La transformación de E. coli se llevó a cabo según el método descrito previamente 

(Hanahan, 1983). A las células en estado de competencia se le añadió DNA a una 

concentración final de 200 ng/ml, se incubaron 30 min a 4°C y se les dio un choque 

térmico a 42 °C durante 2 min, se incubaron nuevamente 2 min a 4°C seguidos de 1 h 

a 37 °C. Las células se sembraron en placas de medio LB sólido y se incubaron a 37 °C 

en presencia de los antibióticos correspondientes para la selección de transformantes. 
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Para la transformación de SPN se siguió esencialmente un método previamente 

descrito (Lopez et al., 1984). Las células competentes, previamente obtenidas tras 

varios pasos de dilución y crecimiento hasta una DO620nm = 0,2, se diluyeron 1:20 en 

medio A+Y con 0,3 % de sacarosa y con 0,001 % CaCl2 y se incubaron a 30 °C durante 

20 min. Se añadió el DNA (~100 ng) y 25 ng/ml de factor de competencia (CSP). Las 

células se incubaron 40 min a 30 °C para permitir la captación del DNA y 90 min a 37 

°C para permitir la expresión génica. Cuando los antibióticos usados para la selección 

de mutantes eran de expresión inducible (Cm o Erm), a los 70 min a 37 ºC se añadieron 

concentraciones subinhibitorias del antibiótico y la incubación continuó otros 20 min 

hasta completar los 90 min. Las células se sembraron en el medio sólido A+Y 0,3 % de 

sacarosa en presencia de los antibióticos correspondientes para la selección de 

transformantes. Las placas se incubaron en estufa a 37 °C y 5 % de CO2. Como control 

se siguió el mismo procedimiento, pero sin adición de DNA.  

 

6 Aislamiento y manipulación del DNA 

 

6.1 Extracción de DNA cromosómico  

El DNA cromosómico de SPN fue obtenido mediante el DNeasy UltraClean 

Microbial Kit (Qiagen) según protocolo de la casa comercial. 

 

6.2 Purificación de plásmidos 

Para la obtención de plásmidos de E. coli y de SPN, usados en construcciones 

genéticas y ensayos de actividad de topoisomerasas, se utilizó Wizard® Plus SV 

Minipreps DNA Purification System (Promega).  

La extracción de plásmidos de SPN usados para los ensayos de Sc mediante 

electroforesis bidimensional se realizó mediante el método de lisis neutra (Martín-Parras 

et al., 1998). Se recogieron por centrifugación (6.000  g, 15 min a 4 ºC) 50 ml de cultivo 

en fase exponencial (DO620nm = 0,4). Se lavaron las células con 1 ml de STE (0,1 M 

NaCl; 10 mM Tris-HCl pH 8,0; 1mM EDTA pH 8,0), se centrifugaron durante 10 min a 

12.000  g y 4 ºC, y se resuspendieron en 250 µl de 25 % (p/v) sacarosa, 0,25 M Tris-

HCl pH 8,0. Se hizo un tratamiento con lisozima (10 mg/ml) y RNasa A (0,1 mg/ml) 

durante 5 min en hielo. Se añadieron 100 µl de 0,25 M EDTA pH 8,0 y se incubó la 

mezcla 5 min en hielo. La lisis se llevó a cabo en hielo durante 15 min tras añadir 400 µl 

de tampón de lisis (50 mM Tris-HCl pH 8,0; 63 mM EDTA pH 8,0; 1 % Brij58; 0,4 % 

DOC). El lisado se centrifugó a 27.000  g durante 45 min a 4 °C. El DNA plasmídico se 
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precipitó durante 18 h a 4 °C, añadiendo al sobrenadante 2/3 del volumen total de 25 % 

(p/v) PEG 6000, 1,25 M NaCl en TE. Tras centrifugar (6.000  g, 15 min a 4 °C), se 

resuspendió el precipitado en 250 µl de tampón de Proteinasa K (1M NaCl; 10 mM Tris-

HCl pH 9,0; 1 mM EDTA pH 8,0; 0,1 % SDS) y se llevó a cabo un tratamiento con 

Proteinasa K (100 µg/ml) durante 30 min a 37 °C. Se extrajeron las proteínas mediante 

tratamiento con fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (24:24:1) dos veces y una última 

vez con cloroformo: alcohol isoamílico (24:1). Se precipitó el DNA con 2,5 volúmenes de 

100 % de etanol (-20 ºC) durante 18 h. Se recogió el DNA tras centrifugación (9.000  

g, 45 min a 4 ºC) y se lavó con 70 % de etanol frío, volviendo a centrifugar (9.000  g, 

15 min a 4 ºC). Se dejó secar al aire en cabina de flujo laminar y se resuspendió en 20 

µl de agua destilada estéril. 

 

6.3 Electroforesis del DNA 

La separación preparativa y analítica de los plásmidos, fragmentos de restricción, 

y productos de PCR se realizó en geles de agarosa (Condalab) al 0,8 ó 1 % preparado 

en tampón TAE (40 mM Tris, 20 mM ácido acético, 1 mM EDTA). Como marcador de 

peso molecular se utilizó el 1kb Plus (Invitrogen) o NZYDNA Ladder III (NZYTech). La 

visualización de las bandas se realizó por tinción con GelRed Nucleic Acid Gel Stains 

diluido 1:20.000 en la matriz del gel. Las imágenes se adquirieron por iluminación con 

luz UV en el sistema Gel Doc XR o GelDoc Go Gel Imaging System (Bio-Rad). 

 

6.4 Amplificación de fragmentos mediante PCR 

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 μl, con 10 ng de 

DNA molde, 0,02 U/μl de la enzima Phusion Hot Start HiFi DNA Polymerase, 10 μl del 

tampón 5, 200 μM de cada dNTP, 0,5 μM de cada oligonucleótido, y agua hasta 

completar el volumen. La amplificación se llevó a cabo con un ciclo inicial de 

desnaturalización de 1 min a 98 ºC, seguido de 30 ciclos de hibridación/extensión de: 

10 seg a 98 ºC, 30 seg a la temperatura de fusión (Tm) correspondiente para cada par 

de oligonucleótidos y 30 seg a 72 ºC por cada kb de DNA a amplificar. Finalmente, se 

añadió 1 ciclo de 5 min a 72 ºC para completar todos los fragmentos amplificados y 

enfriamiento hasta 4 ºC. La Tm de los oligonucleótidos se calculó con la herramienta 

“Tm-calculator” disponible en la página web de Thermo Fisher Scientifc 

(https://www.thermofisher.com/es/es/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/ 

molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-

web-tools/tm-calculator.html). La Tm utilizada en cada caso correspondió a la del 

oligonucleótido con la Tm más baja. Cuando los oligonucleótidos incluían colas 5’ con 
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sitios de restricción que no hibridaban con el DNA molde, los 30 ciclos de 

hibridación/extensión se llevaron a cabo en dos pasos con 10 ciclos a la Tm de la región 

inicial de hibridación seguidos de 20 ciclos a la Tm del oligonucleótido completo. 

Para la generación de los dsDNA usados en los ensayos de cambio de movilidad 

electroforética (EMSA), las reacciones se llevaron a cabo con 2 μl de DNA genómico de 

R6, 1.25 U/reacción de Taq Platinum DNA Polymerase, 5 μl del tampón 10 , 200 μM de 

cada dNTP y 0,2 μM de cada oligonucleótido, en un volumen final de 50 μl. La 

amplificación se llevó a cabo con un ciclo inicial de 30 seg a 94 ºC, 35 ciclos de 15 seg 

a 94 ºC, 30 seg a 59 ºC y 30 seg a 68 ºC, y enfriamiento hasta 4 ºC. 

Todas las PCRs se realizaron en un termociclador Veriti 96-Well (Applied 

Biosystems) y fueron purificadas utilizando el sistema NZyGelpure de Nzytech, 

Posteriormente se cuantificaron usando el Infinite 200 Pro Tecan y fueron sometidos a 

electroforesis en gel de agarosa para comprobar el tamaño de los amplicones.  

 

6.5 Digestión y ligación de fragmentos de PCR 

Cada reacción de digestión se hizo con aproximadamente 1 μg del DNA, 6 μl de 

tampón FD 10 (ThermoScientific), 3 μl de la enzima de restricción y se ajustó el 

volumen hasta 60 μl con agua grado biología molecular. La reacción se incubó 30 min a 

37 ºC para la digestión seguido de la inactivación de las enzimas por calentamiento a 

65 ºC ó 80 ºC durante 5 ó 10 min. Las ligaciones se realizaron con aproximadamente 

400 ng de cada fragmento de DNA digerido, 0,5 mM de ATP, 5 U de T4 DNA ligasa 

(ThermoScientific). La reacción se incubó 18h a 22 ºC seguido de 10 min a 65 ºC para 

inactivar la ligasa, según el protocolo del fabricante. 

 

7 Inactivación de genes por el mecanismo de inserción/deleción  

Para la inactivación de genes se utilizó un método de inserción/deleción en el cual 

el gen a inactivar es reemplazado total o parcialmente por un determinante de 

resistencia a kanamicina (Kmr), siguiendo el esquema mostrado en la Figura 4. Para ello 

se amplificó, por un lado, un fragmento de DNA que determina la resistencia a Km 

mediante PCR (PCR A) a partir de DNA genómico de cepa mutante previamente 

construida en el laboratorio con el Kmr insertado (Martín-Galiano et al., 2014), utilizando 

los oligonucleótidos Km_Kpn y Km_Bam. La reacción se realizó siguiendo el protocolo 

descrito en el apartado 6.4 con una Tm de 61.8 ºC. Por otro lado, se amplificaron dos 

fragmentos de PCR de 500pb correspondientes a las regiones flanqueantes 5’ 
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(“upstream” PCR B) y 3’ (“downstream” PCR C) del gen a inactivar. Los oligonucleótidos 

utilizados en todos los casos incluían en su secuencia dianas de restricción para su 

posterior digestión y ligación. Dicha ligación se llevó a cabo de forma secuencial ligando 

primero las PCRs A y B entre sí, amplificando el fragmento de ligación (PCR D), y ligando 

después éste con la PCR C (Figura 2). Después, esta ligación es amplificada con el 

oligonucleótido 5’ de la PCR B y el oligonucleótido 3’ de la PCR C obteniendo así la PCR 

E que incluye el casete de Kmr flanqueado por las regiones “upstream” y “downstream” 

del gen a inactivar. Finalmente, se usaron 300 ng de PCR E para transformar R6 y los 

transformantes fueron seleccionados con 250 µg/ml de Km. Los clones aislados se 

crecieron en presencia de antibiótico y se extrajo su DNA cromosómico. Para comprobar 

la inserción/deleción del gen en cuestión, se amplificó un fragmento de PCR con 

oligonucleótidos que hibridan con regiones que flanquean la zona de inserción y se 

confirmó su secuencia mediante secuenciación. 

 

 

Figura 4. Esquema de la inactivación de genes por el método de inserción/deleción. PCR A es el 

producto de la amplificación de Kmr. PCR B y PCR C son amplicones de regiones “upstream” y 

“downstream” del gen a delecionar. PCR D amplicon del producto de la ligación de la PCR A y PCR B. El 

producto final obtenido tras la ligación de la PCR D y PCR C fue amplificado (PCR E) y usado para 

transformar SPN R6. 

 

El casete Kmr (incluyendo un terminador de la transcripción) se insertó de forma 

que su secuencia codificante estuviera en la misma orientación que el gen interrumpido. 
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El fragmento resultante tiene secuencias homólogas (“upstream” y “downstream”) al 

genoma de R6 para permitir su recombinación e inserción en el locus a interrumpir.  

8 Construcción de plásmidos para purificar StaR y Spr0488  

8.1 Construcción del pET28a-staR 

Para sobreproducir y purificar StaR, se amplificó un fragmento de PCR que 

contiene su gen codificante a partir del DNA genómico de R6 con los cebadores 

spr0929_F y spr0929_R (Tabla 4). El amplicón fue digerido con NheI y BamHI y clonado 

en pET28a cortado con las mismas enzimas. El plásmido fue transferido a células de E. 

coli BL21-CodonPlus (DE3) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) y los 

transformantes se seleccionaron 50 µg/ml de Km. Las colonias seleccionadas se 

crecieron en presencia del antibiótico, los plásmidos recombinantes fueron aislados 

como se describe en el apartado 6.2 y su secuencia fue confirmada mediante 

secuenciación. 

8.2 Construcción del pET28b-spr0488  

Para expresar y purificar la proteína Spr0488, se construyó el plásmido 

recombinante pET28b-spr0488. Para ello, spr0488 fue amplificado con los 

oligonucleótidos 0488F_NdeI y 0488R_SacI. La reacción se hizo como se describe en 

6.4 con una Tm de 66 ºC. El amplicón y el plásmido pET28b se cortaron con NdeI y SacI 

y se ligaron como se describe en 6.5. El producto de la ligación se introdujo por 

transformación en E. coli BL21-CodonPlus (DE3) y los transformantes se seleccionaron 

con 50 µg/ml de Km. Las colonias seleccionadas se crecieron en presencia del 

antibiótico, los plásmidos recombinantes fueron aislados como se describe en el 

apartado 6.2 y su secuencia fue confirmada mediante secuenciación.  

9 Ensayos de análisis de Sc 

 

9.1 Electroforesis bidimensional  

La electroforesis en geles de agarosa para el estudio del nivel de Sc de los 

plásmidos se realizó siguiendo el protocolo originalmente descrito (Brewer & Fangman, 

1987), adaptado según el tamaño del plásmido analizado (Schvartzman et al., 2013). 

Para la primera dimensión, se corrieron geles de agarosa al 0,4 % (p/v) en TBE (90 mM 

Tris, 90 mM ácido bórico, 2 mM EDTA), a 1,5 V/cm durante 20 h y a temperatura 

ambiente. Tanto al gel como al tampón de desplazamiento se les añadió cloroquina 

(Sigma) a una concentración de 1 µg/ml. La segunda dimensión se realizó en geles de 
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1 % de agarosa en TBE y se corrieron a 7,5 V/cm durante 9 h. La electroforesis se 

realizó a 4 °C en presencia de 2 µg/ml de cloroquina, tanto en el gel como en el tampón 

de corrida. Para su visualización, los geles se tiñeron en una solución de BrEt a 0,5 

µg/ml en TBE durante 1 h y se adquirieron imágenes en un transiluminador de luz UV 

con GelDoc Go Gel Imaging System. 

 

9.2 Determinación de la densidad de Sc (σ) 

Para calcular la densidad de Sc del DNA (σ) se utilizaron las siguientes 

ecuaciones: 

𝜎 =  
𝛥𝐿𝑘

𝐿𝑘0
 

 

𝐿𝑘0  =  𝑁/10.5 

 

Donde N es el tamaño de la molécula de DNA en pb y 10.5 corresponde al número 

de pb por una vuelta completa de cada una de las dos cadenas de polinucleótidos de la 

doble hélice (Schvartzman et al., 2013; Vologodskii, 1998). ΔLk se corresponde con el 

ΔWr del topoisómero más abundante. La determinación del ΔWr del topoisómero más 

abundante se llevó a cabo a partir del valor de ΔWr del topoisómero que migró con un 

ΔLk = 0 en la segunda dimensión (Figura 5). En el caso del pLS1 este topoisómero se 

corresponde con un ΔWr = -14 si se emplean 2 μg/ml de cloroquina en la segunda 

dimensión. 

 

 

Figura 5. Esquema de la distribución de topoisómeros del plásmido pLS1 tras electroforesis 

bidimensional. La electroforesis se lleva a cabo en geles de agarosa en presencia de 1 y 2 μg/ ml de 

cloroquina en la primera y segunda dimensiones, respectivamente. Las flechas en la esquina superior 
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izquierda indican la dirección de ejecución de la primera y segunda dimensión. OC, forma circular; L, forma 

lineal. Los topoisómeros superenrollados negativamente (-) están a la derecha del topoisómero con ΔLk = 

0 y los topoisómeros superenrollados positivamente (+) a la izquierda. La punta de flecha blanca indica el 

topoisómero que migra con ΔLk de 0 en la segunda dimensión, la punta negra indica el topoisómero más 

abundante. 

 

10 Purificación de proteínas  
 

10.1 Hiperproducción y purificación de Topo I y girasa (GyrA2GyrB2) 

Para Topo I se utilizó el sistema de expresión del vector pQE-1 (Quiagen), que 

permite la hiperproducción de las proteínas fusionadas a una cola de 6 His en su 

extremo N-terminal. En este sistema, el gen que codifica la proteína de interés se 

encuentra bajo el control de un promotor del fago T5, reconocido por la RNA polimerasa 

de E. coli, y dos secuencias del operador lac, que permiten la represión del promotor 

por medio de la proteína represora Lacl. La inducción de la expresión se llevó a cabo 

mediante la adición de IPTG, que se une a la proteína Lacl inactivándola, permitiendo 

así la expresión de los genes bajo el control de promotor de T5. Para la expresión de 

Topo I, la cepa de E. coli M15(pREP4) se transformó con el plásmido pQE-SPNtopA. La 

inducción de los cultivos y la purificación de Topo I se realizó siguiendo el protocolo 

descrito por García y colaboradores (García et al., 2011) modificado. Se crecieron 500 

ml de cultivo a 37 °C en medio LB con 100 g/ml de Amp (para seleccionar el plásmido 

derivado de pQE-1), y 25 g/ml Km (para la selección de pREP4), hasta DO600nm = 0,6. 

Se añadió 1 mM de IPTG y el cultivo se incubó 1 h a 37 °C. Las células se recogieron 

por centrifugación (6.000  g, 15 min a 4 °C), se lisaron durante 1 h a 4 °C en 10 ml de 

tampón de lisis (50 mM Tris-HCl pH 8, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol) con 1 mM PMSF, 

1 mg/ml de lisozima y 0,2 % Triton X-100 y se sonicaron (sonicador Q500, Qsonica LLC) 

mediante 15 pulsos de 20 s con 1 min de enfriamiento entre pulsos al 100 % de amplitud. 

Las muestras se centrifugaron (10.000  g, 10 min a 4 °C) y el sobrenadante resultante, 

conteniendo las proteínas solubles, se filtró con un filtro de jeringa de 0,45 µm. La 

proteína se purificó mediante cromatografía de afinidad con agarosa Ni-NTA (Qiagen). 

Los 10 ml del sobrenadante filtrado se mezclaron con 5 ml de resina Ni-NTA al 50 % 

mediante agitación lenta a 4 °C durante 1 h y la mezcla se empaquetó por gravedad en 

una columna. Se realizó un primer lavado con 15 ml de tampón de lisis y un segundo 

lavado con 15 ml de tampón de lavado (50 mM Tris-HCl pH 8, 300 mM NaCl, 60 mM 

imidazol) y se eluyeron las proteínas en 3 ml de tampón de elución (50 mM Tris-HCl pH 

8, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol). El eluido se dializó con casetes de diálisis Slide-A-
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Lyzer, 20K de MWCO (Thermo Scientific) frente a tampón de diálisis (50 mM Tris-HCl 

pH 8, 300 mM NaCl, 1 mM DTT), se hicieron dos cambios de tampón (a 1 h y 2 h de 

diálisis) y luego se dejó dializando a 4 °C durante toda la noche. Las proteínas 

purificadas se almacenaron a −20 °C con 50 % de glicerol. 

Para la hiperproducción y purificación de la girasa se realizó un protocolo ya 

descrito (Balsalobre et al., 2011). Las cepas de E. coli M15(pREP4) que llevaban 

plásmidos recombinantes pQE1 con los genes gyrA o gyrB de R6 se cultivaron durante 

la noche a 37 °C en medio LB, se diluyeron 20 veces en 1 l de medio con 100 μg/ml de 

Amp y se cultivaron a 37 °C (para sobreproducción de la subunidad GyrB) o a 30 °C 

(para sobreproducción de la subunidad GyrA) hasta alcanzar OD600 = 0,6. En este 

momento, se añadió IPTG 1 mM y el crecimiento continuó durante otros 30 min. Las 

bacterias se recogieron por centrifugación y se resuspendieron en 4 ml de tampón de 

columna (50 mM NaH2PO4 y 300 mM NaCl) que contenía 10 mM de imidazol, antes de 

congelarlas en hielo seco. La suspensión se descongeló a 0 °C y se incubó durante 30 

min con 1 mg/ml de lisozima y 0,2 % deTriton X-100. Los restos celulares se eliminaron 

mediante centrifugación (10.000 g durante 20 min a 4 °C) y el sobrenadante se mezcló 

con 2 ml de suspensión de resina Ni-NTA al 50 % (Qiagen) por agitación lenta a 4 °C 

durante 1 h. La mezcla se empaquetó por gravedad en una columna y se lavó con 8 ml 

de tampón de columna que contenía 20 mM de imidazol, seguido de dos lavados con 

50 mM y 100 mM de imidazol en tampón de columna. Las proteínas con 6His se 

eluyeron con 250 mM imidazol en tampón de columna. Las fracciones con el eluido se 

examinaron mediante electroforesis SDS-PAGE, y aquellas que contenían proteínas del 

tamaño esperado se dializaron a 4 °C frente a TrisHCl 20 mM, pH 7,5, NaCl 50 mM, 0,2 

mM EDTA, ditiotreitol (DTT) 1 mM y glicerol al 50 %. 

 

10.2 Hiperproducción y purificación de StaR 

Para la hiperexpresión de Spr0929 se utilizaron las condiciones de inducción 

previamente estandarizadas en el laboratorio. Spr0929 se purificó mediante 

cromatografía de afinidad utilizando columnas HiTrap Chelating HP (Amersham-Merck, 

Madrid, España) y un sistema AKTA Prime (Amersham Bioscience, Amersham, Reino 

Unido) a partir de células E. coli BL21-CodonPlus (DE3) que albergan el plásmido 

recombinante pET28-staR. La cepa se cultivó en medio LB con 50 µg/ml de Km a 37 ºC 

durante la noche (~18 h). El cultivo se diluyó 1:1000 en medio LB con 50 µg/ml de Km y 

se creció hasta una DO600 nm = 0,6. La superproducción de StaR se consiguió con 1 mM 

de IPTG durante 1 h a 37 ºC. Las células se recogieron mediante centrifugación (11.400 
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g 15 min a 4 ºC), se lavaron con PBS 1 (137 mM NaCl, 2,6 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 

1,8 mM KH2PO4, pH 7,4) y se resuspendieron en 72 ml de tampón A (Tris-HCl 50 mM, 

pH 8,0, NaCl 0,5 M). Las células se trataron con 10 µg/ml DNasa, 20 µg/ml de lisozima 

y 1,3 µg/ml de PMSF durante 10 min en hielo, se sonicaron (8 ciclos de 20 segundos 

sonicación/ 60 segundos de enfriamiento) y los extractos se clarificaron mediante 

ultracentrifugación a 100.000  g durante 1 h a 4 ºC. Se realizó un fraccionamiento de 

proteínas en dos pasos con sulfato amónico al 40 % y 60 % de saturación. El sedimento 

con una saturación del 60 % se suspendió en 51 ml de tampón A suplementado con 40 

mM de imidazol y se aplicó a una columna HiTrap de 5 ml equilibrada con el mismo 

tampón. La elución de proteínas se realizó con 100 ml de un gradiente lineal de imidazol 

(100 a 400 mM) y se recogieron fracciones de 5 ml que luego se analizaron mediante 

SDS-PAGE. El imidazol se eliminó de las muestras mediante diálisis frente a Tris-HCl 

20 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM, NaCl 0,1 M y glicerol al 50 %. 

 

10.3 Hiperproducción y purificación de Spr0488 

Para estandarizar las condiciones de hiperexpresión de spr0488, la cepa de E. coli 

BL21-CodonPlus (DE3) con el plásmido pET28b-spr0488 se cultivó en medio LB con 50 

µg/ml de Km a 37 ºC durante la noche (~18h). Al día siguiente, el cultivo se diluyó 1:50 

en 50 ml de medio LB con 50 µg/ml de Km y se creció hasta una DO600 nm = 0,4. La 

expresión de spr0488 se indujo con 1 mM de IPTG a 37 ºC y se sacaron muestras antes 

y 30 min, 1h ó 2h después de la inducción. Las células se recogieron mediante 

centrifugación (10.000  g durante 15 a 4 ºC), se resuspendieron en 50 mM de Tris-HCl 

pH 7,5, 2 mM EDTA, 0,1 % Triton X100 y 0,1 mg/ml de lisozima, y se incubaron 30 min 

a 37 ºC. El lisado se pasó 3 veces a través de una aguja 25G para fragmentar el DNA. 

Se centrifugó de nuevo (13.000  g durante 10 min a 4 ºC), se recogió el sobrenadante 

(fracción soluble) y el precipitado se resuspendió en PBS1 (fracción insoluble), y ambas 

muestras se analizaron mediante electroforesis SDS-PAGE para determinar qué 

fracción contenía la proteína Spr0488. Puesto que, tras la inducción, la proteína se 

encontraba mayoritariamente en la fracción insoluble, se hicieron pruebas de inducción 

a 30 ºC. Se tomaron muestras a distintos tiempos y se procesaron como se ha descrito 

anteriormente. Tras las pruebas realizadas el protocolo de inducción utilizado para la 

purificación de Spr0488 fue el siguiente. Se crecieron cultivos de BL21-CodonPlus 

(DE3)[pET28b-spr0488] a 37 ºC durante 18h. El cultivo se diluyó 1:20 en 2 l de medio 

fresco y se creció a 37 ºC hasta una DO600 nm = 0,2. En ese momento, se bajó la 

temperatura a 30 ºC y se cultivó de nuevo hasta una DO600nm = 0,4. La expresión de 

spr0488 se indujo con 1 mM de IPTG durante 1 h a 30 ºC. Las células se recogieron 
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mediante centrifugación, se lavaron con PBS 1 y se suspendieron en 56 ml de tampón 

A (Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, NaCl 0,5 M) con 20 µg/ml de lisozima, 10 µg/ml de DNasa y 

1 mM de PMSF. La células se lisaron por sonicación en las mismas condiciones que las 

descritas anteriormente y los extractos se clarificaron mediante ultracentrifugación a 

119.000  g durante 1 h a 4 ºC. Se recogió el sobrenadante y se añadió imidazol hasta 

una concentración final de 20 mM. Se filtró con filtro de 0,45 µm y se aplicó a una 

columna HiTrap Chelating HP de 5 ml equilibrada en tampón A con 20 mM de imidazol. 

La elución de proteínas se logró con 120 ml de un gradiente de imidazol (20-400 mM) 

en el sistema AKTA prime y las fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE. El 

imidazol se eliminó de las muestras mediante diálisis frente a Tris-HCl 20 mM, pH 7,5, 

EDTA 1 mM, NaCl 0,2 M, se hicieron cambios del tampón a 1 h y 2 h de diálisis a 4 ºC y 

luego se dejó durante toda la noche tras lo cual, se añadió glicerol para conseguir una 

concentración final del 50 %.  

 

11 Electroforesis SDS-PAGE 

La electroforesis de proteínas se llevó a cabo en geles de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes en presencia de SDS (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). 

Para ello, se emplearon los geles “precast” Criterion™ TGX Stain-Free™ (Bio-Rad), Any 

kD™ ó con 4-20 % de gradiente de poliacrilamida. Las muestras se diluyeron en tampón 

de desnaturalización (0,3 M Tris-HCl pH 6,8, 10 % p/v SDS, 50 % v/v glicerol, 0,05 % 

azul de bromofenol y 0,5 M β-mercaptoetanol) y se calentaron durante 5 min a 100 ºC. 

La electroforesis se realizó a 200 V a temperatura ambiente, en tampón de corrida (25 

mM Tris, 190 mM glicina, 0,1 % SDS). Como marcador de peso molecular se usó el 

Precision Plus Protein™ Dual Color (Bio-Rad). Para su visualización, los geles se tiñeron 

con Bio-Safe™ Coomassie Stain (Bio-Rad) según el protocolo indicado por el fabricante. 

 

12 Análisis de proteínas por “Western blot” 

Se obtuvieron células (~ 5 × 105) mediante centrifugación de 10 ml de cultivo a 

OD620nm = 0,4. Las células se resuspendieron en PBS 1, se diluyeron en tampón de 

desnaturalización y se hirvieron durante 5 min. Los lisados se fraccionaron en geles de 

proteína Any kD™ Criterion™ TGX Stain-Free™. Se transfirieron a membranas de 

fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0,2 µm con el sistema de transferencia Trans-Blot 

Turbo (Bio-Rad) a 25 V, 1 A, durante 30 min. Las membranas se bloquearon con una 

solución de bloqueo de leche en polvo al 5 % (p/v) en TTBS (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 
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500 mM NaCl, 0,1 % v/v Tween-20) durante 2 h, se realizaron 3 lavados de 5 min con 

TTBS y se incubaron con anti-Topo I (diluido 1:500), anti-GyrA (diluido 1:2000), anti-

RpoB (diluido 1:2000), anti-StaR (diluido 1:1000), o anti-His (Millipore, diluido 1:1000) 

diluidos en solución de bloqueo. Como anticuerpo secundario se utilizó HRP-peroxidasa 

anti-IgG de conejo (Sigma) o Anti-IgG-HRP de ratón (para el primario anti-His). Para 

revelar la membrana se utilizó el kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent (Thermo-

Fisher). La señal se detectó con un sistema ChemiDocTM MP (Bio-Rad). Las imágenes 

se analizaron utilizando el software Image LabTM (Bio-Rad). 

 

13 Purificación de anticuerpos  

13.1 Para ensayos de “Western blot” 

Los anticuerpos primarios anti-Topo I, anti-GyrA, y anti-RpoB se purificaron por 

afinidad a partir de antisueros obtenidos de conejo, usando proteínas purificadas unidas 

a membranas de PVDF. Las membranas se incubaron durante 50 min en solución de 

bloqueo preparada con leche en polvo 5% (p/v) disuelta en tampón PBS 1, se lavaron 

3 veces durante 5 min con PBS 1 y seguidamente se incubaron durante 2 horas en 

agitación con el antisuero. Se retiró el antisuero y las membranas se lavaron durante 10 

min, 3 veces, con PBS 1. Para la elución del anticuerpo, se incubó la membrana 

durante 20 min en agitación con 0,2 M glicina, 1 mM EGTA pH 2,7. Se recogió el eluido 

y se neutralizó con 100 mM Tris base (sin ajuste de pH). Los anticuerpos purificados se 

almacenaron a -20°C. 

13.2 Anticuerpos para ensayos de Co-IP 

Para los ensayos de Co-IP in vitro e in vivo los anticuerpos anti-Topo I y anti-StaR 

se purificaron como se describió previamente (Ferrándiz et al., 2021) mediante un 

protocolo de tres pasos. Primero, se enriquecieron en IgG mediante la unión de los 

antisueros a una columna de 1 ml HiTrap Protein G HP (GE Healthcare). Para ello, los 

anticuerpos se diluyeron 2 veces en PBS 1, se filtraron a través de un filtro de 0,20 µm 

y se pasaron por la columna. La columna se lavó con PBS 1 a un flujo de 1 ml/min 

durante 30 min usando una bomba peristáltica y los anticuerpos se eluyeron con 0,5 N 

NH4OH. Se recogieron 10 fracciones de 0,5 ml y se midió la A280nm de todas las 

fracciones. Se juntaron las fracciones con mayor valor de A280nm y se dializaron frente a 

500 volúmenes de PBS 1.  

El segundo paso fue la eliminación de IgGs no específicas utilizando 1,5 ml de 

solución de agarosa con glioxal (High Density Glyoxal 4 Rapid Run, ABT) unido a BSA. 
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Para ello la agarosa se lavó con 0,1 M bicarbonato sódico pH 10. Se añadió BSA 

previamente dializada en el mismo tampón y se incubó a temperatura ambiente 1 h. A 

la mezcla se le añadieron 10 mg de borohidruro de sodio para fijar la BSA al glioxal y se 

mezcló en agitador orbital durante 30 min a temperatura ambiente. Esta solución se 

empaquetó en una columna, se lavó 10 veces con PBS 1, una vez con 0,5 N NH4OH 

para eliminar el exceso de BSA no unido al glioxal, y se lavó de nuevo con PBS 1. 

Después del lavado de la columna, las inmunoglobulinas eluidas en el primer paso se 

diluyeron en PBS 1 en un volumen de 10 ml y se incubaron con el glioxal-BSA 

empaquetado en columna durante 30 min a temperatura ambiente. Se centrifugó a 200 

 g 2 min y se recogió el filtrado.  

El tercer paso fue la purificación por afinidad antigénica específica con columnas 

de agarosa-glioxal unidas a ~ 6 mg de cada antígeno (H6-Topo I o H6-StaR), para lo cual 

se siguió el mismo protocolo que el descrito para BSA en el apartado anterior. Los 

anticuerpos obtenidos en el segundo paso se diluyeron en PBS 1 (volumen final de 10 

ml) y se cargaron en las columnas con la resina unida al antígeno correspondiente. Se 

incubó 30 min a temperatura ambiente y se lavó 3 veces la columna con PBS 1. Los 

anticuerpos purificados se eluyeron con 0,5 N NH4OH. 

14 Cuantificación de proteínas  

La cuantificación de proteínas y anticuerpos se realizó utilizando el sistema Qubit 

Protein Assay Kit (Thermo Scientific). Para cuantificar proteínas a partir de imágenes de 

“Western blot” se utilizó el programa informático Image Lab (Bio-Rad) utilizando RpoB 

como proteína de referencia. 

15 Digestión de Spr0488 con trombina  

La eliminación de los 20 residuos adicionales fusionados en el extremo N-terminal 

de H6-Spr0488 se llevó a cabo con el kit “Thrombin cleavage capture kit” de Novagen 

cuya trombina está unida covalentemente a biotina. Para la optimización a pequeña 

escala, se incubaron 2, 5, 10, 20 ó 40 mU de trombina biotinilada con 10 µg de H6-

Spr0488 purificada en un volumen final de 50 µl en el tampón recomendado por el 

fabricante. Las reacciones se incubaron a 21 ºC en un termociclador y se tomaron 

muestras de 10 µl a las 2, 4, 6 y 8 h. Se añadió 4  tampón de carga Laemmli (Bio-Rad) 

a cada muestra y se analizaron en un gel Criterion™ TGX Stain-Free™ 4-20 % de 

poliacrilamida (Bio-Rad) que se tiñó con Bio-Safe™ Coomassie Stain (Bio-Rad). Para la 

digestión a gran escala, se incubaron 650 µg de H6-Spr0488 con 325 mU de trombina 

biotinilada a 21 ºC durante toda la noche en volumen final de 3,25 ml. Posteriormente, 
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se añadieron a la reacción 25 µl de una mezcla de agarosa-streptavidina al 50 % y se 

incubó 30 min a temperatura ambiente con agitación suave. La mezcla fue 

posteriormente filtrada utilizando las columnas suministradas en el kit centrifugando 5 

min a 500  g. El filtrado libre de trombina se analizó de nuevo en un gel Criterion™ TGX 

Stain-Free™ 4-20 % de poliacrilamida (Bio-Rad), se midió la concentración de proteína 

y se añadió glicerol al 50 % para su almacenamiento y posterior utilización.  

16 Cromatografía de exclusión por tamaño 

El estado de oligomerización de H6-Spr0488 antes y después de su digestión con 

trombina (Spr0488D) se analizó mediante cromatografía de exclusión por tamaño 

usando una columna de Superdex 200 10/30 GL (Cytiva) y el sistema AKTA prime. Para 

calibrar la columna se utilizó el kit “Gel Filtration Calibration kit LMW” (Cytiva), que 

incluye las proteínas aprotinina (Mr=6.500 Da), ribonucleasa A (Mr=13.700 Da), 

anhidrasa carbónica (Mr=29.000 Da), ovoalbumina (Mr=43.000 Da), conalbumina 

(Mr=75.000 Da), y azul de dextrano 2000 (Mr=2.000.000 Da). Además, se añadió alcohol 

deshidrogenasa (Mr=150.000 Da) (Sigma). Todas las proteínas se resuspendieron en 

tampón B (Tris 50 mM pH 8.0, 300 mM NaCl) a 20 mg/ml (ribonucleasa A, ovalbumina, 

conalbumina y alcohol deshidrogenasa) ó 10 mg/ml (aprotinina y anhidrasa carbonica). 

El azul de dextrano se resuspendió a 1 mg/ml.  

Previamente a la calibración, la columna se equilibró con 2 volúmenes del tampón 

B y se inyectaron 100 µl de azul de dextrano, cuyo elevado Mr hace que no pueda entrar 

en los poros de la matriz y eluya con el volumen de vacío de la columna (V0). Tras pasar 

un volumen de columna se inyectaron 100 µl de una mezcla conteniendo 3 mg/ml de 

ribonucleasa A, ovalbumina, conalbumina y alcohol deshidrogenasa, y 2 mg/ml de 

aprotinina y anhidrasa carbonica. La elución de las proteínas se siguió por absorbancia 

en el rango del ultravioleta (UV). Se generó la curva de calibración representando el 

coeficiente de distribución de cada proteína (Kav) frente al Log de su peso molecular 

(Log(Mr)) donde Kav se obtiene de a partir de la fórmula: 

Kav= Ve-V0/ Vc-V0  

 

Siendo Ve el volumen de elución de la proteína y V0 el volumen de vacío que 

corresponde al Ve del azul de dextrano. Vc es el volumen geométrico de la columna y 

responde a la fórmula: 

Vc = r2l 

Donde r es el radio de la columna y l su longitud. Para la columna S200 Superdex 

10/300 GL, Vc=24 ml. 
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El estado de oligomerización de H6-Spr0488 o Spr0488D se analizó en tampón Tris 

50 mM pH 8 con 100, 200 ó 300 mM de NaCl, y en el tampón utilizado para los ensayos 

de actividad de la Topo I (20 mM Tris pH 7,8, 100 mM KCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT). 

Para ello, 500 µl de cada proteína se dializaron frente a cada uno de los tampones a 

utilizar. Se equilibró la columna en el mismo tampón y se realizó una curva de calibración 

con cada uno de ellos. Finalmente, se inyectaron 100 µl de muestra conteniendo 0,03 

mg de proteína, y se siguió el perfil de elución por absorbancia a luz UV. Para el lavado 

y equilibrado de la columna se utilizaron flujos de 0,75 ml/min y para las inyecciones el 

flujo se bajó a 0,5 ml/min. En todos los casos, las inyecciones se realizaron con una 

jeringa Hamilton y un “loop” de 100 µl. En cada uno de los tampones analizados se 

obtuvo un valor de Ve para H6-Spr0488 y Spr0488D y aplicando la formula (1) se 

determinó el valor de Kav para cada una de ellas. La estimación de su masa molecular 

se llevó a cabo representando el valor de Kav en la recta de regresión de la curva de 

calibración.  

17 Ensayos de actividad de topoisomerasas 
 

17.1 Ensayos de actividad de Topo I 

La actividad de Topo I se estimó cuantificando su capacidad de relajación del 

plásmido pBR322 según el protocolo descrito previamente (García et al., 2011b). Las 

reacciones se realizaron en un volumen de 200 µl conteniendo 0,5 μg de pBR322 CCC, 

20 mM Tris-HCl pH 8, 100 mM KCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 50 µg BSA/ml, 1 nM de 

Topo I y las concentraciones indicadas de StaR o Spr0488. Las mezclas se incubaron 

durante 1 h a 37 °C y la reacción se paró por adición de 50 mM EDTA e incubación 

durante 2 min a 37 ºC. Posteriormente se añadieron 100 µg/ml de proteinasa K y 1 % 

SDS y se volvió a incubar durante 1 h a 37 °C. Se precipitó el DNA con 0,1 volúmenes 

de acetato sódico 3 M y 2,5 volúmenes de etanol absoluto frío y se incubo a -20 ºC 

durante 18 h. Se centrifugó a 13.000  g durante 15 min a 4 ºC y el DNA se lavó con 

etanol al 70 %, volviendo a centrifugar a 16.000  g, 15 min a 4 ºC. Se secó el precipitado 

y se resuspendió en 20 µl de agua. Los productos de las reacciones se analizaron 

mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 % (p/v) preparada en TAE 1 (Tris 40 

mM pH 7,5, ácido acético 19 mM, EDTA 1 mM), corriendo a 1,8 V/cm durante 18 h, a 

temperatura ambiente. Los geles se tiñeron con 0,5 µg/ml BrEt en TAE durante 1 h y se 

adquirieron imágenes en un transiluminador de luz UV. El DNA se cuantificó mediante 

densitometría usando el programa Image Lab de BioRad.  
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17.2 Ensayos de actividad de Girasa 

Los ensayos de actividad de Sc de la girasa se llevaron a cabo como se describió 

previamente (Fernandez-Moreira et al., 2000) utilizando pBR322 relajado (Inspiralis, 

Reino Unido) como substrato. La reacción se realizó en un volumen final de 100 μl 

conteniendo: 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 5 mM MgCl2, 5 mM DTT, 1,5 mM ATP, 50 µg/ml 

BSA, 20 mM KCl, 700 mM glutamato potásico, 0,45 µg de pBR322 relajado, 4 nM de 

girasa reconstituída previamente (mezclando cantidades equimolares de las 

subunidades GyrA y GyrB incubadas durante 30 min en hielo) y las concentraciones 

indicadas de StaR o Spr0488. La mezcla se incubó durante 1 h a 37 ºC y la reacción se 

paró añadiendo 35 mM de EDTA. Después de una incubación adicional de 1 min a 37 

ºC se añadieron 1 % SDS y 50 µg/ml de proteinasa K y se incubó 15 min a 37 ºC. Se 

precipitó el DNA con 2,5 volúmenes de etanol absoluto frío y se incubo a -20 ºC durante 

18 h. Se centrifugó a 12.000  g durante 15 min a 4 ºC y el DNA se lavó con etanol 70 

%, volviendo a centrifugar a 16.000  g, 15 min a 4 ºC. Se secó el precipitado y se 

resuspendió en 24 µl de tampón de electroforesis. Las muestras fueron analizadas 

mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 % (p/v) preparada en TAE 1, corriendo 

a 2 V/cm durante 12 h, a temperatura ambiente. Los geles se tiñeron en una solución 

de 0,5 µg/ml de BrEt en TAE y se adquirieron imágenes en un transiluminador de luz 

UV. Se cuantificó el DNA mediante densitometría.  

18 Ensayos de cambio de movilidad electroforética (EMSA) 

Se estudió la capacidad de unión de Spr0488 a varios DNA substratos diferentes. 

Para los ensayos con dsDNA con una A adicional en sus extremos 3’ se generó un 

fragmento de PCR de 261 pb amplificando una región del gen dprA con los 

oligonucleótidos DprA1_F y DprA1_R biotinilados en el extremo 5’. Los ensayos de 

unión se llevaron a cabo en un volumen de 100 μl con 200 fmoles del sustrato, 20 mM 

Tris-HCl pH 7,8, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl2, y distintas concentraciones de H6-Spr0488 

ó Spr0488D. La mezcla de reacción se incubó durante 30 min a 37 ºC, transcurrido lo 

cual se añadieron 11 μl de una solución de 30 % glicerol, 1 % xylen cyanol, 1 % azul de 

bromofenol y 10 mM EDTA. Se cargaron 30 μl de la mezcla en un gel de 5 % 

poliacrilamida (5 % Criterion TBE Polyacrylamide Gel, Bio-Rad) que se corrió a 150 V 

durante 1h y 50 min en cámara fría (4 ºC). El DNA se transfirió a una membrana de 

Nylon-N+ durante 2 h a 300 mA en TAE 1 utilizando un sistema de transferencia 

semiseco. El DNA se fijó a la membrana mediante irradiación con luz UV (120000 

μJ/cm2) durante 1 min. Para revelar se utilizó el “Chemiluminiscent Nucleic Acid 
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Detection Module” (ThermoFischer) siguiendo el protocolo del fabricante y las imágenes 

se adquirieron con el sistema ChemiDoc MP (Bio-Rad). 

En los ensayos de unión con substratos fluorescentes se utilizaron dos moléculas 

de ssDNA (Cy-80 y Cy-dT) y una molécula de dsDNA con un extremo 3’-protuberante 

(ON) resultado de la hibridación del oligo fluorescente Cy-50 con el oligo N80. La 

secuencia de Cy-50 correponde a una región aleatoria del locus dprA; Cy-80 es idéntico 

a Cy-50 con una secuencia adicional de 30 nt en su extremo 5’, y el oligo Cy-dT es un 

polímero de timinas de 50 nt de longitud. Cy-50 y Cy-80 tienen un 47 % de GCs y un ΔG 

de -3,4 kcal/mol en 50 mM de NaCl para la formación espontanea de estructuras 

secundarias internas (según “Oligo Analyzer” de “Integrated DNA Technologies”; 

https://eu.idtdna.com/calc/analyzer). Este valor de ΔG implica una baja probabilidad de 

formación de estructuras secundarias, puesto que es superior al valor de tolerancia 

(ΔG=-5 kcal/mol).  

El substrato ON se generó hibridando cantidades equimoleculares (50 nM) de Cy-

50 y el oligo N80 (80 nt, 50 de los cuales son complementarios a Cy-50) en presencia 

de 10 mM de Tris pH8 y 50 mM de NaCl. Las mezclas se incubaron en un termociclador 

2 min a 95 ºC, seguido de un ciclo de enfriamiento lento hasta 25 ºC (“ramping rate” de 

1,3 %, tiempo de enfriamiento 40 min), 5 min a 25 ºC y enfriamiento rápido a 4 ºC 

(“ramping rate” de 100 %).  

Los ensayos de unión se ralizaron incubando 10 nM de DNA con diferentes 

concentraciones de Spr0488D ó H6-Spr0488 en 20 µl en presencia de 20 mM Tris pH7,8, 

2 mM MgCl2, 1 mM DTT y 150 mM NaCl, a 37 ºC durante 20 min. Se añadieron 4 µl de 

tampón de carga Blue Juice (Bio-Rad) a las mezclas de reacción y se cargaron en geles 

de TBE con 5 % de poliacrilamida (5 % Criterion TBE Polyacrylamide Gel, Bio-Rad). Las 

muestras se corrieron a 100 V durante 90 min a 4 ºC y los geles se visualizaron en un 

ChemiDoc MP (Bio-Rad). 

19 Ensayos de Co-inmunoprecipitación (Co-IP) in vitro 

Para la Co-IP in vitro, el tampón utilizado fue 10 mM Na2HPO4, pH 7,4, NaCl 50 

mM, Nonidet P40 al 0,5 %. Topo I purificada se dializó frente a ese tampón y StaR se 

diluyó 1000 veces en el mismo. Se mezclaron 2 µg de Topo I y 2 µg de StaR en 200 µl 

de tampón durante 2 h a 4 °C con rotación a temperatura ambiente. Por otro lado, los 

anticuerpos anti-Topo I y anti-StaR (purificados como se describe en el apartado 13.2) 

se unieron 4 µg de a Dynabeads® Protein G (Invitrogen, ThermoFischer) durante 2 h a 

temperatura ambiente con rotación y se agregaron a la mezcla de proteínas. Después 
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de la incubación (2h) la mezcla se lavó 3 veces y se recogió de la gradilla magnética 

con tampón de carga (2 % SDS, 0,0004 % azul bromofenol, 10 % de glicerol y 125 mM 

Tris-HCl) sin β-mercaptoetanol. Las muestras se hirvieron durante 5 min, y se separaron 

en un gel SDS-PAGE 4-20 % durante 1 h a 170 V. Los geles se tiñeron con azul de 

Coomassie (Bio-Rad) durante 1 h siguiendo protocolo del fabricante. 

20 Ensayos de Co-inmunoprecipitación (Co-IP) in vivo 

Para la Co-IP in vivo, se agregaron 10 ml de tampón de fijación (Tris-HCl 50 mM, 

pH 8,0, NaCl 100 mM, EGTA 0,5 mM, EDTA 1 mM, 11 % de formaldehído (v/v)) a 100 

ml de cultivo crecido hasta una OD620nm = 0,4 (7  109 células) con o sin 150 µM ZnSO4. 

Esta mezcla se incubó durante 30 min a temperatura ambiente. La fijación se detuvo 

añadiendo 10 ml de solución de quenching (glicina 1,25 M, Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, 

NaCl 100 mM, EGTA 0,5 mM, EDTA 1 mM). La mezcla se transfirió a un baño de 

hielo/agua y se incubó en agitación con un agitador orbital durante 30 min a 4 °C. Las 

células se recogieron mediante centrifugación a 10.000  g a 4 °C durante 2 min y se 

lavaron dos veces con 50 ml de PBS 1 frío. Finalmente, las células se recogieron 

mediante centrifugación y se resuspendieron en 1 ml de tampón de lisis (Hepes-KOH 

50 mM, pH 7,5, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 al 1 % (v/v), 0,1 % (p/v) DOC, 

PMSF 1 mM), que contenía 100 µg/ml de RNasa A. Se sonicaron utilizando 25 ciclos 

(30 seg encendido/30 seg enfriamiento) en un sonicador Bioruptor® Pico y la suspensión 

sonicada se centrifugó a 21.000  g durante 10 min a 4 °C. Se apartaron 100 µl del 

sobrenadante y se almacenaron a -20 °C como control del extracto. 

A continuación, se unieron 10 µg de los anticuerpos anti-Topo I y anti-StaR 

(purificados como se describió en el apartado 13.2) a 50 µl de proteína G Dynabeads® 

de acuerdo con el protocolo del fabricante. Para la inmunoprecipitación, se agregaron 

500 µl de suspensión sonicada a 200 µl del complejo Dynabeads®-anticuerpo y se 

incubaron en un mezclador rotatorio durante 4 h a 4 °C. Se colocó el tubo sobre una 

gradilla magnética y se eliminó el sobrenadante. Se lavó una vez con tampón de lisis, 

una vez con tampón de lisis suplementado con NaCl 500 mM y una vez con tampón de 

lisis con 250 mM de LiCl. Se eliminó el sobrenadante y las proteínas (antígenos) unidas 

al complejo Dynabeads®-anticuerpo se resuspendieron en 30 µl de tampón de carga 

(0,3 M Tris-HCl pH 6,8, 10 % p/v SDS, 50 % v/v glicerol, 0,05 % azul de bromofenol y 

0,5 M β-mercaptoetanol) con glicina 50 mM. El complejo antígeno-Dynabeads®-

anticuerpo se incubó a 65 °C durante la noche con agitación para eluir las proteínas. 

Las muestras se fraccionaron en SDS-PAGE y las proteínas se detectaron mediante 
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“Western blot” utilizando anticuerpos anti-Topo I (dilución 1:500) y anti-StaR (dilución 

1:1000).  

21 Manipulación de RNA y preparación de librerías para RNA-Seq 

 

21.1 Extracción de RNA total 

La extracción de RNA total se llevó a cabo utilizando el kit RNeasy Mini (Qiagen), 

a partir de 10 ml de cultivo de SPN, siguiendo las instrucciones del fabricante. El RNA 

se trató dos veces consecutivas con DNasa I para evitar posibles contaminaciones de 

DNA utilizando el kit de tratamiento con DNasa en columna “RNase-Free DNase Set” de 

Qiagen. El RNA obtenido se cuantificó en un TECAN Infinite 200 PRO y se visualizó en 

geles de agarosa al 0,8 % teñido con Gel Red. Su integridad se estimó tomando como 

referencia la integridad de las bandas correspondientes al RNA ribosomal 16S y 30S.  

 

21.2 Construcción de librerías y análisis de RNA-Seq 

La obtención de librerías para la secuenciación masiva se llevó a cabo a partir de 

1 µg de RNA total. El RNA ribosómico se eliminó enzimáticamente mediante el kit 

“Illumina Ribo-Zero Plus” y las librerías se prepararon usando el kit “Illumina Stranded 

Total RNA Prep Ligation”, siguiendo protocolos del fabricante. El RNA se fragmentó y 

desnaturalizó, y se usó como molde para la síntesis de cDNA, usando el kit “Illumina 

Ribo-Zero Plus” siguiendo el protocolo del fabricante. Los extremos 3’ de cada hebra del 

cDNA se adenilaron para evitar que los fragmentos se ligaran entre sí y permitir la unión 

de los adaptadores. Finalmente, a ambos extremos del cDNA se ligaron y amplificaron 

mediante 12 ciclos de PCR los índices y los fragmentos de reconocimiento de los 

oligonucleótidos de secuenciación. Se realizó un control de calidad de la librería con un 

Bioanalizador Agilent 2100. La secuenciación de las librerías se llevó a cabo en la 

Unidad de Genómica del ISCIII y se empleó el sistema de secuenciación NovaSeq 6000.  

El análisis de los datos de RNA-Seq se llevó a cabo mediante la plataforma Galaxy 

(The Galaxy Community, 2022). Este análisis lo realizó el Dr. Pablo Hernández del 

Centro de Investigaciones Biológicas, CSIC. La calidad de los datos se analizó mediante 

la herramienta FASTQC. Las lecturas de secuenciación se mapearon tomando de 

referencia el genoma de la cepa R6 de SPN (ASM704v1), usando el paquete BWA 

(Galaxy versión 0.7.17.4). El número de lecturas solapantes con los genes codificantes 

se obtuvo mediante la herramienta feature count, y los datos obtenidos se utilizaron para 

el análisis de expresión diferencial con DESeq2. Se consideró un valor P ajustado de 

0,01. 
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22 Microscopía confocal e inmunofluorescencia 

Las células se crecieron en medio A+Y y 0,3 % S hasta OD620nm = 0,4 a 37 C, se 

centrifugaron 10.000  g a temperatura ambiente y se resuspendieron en PBS 1 a una 

concentración de 8  109 células/ml. Las células se fijaron con formaldehído al 2 % 

durante 16 h. Se incubaron 8  107 células con 5 µM de naranja SytoxTM (Invitrogen) a 

temperatura ambiente durante 5 min para teñir los ácidos nucleicos y se extendieron en 

un portaobjetos de vidrio previamente tapizado con 50 µl de poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich) 

diluída 1:20 en PBS durante 5 min y a tempertura ambiente. Las células se 

permeabilizaron sumergiendo el portaobjetos en metanol a -20 °C durante 10 min. El 

portaobjetos se incubó con BSA al 2 %, Triton X-100 al 0,2 % en PBS 1 (BSA-PBST). 

Posteriormente, se incubó con el anticuerpo policlonal anti-StaR de conejo diluído 1:100 

en tampón BSA-PBST durante 1h, se lavó con PBS 1 y se incubó con el anticuerpo 

anti-conejo Abberior® STAR 488 a una dilución 1:200 durante 1h. Después de un lavado 

con PBS 1, los portaobjetos se montaron con ProLongTM Gold Antifade Mountant 

(Invitrogen, ThermoFischer) y se sellaron. Se tomaron imágenes de nucleoides como se 

describió anteriormente (García-López et al., 2022) en un microscopio confocal 

STELLARIS 8 – FALCON/STED (Leica Microsystems) con un objetivo de inmersión HC 

PL APO 100 × / 1,40 NA × OIL. Las imágenes de súper resolución se adquirieron 

mediante microscopía de agotamiento de emisiones estimuladas (STED) utilizando un 

láser de agotamiento de 660 nm. El análisis se realizó con el software Cell Profiler v4.2.5 

y se calculó el índice de correlación de colocalización para cada bacteria con una rutina 

personalizada. Las imágenes fueron adquiridas y analizadas por el Dr. Diego Megías de 

la Unidad de Microscopía Confocal del ISCIII. 

23 Programas informáticos y análisis estadístico 

La visualización y alineamiento de secuencias de nucleótidos y proteínas se llevó 

a cabo mediante el software Clone Manager Suite 7.0. Para la predicción de estructuras 

de las proteínas se utilizó la herramienta iCn3D “Web based” disponible en 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/icn3d/full.html. Se utilizó la herramienta 

CLUSTALW para alineamiento de secuencias. 

La densitometría de geles de poliacrilamida, “Western blot”, los plásmidos 

separados en geles de agarosa bidimensionales y ensayos de actividad de enzimas se 

realizó con el programa Image Lab (Bio-Rad).  
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Para la representación y análisis estadístico de los datos se empleó el programa 

GraphPad Prism 8.3.0. y Microsoft Excel. Los datos mostrados son representativos de, 

al menos, tres réplicas independientes. Para el análisis estadístico se empleó la t de 

Student de dos colas. Las diferencias fueron consideradas estadísticamente 

significativas con una *P ≤ 0,05, muy significativas con valores **P ≤ 0,01 y 

extremadamente significativas con valores ***P ≤ 0,001 y **** P ≤ 0,0001. 
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CAPÍTULO I. ESTUDIO FUNCIONAL DE LA PROTEÍNA StaR 

 

Un estudio previo realizado en la cepa R6 de SPN identificó 44 proteínas 

hipotéticas altamente conservadas en SPN con homólogos presentes en otras bacterias 

Gram-positivas como Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus (Martín-Galiano 

et al, 2014). Una de estas es una proteína de 324 aminoácidos codificada por el gen 

spr0929. Predicciones realizadas usando la base de datos STRING indicaron que es 

capaz de establecer 3 interacciones proteína-proteína y fue preliminarmente clasificada 

como una proteína de unión a DNA (Martín-Galiano et al, 2014). Esta proteína está 

presente en todos los aislados de SPN y su secuencia está altamente conservada en 

otras especies de Streptococcos (73.4 % de identidad). Así mismo, existen homólogos 

en otros patógenos Gram-positivos de los géneros Clostridium, Enterococcus y Listeria. 

Además, esta proteína fue detectada, en nuestro laboratorio como proteína del 

nucleoide de SPN. El análisis proteómico utilizando espectometría de masas de 

nuceloides de SPN aislados por filtración en gel  reveló que Spr0929 se encontraba 

exclusivamente en la fracción del nucleoide y no se detectó en las muestras control 

(datos no publicados).  

En este capítulo se describe el estudio funcional de la proteína Spr0929. Los 

resultados indican que se trata de una nueva proteína localizada en el nucleoide y que 

modula la actividad de la Topo I. En base a su función, Spr09209 ha sido nombrada por 

nosotros como StaR (“Streptococcal Topoisomerase Activity Regulator”), nombre que 

será utilizado de aquí en adelante. 

1 Cepa deficiente en StaR y cepas sobreproductoras  

 

1.1 Cepa ΔstaR 

Para estudiar la función de StaR in vivo se utilizó una cepa de SPN previamente 

construida en el laboratorio que carecía del gen staR, denominada ΔstaR (Martín-

Galiano et al., 2014). Para su construcción, el gen staR fue reemplazado por el casete 

cat (cloranfenicol acetil transferasa) que contiene el promotor y la secuencia codificante, 

y proporciona resistencia a Cm. Para minimizar los efectos de dicha inserción en la 

transcripción de las fases de lectura (ORFs) contiguas, el casete no incluía el terminador 

transcripcional y se introdujo en la misma orientación que el gen interrumpido. Además, 

los oligonucleótidos se diseñaron de manera que no eliminaran las regiones codificantes 

de los genes flanqueantes, los sitios de unión al ribosoma o los terminadores de 

transcripción. Las regiones flanqueantes “upstream” y “downstream” se amplificaron con 
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oligonucleótidos spr0929_LiUF/spr0929_LiURNh2 y spr0929_LiDFNo2/spr0929_LiDR, 

respectivamente, que contenían sitios de restricción NheII y NotI. Ambas PCRs se 

digirieron y se ligaron con el casete cat amplificado con los olignucleótidos 

catup_Nh/catdown_No y digerido con las mismas enzimas. El producto de ligación se 

volvió a amplificar y se usó finalmente para transformar la cepa R6 (Martín-Galiano et 

al., 2014).  

1.2 Cepa ΔstaRPZnstaR 

Para analizar el efecto de la sobreexpresión de StaR in vivo en SPN se construyó 

la cepa ΔstaRPZnstaR. Para ello, se introdujo en la cepa ΔstaR una copia del gen staR 

en el locus spr1806 bajo el control de un promotor inducible por Zn (PZn), lo que permite 

la expresión controlada de staR mediante la adición de ZnSO4 al medio de cultivo.  

Para la construcción de esta cepa, primero se fusionó staR al promotor PZn 

utilizando el plásmido pZK (Kloosterman et al., 2008) que contiene la región “upstream” 

del gen czcD cuya expresión se activa con ZnSO4. El gen staR se amplificó a partir del 

genoma de R6 con los oligonucleótidos spr0929_ScIF y spr0929_SlIR, se digirió con 

SacI y SalI (dianas incluídas en los oligonucleótidos) y se clonó en el plásmido pZK 

digerido con las mismas enzimas, fusionándolo con el promotor PZn seguido de su sitio 

de unión al ribosoma. El plásmido pZKstaR así obtenido se usó para amplificar el 

fragmento de PCR que contenía la fusión PZnstaR con los oligonucleótidos KmR_B1_Rv 

y pZK_Xb1_Rv. Por otro lado, se amplificaron fragmentos de DNA correspondientes a 

las regiones flanqueantes de spr1806 con los oligonucleótidos spr1806_ExF y 

spr1806_ExR, para la región "upstream", y los oligonucleótidos spr1806_LiDFXb y 

spr1806_ExR para la región "downstream". Los amplicones se digirieron con BamHI y 

XbaI y se ligaron con el fragmento PZnstaR. El fragmento de ligación se introdujo 

finalmente en la cepa ΔstaR mediante transformación, los transformantes fueron 

seleccionados con 250 µg/mL de kanamicina, obteniéndose así la cepa ΔstaRPZnstaR 

(Figura 6).  
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Figura 6. Estructura genética de la cepa ΔstaRPZnstaR derivada de ΔstaR. El gen staR fue sustituido 

por el casete cat que proporciona resistencia a Cm y staR fusionado a PZn fue insertado en el locus spr1806. 

 

1.3 Cepa ΔstaR [pLS1R-staR] 

Para obtener mayores niveles de StaR se construyó la cepa ΔstaR [pLS1R-staR]. 

Esta cepa, que carece de la copia cromosómica de staR, contiene el plásmido pLS1R-

staR, derivado del pLS1ROM (Ruiz-Masó et al., 2012) que lleva clonado staR bajo el 

control del promotor PMal inducible por maltosa y reprimido por sacarosa. Para su 

construcción se amplificó staR a partir del cromosoma de R6 con los oligonucleótidos 

0929HindF y 0929BamR (Tabla 4), en las condiciones descritas en materiales y 

métodos. pLS1ROM y el fragmento de PCR se digirieron con HindIII y BamHI y se 

ligaron, y el plásmido recombinante pLS1R-staR obtenido (Figura 7) se introdujo en la 

cepa ΔstaR. Además, como cepa control para los ensayos realizados in vivo se 

construyó la cepa ΔstaR [pLS1ROM] por transformación de ΔstaR con el vector 

pLS1ROM. 
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Figura 7. Clonaje de staR en pLS1ROM. El gen staR se clonó bajo el control de PMal utilizando los sítios 

HindIII y BamHI. El plásmido recombinante pLS1R-staR fue utilizado para transformar la cepa ΔstaR. Se 

indican los genes implicados en replicación del plásmido (copG y repB), el repressor de PMal (malR) y el gen 

de resistencia (erm). 

2 Caracterización funcional de StaR 

 

2.1 StaR como miembro de la familia de proteínas NA37 

Para investigar el papel de StaR, se realizó una búsqueda de homólogos bacterianos a 

través de InterPro que permite el análisis funcional de proteínas y su clasificación en familias. La 

mayor coincidencia se encontró con la familia NA37 que incluye NAPs de aproximadamente 37 

kDa altamente conservadas en bacterias Gram-negativas. La proteína YejK de E. coli, descrita 

como una NAP, es el miembro más representativo de esta familia y la única proteína de la que se 

dispone de información experimental (Lee & Marians, 2013). En base a esto, realizamos un 

análisis comparativo de secuencia entre YejK y StaR utilizando la herramienta de alineamiento de 

secuencias Clustal. Los resultados demostraron que hay un 19,4 % de identidad y un 46,6 % de 

similitud entre ambas proteínas (Figura 8A). Así mismo, se realizó una predicción de estructura 

terciaria de YejK y StaR y los modelos obtenidos para ambas proteínas presentaron una aparente 

similitud en su conformación espacial (Figura 8B).  

YejK ha sido identificada como una NAP en E. coli que se asocia al nucleoide e inhibe la 

actividad de la girasa y la Topo IV. La homología encontrada entre ésta y StaR y sus 

características similares a las proteínas de la familia NA37 sugerían que StaR podría 

actuar como una NAP en SPN y jugar un papel en el control del Sc del DNA.  
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Figura 8. Comparación entre StaR de SPN y Yejk de E. coli. (A) Alineamiento de secuencias. Los 

asteriscos indican residuos idénticos entre ambas proteínas y los dos puntos indican residuos similares. (B) 

Estructuras terciarias de YejK y StaR de SPN. Se utilizó la herramienta iCn3D de NCBI para construcción 

de los modelos estructurales. Los colores representan los residuos de los aminoácidos.  

 

2.2 Los niveles de StaR afectan la susceptibilidad a la NOV 

Para estudiar la función de StaR y su posible efecto en el Sc, se analizó el 

crecimiento de la cepa silvestre R6 y del mutante ΔstaR en presencia o ausencia de 

NOV, antibiótico que inhibe la actividad ATPasa de la girasa provocando un aumento de 

la relajación del DNA. En ausencia de NOV, ambas cepas mostraron tasas de 

crecimiento equivalentes, mientras que en presencia de concentraciones subinhibitorias 

(0,5 × MIC), ΔstaR creció más lentamente que R6 con tiempos de duplicación de 112 ± 

6 min y 89 ± 6 min (P = 0,01), respectivamente (Figura 9). Esto sugiere que StaR podría 
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tener un papel en el mantenimiento del Sc en condiciones en las que exista cambio de 

Sc.  

 

Figura 9. Efecto de la ausencia de StaR en la susceptibilidad a la NOV. La cepa R6, que lleva StaR 

silvestre, y su isogénica con una deleción de staR se cultivaron hasta DO620 nm = 0,3 en presencia de 2,5 

µg/ml de Cm, se diluyeron 200 veces en medio nuevo sin Cm y en ausencia o presencia de NOV a 0,5× 

MIC y su crecimiento se registró en un lector TECAN Infinite 200 PRO. Los datos son el promedio de tres 

réplicas independientes ± SEM.  

Para dilucidar el papel de StaR en la susceptibilidad a NOV, se estudió el efecto 

de la superproducción de StaR sobre el crecimiento de SPN en presencia NOV. Se 

analizó el crecimiento de ΔstaRPZnstaR en presencia de 150 µM de ZnSO4 para inducir 

la transcripción de la copia ectópica de staR y se comparó con R6. Además, se 

determinaron los niveles de StaR y de las topoisomerasas implicadas en la homeostasis 

de Sc (Topo I y girasa) a lo largo de la curva de crecimiento mediante “Western blot”. La 

cuantificación se realizó utilizando RpoB como control interno ya que no se ha 

observado cambio en su producción bajo tratamiento con NOV (Ferrándiz et al., 2010). 

En ausencia de NOV, R6 y ΔstaRPZnstaR mostraron tiempos de duplicación 

equivalentes tanto en ausencia como en presencia de ZnSO4. Sin embargo, en 

presencia de 0,5 MIC de NOV, ΔstaRPZnstaR creció más lentamente que R6 (Figura 

10A). Los tiempos de duplicación en ausencia de ZnSO4 fueron 215 min ± 32 y 94 min 

± 10 para ΔstaRPZnstaR y R6 (promedio ± SD, n = 3), respectivamente, confirmando que 

la deficiencia de StaR ralentiza el crecimiento bajo tratamiento con NOV. En presencia 

de ZnSO4, la cepa ΔstaRPZnstaR creció de nuevo peor que R6 y las diferencias en el 

tiempo de duplicación entre ambas cepas fueron similares a las anteriores: 154 min ± 

19 para ΔstaRPZnstaR y 89 min ± 10 para R6. 
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Los niveles de StaR en la cepa ΔstaRPZnstaR con ZnSO4 fueron unas 2 veces 

superiores que los niveles en R6 (Figura 8B). Esto demuestra que tanto el aumento de 

2 veces en la cantidad de StaR, como su ausencia produjeron una mayor susceptibilidad 

a NOV. Con respecto a los niveles de expresión de las topoisomerasas, el tratamiento 

con NOV disminuyó el nivel de Topo I en R6 aproximadamente 4 veces a los 90 y 150 

min, y 6 veces a los 210 min, en comparación con las células no tratadas. En la cepa 

ΔstaRPZnstaR se observaron disminuciones similares, con una reducción de 

aproximadamente 7 veces de los niveles de Topo I tras el tratamiento con NOV en todos 

los tiempos analizados (Figura 10B, C). Por lo tanto, las diferencias observadas en la 

susceptibilidad a NOV entre ambas cepas no se asocian con un desequilibrio de la 

topoisomerasa, sino a los distintos niveles de StaR. Estos datos indican que el 

mantenimiento de unos niveles adecuados de StaR son importantes para la respuesta 

homeostática de Sc contra el estrés topológico impuesto por las concentraciones 

subinhibitorias de NOV. 

Para determinar si niveles más altos de StaR afectaban a la viabilidad celular, 

construimos la cepa ΔstaR [pLS1R-staR] que permite la inducción controlada de staR 

mediante la adición de distintas concentraciones de maltosa (Figura 12B) a partir de una 

copia plasmídica. La tasa de crecimiento y los niveles de proteína de la cepa ΔstaR 

[pLS1R-staR] se analizaron tras la inducción con diferentes concentraciones de maltosa 

en presencia o ausencia de NOV. El crecimiento en presencia del 0,4 % de sacarosa + 

0,4 % de maltosa (SM) produjo un aumento de StaR de unas 10 veces a los 150 y 210 

min con respecto a los cultivos crecidos en presencia de 0.8 % de sacarosa (S), pero 

este aumento no tuvo ningún efecto sobre la susceptibilidad a NOV (Figura 11A). Sin 

embargo, la inducción con 0,8 % de maltosa (M) sí aumentó la susceptibilidad a NOV. 

El tiempo de duplicación con 0,8 % M fue 52,1 min ±0,9, mientras que con 0,8% S fue 

34,1 min ±0,6. En la condición con M los niveles de StaR fueron aproximadamente 30 

veces mayores (a los 150 min y 210 min) que los observados en los cultivos crecidos 

con S (Figura 11B, C). La cuantificación de los niveles de StaR en estas condiciones 

revela que, en los cultivos crecidos con SM, los niveles de StaR son similares a los 

observados en R6 (Figura 10), lo que explica la ausencia de efecto sobre el crecimiento 

bacteriano (Figura 11A). Por el contrario, el tratamiento con M produjo un aumento de 

los niveles de StaR de 3,5 veces en todos los tiempos evaluados con respecto a R6, 

que sí afecta negativamente al crecimiento. Estos datos corroboran los obtenidos con la 

cepa ΔstaRPZnstaR, y demuestran que la susceptibilidad a NOV aumenta tanto en 

ausencia de StaR (Figuras 9 y 10) como cuando sus niveles son de 2 a 3,5 veces 

superiores a los detectados en R6 (Figuras 10 y 11). 
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Figura 10. Efecto de la expresión de staR bajo el control de PZn. (A) Curva de crecimiento de las cepas 

R6 y ΔstaRPZnstaR sin ó con 150 µM de ZnSO4 y en presencia o ausencia de 0,5× MIC de NOV. (B) 

Detección de las topoisomerasas mediante “Western blot” usando anticuerpos contra GyrA (1:2000), Topo 

I (1:500), StaR (1:1000) y RpoB (1:2000) como control interno. Se tomaron muestras en los tiempos 

indicados y se procesaron como se describe en materiales y métodos. Se muestra el gel correspondiente a 

un ensayo representativo (C) Niveles de StaR y Topo I en ausencia (barras vacías) o en presencia (barras 

rayadas) de Zn, y en ausencia (blanco) o en presencia (azul) de NOV. Se muestran los niveles de proteína 

en relación con RpoB. Los datos presentados son el promedio ± SEM, n=3. 
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Figura 11. Efecto de la sobreexpresión de staR en la susceptibilidad a NOV. (A) Crecimiento de la cepa 

ΔstaR [pLS1R-staR] en presencia de S, SM o M y en ausencia o presencia de NOV a 0,5× MIC. (B) 

Detección de GyrA, Topo I y StaR mediante “Western blot” utilizando anticuerpos contra GyrA (1:2000), 

Topo I (1:500), StaR (1:1000) y RpoB (1:500) como control interno. Las muestras se trataron como se 

describe en materiales y métodos. Se muestra un gel representativo de tres réplicas. (C) Niveles de StaR 

en cultivos crecidos con S (barras vacías), SM (barras con puntos) o M (barras rayadas), y en ausencia 

(blanco) o presencia (azul) de NOV, cuantificados a partir del “Western blot”. Se muestran los niveles de 

proteína en relación con RpoB. Los datos presentados son el promedio ± SEM, n=3. 
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Estos resultados en su conjunto sugieren que StaR tiene un papel directo en la 

resolución del estrés por relajación del DNA. De hecho, staR está ubicado en un dominio 

DOWN en el genoma de R6 y su transcripción disminuye más de 2 veces por el 

tratamiento con NOV (Ferrándiz et al., 2010). Esta regulación negativa de los niveles de 

StaR podría ser necesaria para la recuperación de la célula tras la relajación del Sc 

causada por la NOV, y podría explicar la mayor susceptibilidad a ésta observada en la 

cepa ΔstaRPZnstaR, donde staR se localiza ectópicamente en un locus no regulado por 

Sc y sujeto a la inducción por ZnSO4, o en la cepa ΔstaR [pLS1R-staR], donde su 

expresión está regulada por maltosa. Por otro lado, la ausencia de StaR en la cepa 

ΔstaR, también hace que la bacteria sea más susceptible a NOV, lo que implica que sus 

niveles deben regularse con precisión. 

 

2.3 StaR afecta el nivel de Sc bajo tratamiento con NOV 

Como parte de la respuesta homeostática de Sc, después del tratamiento con 

NOV se produce una disminución de los niveles de Topo I (Figura 10B) que coincide con 

la disminución de la transcripción de topA observada previamente (Ferrándiz et al., 

2010). Para analizar si los niveles de StaR afectan el Sc del DNA in vivo, se transformó 

la cepa ΔstaRPZnstaR con el plásmido pLS1 y se determinó su densidad de Sc con o sin 

NOV y en presencia o ausencia de ZnSO4. El estudio de la distribución de topoisómeros 

de pLS1 mediante electroforesis bidimensional en agarosa (Figura 12) permite obtener 

una medida de los niveles de Sc del plásmido, que es una estimación del Sc 

cromosómico. 

Como se esperaba, el tratamiento de ΔstaRPZnstaR [pLS1] con NOV produjo la 

relajación del DNA en todas las condiciones testadas, pero esta relajación fue mayor en 

condiciones de sobreexpresión de StaR. Los resultados demostraron que en ausencia 

de StaR, es decir, sin ZnSO4 en el medio, el valor de la densidad Sc de DNA (σ) fue 

inicialmente −0,056 y cambió a −0,051 y −0,049 tras el tratamiento con 0,5 MIC ó 1 

MIC de NOV, respectivamente (Figura 12A). Sin embargo, en condiciones de 

sobreexpresión de StaR (ZnSO4 150 µM) la variación de σ fue mayor, pasando de 

−0,057 en ausencia de NOV, a −0,048 y −0,045 en presencia de 0,5 MIC y 1 MIC de 

NOV, respectivamente (Figura 12B). La densidad de Sc negativa a 1 MIC de NOV fue 

significativamente mayor (P = 0,01) en ausencia de StaR (σ = −0,049 a 1 MIC) que en 

presencia del doble de su concentración basal (σ = −0,045), lo que sugiere que StaR 

aumenta el nivel de relajación del DNA inducido por NOV. 
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Figura 12. Determinación del nivel de Sc en la cepa R6ΔstaRPZnstaR [pLS1] crecida en diferentes 

concentraciones de ZnSO4 y NOV. Cultivo sin ZnSO4 (A) o con 150 µM ZnSO4 (B). Se tomaron muestras 

antes (0 NOV) o después de 30 min de tratamiento con 0,5 MIC o 1 MIC de NOV. Se extrajeron los 

plásmidos y se analizaron en geles de agarosa en presencia de 1 y 2 µg/ml de cloroquina en la primera y 

segunda dimensión, respectivamente. Los valores son la media de réplicas independientes ± SD, n=4. Se 

muestran imágenes de geles de uno de los experimentos. Las puntas de flecha vacías indican el 

topoisómero que migró con ΔLk = 0 en la segunda dimensión y tiene un ΔWr = −14 durante la primera 

dimensión (el número de Sc positivo introducidos por 2 µg/ml de cloroquina). Las puntas de flecha negras 

indican el topoisómero más abundante. 
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2.4 La alteración de los niveles de StaR no induce cambios globales en 

el transcriptoma  

Para determinar si variaciones en los niveles de StaR tienen un efecto global en 

el transcriptoma de SPN, llevamos a cabo un análisis de RNA-seq de la cepa 

ΔstaRPZnstaR en ausencia de StaR (sin ZnSO4 añadido) y en presencia del doble de su 

concentración en la cepa silvestre (ZnSO4 150 µM). En condiciones de inducción, se 

detectaron 34 genes con expresión alterada frente a lo observado en ausencia de 

ZnSO4, genes de expresión diferencial (DEGs, Tabla 5). De estos 34 genes, 17 

presentaban mayor expresión y otros 17 presentaban menor expresión. Como era de 

esperar, entre estos DEGs se encontraron genes regulados por ZnSO4 (Kloosterman et 

al., 2008), con siete regulados positivamente y seis regulados negativamente. Los genes 

regulados positivamente incluyeron el operón psaBCA que codifica un transportador 

Mn/Zn, czcD que codifica una proteína de eflujo de cationes, prtA que codifica un factor 

de virulencia y adhB involucrado en el metabolismo del carbono, mientras que celA 

estaba regulado negativamente. Los niveles de mRNA de StaR también aumentaron 

aproximadamente 400 veces en presencia de ZnSO4, en concordancia con el aumento 

de los niveles de proteína detectados por “Western blot” en las mismas condiciones 

(aumento de 280 veces, Figura 10). 

 

Tabla 5. DEGs detectados en ΔstaRPZnstaR en presencia de ZnSO4 comparado con 
los detectados en su ausencia. Los cultivos se crecieron hasta DO620 nm = 0,2, se 
diluyeron 50 veces en medio sin ZnSO4 o con 150 µM ZnSO4 y se crecieron hasta una 
DO620 nm = 0,4. 

Función Descripción  Locus en R6a Variación 

expresiónc 

Metabolismo de carbohidratos  β-galactosidasa spr0059 (bgaC) −2.2 

Proteína hipotética  spr0066 3.9 

Transporte: carbohidratos ABCT permeasa  spr0082 −2.2 

Proteína hipotética  spr0085 −2.0 

Metabolismo de carbohidratos 6-P-β-glucosidasa spr0276 (celA) −3.0 

Factor de transcripción   Antiterminador  spr0279 (bglG) −3.2 

Transporte: carbohidratos 
Componente EII azúcar-
específico PTS 

spr0280 (celC) 
 

−2.3 
 

Proteína hipotética 
 spr0281 −2.3 

 

Factor de transcripción   Antiterminador spr0504 −2.2 

Patogénesis  Proteína LPxTG spr0561 (prtA) 2.3 

Proteína hipotética 

 spr0600 −2.0 

 spr0601 −2.1 
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Proteína hipotética  spr0929 (staR) 438.1 

Transporte: antibióticos  spr1289 −2.2 

Proteína hipotética  spr1402 2.3 

Transporte: cationes 

ABCT union a ATP- Mn spr1492 (psaB) 4.1 

ABCT permeasa - Mn spr1493 (psaC) 4.7 

ABCT union a sustrato - Mn spr1494 (psaA) 4.8 

Metabolismo de carbohidratos 

Galactosa-1-P uridiltransferasa spr1667 2.1 

Galactokinasa spr1668 (galK) 2.3 

Metabolismo de carbohidratos Alcohol dehidrogenasa spr1670 (adhB) 73.7 

Proteína hipotética  spr1671 105.3 

Transporte: cationes 
Facilitador de la diffusion de 
cationes   

spr1672 (czcD) 507.5 

Metabolismo de carbohidratos Glucosidasa de dextrano spr1698 −3.2 

Proteína hipotética 

 spr1940 −2.2 

 spr1966 2.6 

Transporte: otro 
Proteína facilitadora del 
transporte de glicerol  

spr1988 (glpF) −2.2 

Metabolismo de carbohidratos  

Glicerol-3-P dehidrogenasa spr1989 −2.6 

Glicerol-3-P dehidrogenasa spr1990 −3.1 

Glicerol kinasa spr1991 (glpK) −2.0 

Proteína hipotética 

 spr2037 3.1 

 spr2038 3.4 

 spr2039 3.4 

 spr2040 2.0 

aABCT, transportador ABC; PTS, sistema fosfotransferasa. bLos genes sombreados en gris son aquellos 

que están regulados por niveles altos de ZnSO4. cLos genes cuya transcripción está alterada (dos réplicas), 

incluyen aquellos que mostraron un cambio significativo (valor absoluto ≥ 2) y un valor de P ≤ 0,01. Todos 

los datos de RNASeq están depositados en el “Gene Expression Omnibus” y son accesibles a través del 

número de acceso GEO GSE225261 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE225261). 

 

Cuando se comparó el efecto de la NOV sobre el transcriptoma en ausencia de 

StaR (-Zn) o en condiciones de sobreexpresióm de StaR (+Zn), no se observaron 

diferencias importantes. Se detectaron un total de 324 (110 regulados positivamente) y 

313 DEGs (108 regulados positivamente) en ausencia o presencia de StaR, 

respectivamente, 214 de los cuales fueron comunes a ambas condiciones (Figura 13A). 

Aproximadamente un tercio de los DEG bajo cada condición era específico. En ausencia 

de StaR, la NOV desencadenó cambios en la expresión de 110 genes (67 regulados 

negativamente y 43 regulados positivamente) que no cambiaron en presencia del doble 

de la concentración basal de StaR. De manera similar, cuando se sobreexpresó StaR, 

la NOV indujo cambios en la expresión de 99 genes (58 regulados negativamente y 41 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE225261
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regulados positivamente) que no se alteraron en ausencia de StaR. La comparación de 

las clases funcionales de los DEGs detectados no presentó diferencias significativas 

entre ambas condiciones. Además, no se detectó ninguna diferencia en la ubicación de 

los DEGs a lo largo del genoma en ausencia o presencia de ZnSO4 (Figura 13B). Estos 

resultados sugieren que la sobreexpresión de StaR no afecta la transcripción global 

inducida por NOV y, por lo tanto, descarta a StaR como regulador transcripcional. 

 

 

Figura 13. Número y localización de DEGs en el cromosoma de ΔstaRPZnstaR tras el tratamiento con 

NOV en presencia o ausencia de StaR. Los cultivos crecieron hasta una DO620 nm = 0,2, se diluyeron 50 

veces en medio con 150 µM ZnSO4 ó sin ZnSO4 y se cultivaron hasta una DO620nm = 0,4. Las muestras 

tomadas en este punto se consideraron no tratadas con NOV. Las muestras tratadas con NOV se cultivaron 

durante otros 30 min con NOV a 0,5× MIC. Se aisló el RNA total y se secuenció como se describe en 

materiales y métodos. (A) Diagrama de Venn que muestra los DEGs tras el tratamiento con NOV en 

ausencia o presencia de ZnSO4. (B) La variación relativa de cada gen representada frente a la ubicación 5' 

de cada ORF en el cromosoma de R6 (bases 1 a 2.038.615). Se consideró un cambio de ≥ 2 veces (valor 

absoluto) y un valor de P ≤0,01. 
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2.5 StaR es una proteína de unión a nucleoide (NAP) 

Para investigar la posible asociación de StaR con el nucleoide, se estudió su 

localización en la cepa silvestre R6 mediante inmunofluorescencia utilizando 

microscopía STED (“stimulated emission depletion”) de superresolución. La expresión 

de StaR en las bacterias fijadas se detectó con el anticuerpo primario anti–StaR y el 

anticuerpo secundario anti-IgG de conejo Abberior® STAR 488, los nucleoides se 

tiñeron con Sytox naranja (Figura 14A), y se llevó a cabo un análisis de colocalización 

de ambas señales mediante la determinación del índice de correlación de Pearson 

(Figura 14C). Como control negativo, se tomaron imágenes de células de ΔstaRPZnstaR 

en las mismas condiciones de crecimiento, fijación y tinción en ausencia de ZnSO4 para 

obtener imágenes de células carentes de StaR (Figura 14B). Esta cepa mostró áreas de 

color verde brillante sin ningún patrón conservado que podría atribuirse a la unión 

inespecífica de anticuerpos, y una señal verde de baja intensidad que podría 

corresponder a la autofluorescencia celular (Figura 14B). El promedio de la intensidad 

de la señal verde (StaR) detectada en ΔstaRPZnstaR en estas condiciones (0,042) se 

tomó como umbral mínimo de detección. Así mismo, un índice de correlación de Pearson 

(PCC) de 0,5 se tomó como umbral de colocalización. En general el PCC varía entre – 

1 y +1, siendo +1 una correlación perfecta, pero para este tipo de análisis no hay un 

valor definido. En la cepa R6 la distribución y la intensidad de la señal verde detectada 

difería drásticamente de la de ΔstaRPZnstaR. El 66,2 % de las células (n = 4.912) 

expresaron niveles detectables de StaR, y según los criterios establecidos, en el 51,5 % 

de ellas (1.674) StaR colocalizó con el nucleoide (Figura 14C). Bajo estos mismos 

criterios, las células ΔstaRPZnstaR no mostraron colocalización (Figura 14C). Esto 

resultados demuestran que, al igual que su homólogo YejK, StaR se asocia con el 

nucleoide y, por tanto, debe considerarse una nueva NAP de SPN. 
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Figura 14. StaR se localiza en el nucleoide. R6 y ΔstaRPZnstaR se crecieron en ausencia de ZnSO4 hasta 

DO620nm = 0,4. Las células se fijaron y los nucleoides se tiñeron con Sytox. StaR se detectó utilizando el 

anticuerpo primario anti-Star (1:100) y el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo Abberior Star 488 

(1:200). Se utilizó microscopía STED para determinar la localización intracelular de nucleoides y de StaR. 

(A) Vista general (panel izquierdo) y ampliación (panel derecho) de una célula representativa de R6 que 

muestra nucleoides (rojo) y StaR marcado (verde) y la mezcla de las señales. (B) Vista general (panel 

izquierdo) y ampliación (panel derecho) de una célula representativa de ΔstaRPZnstaR, como control de 

ausencia de StaR. La barra de escala indica 2 µm en la imagen general ó 0,5 µM en la imagen ampliada. 

(C) Análisis de correlación de Pearson de las cepas indicadas en (A, B). El eje Y representa la intensidad 

media de la señal verde, para ΔstaRPZnstaR (puntos rojos) y R6 (puntos azules) y el eje X indica la 

correlación de Pearson entre las señales verdes (StaR) y rojas (nucleoides). Las líneas grises en los ejes 

X e Y corresponden a los umbrales aplicados para calcular el número de células donde StaR colocaliza con 

el nucleoide. El cuadrado amarillo resalta la población R6 que muestra colocalización entre StaR y el 

nucleoide. 
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2.6 Purificación de StaR  

Para corroborar in vitro los resultados obtenidos in vivo y caracterizar la función 

de StaR en SPN, se clonó su gen codificante (staR) en el sistema de expresión pET28a 

BL21-CodonPlus (DE3) de E. coli y se indujo con IPTG la sobreproducción de la proteína 

con una cola de 6 His fusionada en su extremo N-terminal (H6-StaR). La purificación se 

llevó a cabo mediante cromatografía de afinidad utilizando columnas HiTrap Chelating 

HP en el sistema AKTA prime como se describe en el apartado 10.2 de materiales y 

métodos, usando un gradiente de 100-400 mM de imidazol (Figura 15A). Extractos 

crudos procedentes de muestras recogidas antes y después de la inducción del cultivo 

con IPTG se separaron en un gel de SDS-PAGE junto con las fracciones recogidas 

durante la aplicación del gradiente de imidazol (Figura 15B). En el extracto crudo 

inducido con IPTG se observó una banda de proteína que correspondía al tamaño 

esperado de H6-StaR, que estaba ausente en el cultivo no inducido. Esta misma proteína 

se observó en las fracciones F6−F12 recogidas tras la aplicación del gradiente de 

Imidazol. El pico de elución de la proteína correspondió a las fracciones F8−F11 que 

equivale a una concentración de 130−190 mM de Imidazol. Las fracciones se dializaron 

para eliminar el imidazol. 
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Figura 15. Purificación de H6-StaR a partir de E. coli BL21-CodonPlus (DE3) conteniendo el plásmido 

pET28-staR. (A) Cromatograma de la purificación de StaR en el sistema AKTA en el que se observa un 

pico (flecha roja) de elución de la proteína con la absorbancia UV en azul y el gradiente de imidazol en 

verde. (B). SDS-PAGE de 30 µl de muestras de extracto crudo de cultivos no inducidos (CE) o inducidos 

con IPTG (CEI) en el gel teñido con azul de Coomassie. Se indican los números de las fracciones de 5 ml 

recogidas tras la aplicación del gradiente de imidazol. Los pesos moleculares se indican a la izquierda. 

 

2.7 StaR activa específicamente la Topo I de S. pneumoniae 

Los resultados de la variación de Sc in vivo en presencia o ausencia de StaR 

demuestran que la relajación del DNA en presencia de NOV es mayor cuando se 

sobreproduce StaR. Esto podría deberse bien a una activación de la actividad de Topo 

I por parte de StaR, o bien a una inhibición la actividad de Sc de la DNA girasa.  

En base a esto, se estudió el efecto de StaR sobre la actividad de Topo I 

analizando in vitro su capacidad de relajación del plásmido pBR322 en presencia de 

distintas concentraciones de StaR. Como se observa en la Figura 16A, StaR activó la 
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relajación del pBR322 mediada por Topo I de forma dependiente de la cantidad de StaR. 

Esta activación se cuantificó considerando tanto la disminución de la forma CCC del 

plásmido como el aumento de sus formas relajadas, los topoisómeros (Figura 16B). 

Dado que las condiciones de corrida del gel no permiten diferenciar entre OC (círculo 

abierto) y RC (círculo relajado), se consideraron tanto los topoisómeros intermedios 

como las formas OC y RC para calcular la actividad Topo I. Los resultados mostraron 

una disminución de la forma CCC acompañada de un aumento simultaneo de los 

topoisómeros a medida que aumentaba la concentración de StaR. La forma CCC se 

redujo de un 63 % en ausencia de StaR hasta un 2,5 % en la concentración más alta de 

ésta, mientras que los topoisómeros aumentaron desde un 36,8 % hasta el 97,5 %, 

respectivamente. Además, la activación de Topo I por parte StaR dependió del tiempo 

de incubación, alcanzando el máximo de activación a los 30 min (Figura 16C). Por el 

contrario, StaR no mostró actividad topoisomerasa por sí sola en concentraciones 

iguales o superiores a las utilizadas en los ensayos de actividad Topo I (Figura 16D).  

Por otro lado, se analizó el efecto de StaR sobre la actividad de Sc de la DNA 

girasa de SPN utilizando el plásmido pBR322 relajado como substrato (Figura 14E y 

16F). Los resultados revelaron que tanto el porcentaje del substrato (formas relajadas 

OC/RC) como el de los productos de la reacción (suma de las formas CCC + 

topoisómeros) se mantuvieron constantes en todas las concentraciones de StaR 

analizadas (de 0,25 a 4 µM), demostrando que StaR no tiene ningún efecto sobre la 

actividad de la girasa. Por tanto, aunque se requiere un exceso de StaR sobre Topo I 

para la activación, estos resultados sugieren que StaR es un activador específico de 

Topo I. 
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Figura 16. StaR activa la actividad de relajación de Topo I pero no tiene efecto sobre la girasa. (A) 

Activación de la capacidad de relajación de pBR322 utilizando 1 nM de Topo I y concentraciones crecientes 

de StaR. Las muestras se procesaron y analizaron como se describe en materiales y métodos. Mw, estándar 

de peso molecular; S, sustrato; CCC, formas circulares covalentemente cerradas; OC, formas circulares 

abiertas; RC, formas circulares relajadas. (B) Cuantificación de la actividad de Topo I determinada como 

aumento de los topoisómeros +OC +RC y disminución de formas CCC en presencia de StaR. Los resultados 

son el promedio ± SEM, n=3. (C) Activación de Topo I en función del tiempo de reacción. (D) StaR no tiene 

actividad topoisomerasa por sí misma. Ensayos realizados con distintas concentraciones de StaR en 

ausencia de Topo I. (E) Determinación del efecto de StaR sobre la actividad de Sc de la girasa. Se midió la 

actividad de introducción de Sc negativo en pBR322 relajado utilizando 4 nM de girasa reconstituida y 

concentraciones crecientes de StaR. La incubación con GyrA y GyrB solas se incluye como control. (F) 

Cuantificación de la actividad girasa determinada como porcentaje de topoisómeros +CCC y porcentaje de 

formas OC + RC en presencia de StaR. Los resultados son el promedio ± SEM, n=3. 
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2.8 Interacción física entre StaR y Topo I 

La activación específica de Topo I por parte de StaR sugirió una posible interacción 

proteína-proteína entre ellas. Para verificar esta interacción, se realizaron ensayos de 

co-inmunoprecipitación (Co-IP) in vitro con las proteínas purificadas. Para ello, las dos 

proteínas se incubaron conjuntamente y se inmunoprecipitaron utilizando anticuerpos 

policlonales anti-Topo I o anti-StaR, y las muestras se analizaron por SDS-PAGE. La 

presencia de Topo I en la fracción inmunoprecipitada con anti-StaR y la presencia de 

StaR en la fracción inmunoprecipitada con anti-Topo I (Figura 17A) indicaron una 

interacción directa in vitro entre estas proteínas. 

Para verificar si esta interacción también ocurría in vivo, se utilizó la cepa 

ΔstaRPZnstaR crecida en ausencia o presencia de ZnSO4, es decir, en ausencia o 

presencia de StaR. Se fijaron las interacciones proteína-proteína en el interior de las 

bacterias con formaldehído y se llevó a cabo un ensayo de Co-IP in vivo con los 

anticuerpos mencionados anteriormente (Figura 17B). El “Western blot” mostró que el 

anticuerpo anti-StaR precipitó Topo I. Se observaron tres bandas inmunopreciptadas 

con el anticuerpo anti-StaR: una banda correspondiente a Topo I (79 kDa), una 

correspondiente a StaR (37 kDa) y otra con un peso molecular aparente de 116 kDa, 

que podría corresponder al complejo Topo I-StaR. Esta última supuso el 26 % de la 

cantidad total de StaR inmunoprecipitada. Sin embargo, no se observó ninguna banda 

correspondiente a StaR en la fracción precipitada con el anticuerpo anti-Topo I. Esto 

puede deberse a que la cantidad de StaR que interacciona con Topo I en las condiciones 

analizadas es pequeña y está por debajo del límite de sensibilidad con el anticuerpo 

anti-Topo I. 
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Figura 17. Co-IP de StaR y Topo I. (A) Ensayos in vitro. Las proteínas purificadas se incubaron 

conjuntamente en presencia del anticuerpo anti-StaR (StaR*) o de anti-Topo I (Topo I*). Las muestras se 

trataron como se describe en materiales y métodos y se fraccionaron en un gel de 4-20 % de poliacrilamida 

que se tiñó con azul de Coomassie. Se corrieron proteínas purificadas como control. (B) Ensayos in vivo. 

Los cultivos de ΔstaRPZnstaR se crecieron en ausencia (-Zn) o presencia de 150 µM ZnSO4 (+Zn) a una 

DO620nm = 0,4, se fijaron con formaldehído y se trataron como se describe en materiales y métodos. Las 

muestras se fraccionaron en un gel de 4-20 % de poliacrilamida y las proteínas se detectaron mediante 

“Western blot” utilizando anticuerpos anti-Topo I (dilución 1:500) y anti-StaR (dilución 1:1000). Se indican 

las posiciones esperadas de las proteínas Topo I y StaR y del complejo Topo I-StaR. 
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CAPÍTULO II. IDENTIFICACIÓN Y ESTUDIO DE OTRAS PROTEÍNAS DEL 

NUCLEOIDE DE SPN 

Otras proteínas hipotéticas de SPN podrían tener un papel importante en la 

compactación del cromosoma. Estudios previos del laboratorio en los que se realizó 

aislamiento de nucleoides y análisis proteómico permitieron identificar una serie de 

proteínas que se encuentran en el nucleoide bacteriano (datos no publicados). Tres de 

ellas, codificadas por los genes spr0488, spr1424 y spr1593, no tienen una función 

concreta asignada. Las tres proteínas poseen motivos de unión a ácidos nucleicos, lo 

que induce a pensar que podrían ejercer una acción directa o indirecta sobre la 

compactación de los ácidos nucleicos y participar en la regulación y organización del 

material genético. Los genes spr1424 y spr1593 presentan homología con rapZ y yhby, 

respectivamente. El gen rapZ codifica una proteína multifuncional con un motivo KH de 

unión a RNA que en E. coli permite la degradación del pequeño RNA GlmZ por parte de 

la RNasa E, regulando así la síntesis de glucosamina-6-fosfato, precursor de la envuelta 

celular (Kalamorz et al., 2007). Por su parte, yhbY codifica una proteína con un motivo  

CRM de unión a RNA presumiblemente implicada en el ensamblaje del ribosoma 

(Gagarinova et al., 2016). El gen spr0488 no presenta homología con ningún gen de la 

base de datos y su secuencia tiene un motivo helix-hairpin-helix de unión a DNA. En 

este capítulo se estudia el efecto de la deleción y de la sobreexpresión de los tres genes 

mencionados en el crecimiento de SPN en presencia de NOV, y se lleva a cabo la 

caracterización funcional de la proteína codificada por el gen spr0488.  

 

1 Construcción de las cepas Δspr0488, ΔrapZ y ΔyhbY 

Las tres cepas se construyeron siguiendo el protocolo de inserción/deleción descrito 

en el apartado 7.2 de materiales y métodos introduciendo un casete de resistencia a Km 

en el gen a inactivar y delecionando el gen completo o parte de este. Los 

oligonucleótidos utilizados en cada caso y los tamaños de los fragmentos amplificados, 

así como las enzimas de restricción utilizados, se muestran en la Figura 18. El casete 

Kmr se introdujo en la misma orientación que los genes colindantes.  

 

1.1  Cepa Δspr0488 

El gen spr0488 tiene una longitud de 395 nt y codifica una proteína de 131 

aminoácidos. Se localiza en la hebra codificante del genoma de SPN y está flanqueado 

por dos genes (spr0487 y spr0489) que se transcriben en la misma dirección (Figura 
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18A). Los genes spr0487 y spr0488 están separados por una región intergénica de 95 

nt en la que se encuentra el posible promotor de spr0488, y entre spr0488 y spr0489 

existe una secuencia intergénica de 411 nt. Para inactivar spr0488 se eliminó el gen 

completo, a excepción de los últimos 29 nt de su extremo 3’, y se substituyó por el casete 

Kmr. Para ello, se amplificó un fragmento “upstream” (PCR B) que incluía todo el gen 

spr0487 y 206 nt del extremo 3´ de spr0486, y un fragmento “downstream” (PCR C) que 

incluía 29 nt del extremo 3’ de spr0488, 137 pb del extremo 5’ de spr0489 y la región 

intergénica entre ambos. 

 

1.2 Cepa ΔrapZ 

El gen rapZ está codificado en la hebra retrasada, tiene una longitud de 891 pb y 

codifica una proteína de 296 aminoácidos denominada RapZ. Está flanqueado por los 

genes spr1423 y ridA, que se transcriben en la misma dirección (Figura 18B). Los genes 

rapZ y spr1423 solapan en 4 nt, de manera que el codón stop de rapZ se localiza dentro 

del spr1423 y comparte nucleótidos con el ATG de éste. Por su parte, el gen ridA está 

separado de rapZ por una región intergénica de 51 nt de longitud, que incluye la 

secuencia promotora de rapZ. En base a esto, y para minimizar efectos en los genes 

colindantes, la inactivación de rapZ se hizo mediante la deleción parcial del mismo, 

eliminando el 80 % de su secuencia (715 nt de la parte central del gen). En 

consecuencia, el fragmento “upstream” (PCR B) utilizado para la inactivación contenía 

449 nt de la región 5’ de spr1423 y 137 nt del extemo 3’ de rapZ, y el fragmento 

“downstream” (PCR C) incluía 39 nt del extremo 5’ de rapZ, la región intergénica de 51 

nt, el gen ridA completo y 72 nt del extremo 3’ gen yihA que se encuentra a continuación. 

 

1.3 Cepa ΔyhbY 

El gen yhbY, también codificado en la hebra retrasada, tiene una longitud de 312 

pb y codifica una proteína de 103 aminoácidos denominada YhbY. Está flanqueado por 

los genes spr1592 y yqeH y todos se transcriben en la misma dirección. Los genes 

spr1592 y yhbY están separados por una región intergénica de 52 nt, y entre yhbY y 

spr1592 existe una secuencia intergénica de 215 nt en la que se encuentra la posible 

secuencia promotora de yhbY. Para inactivar yhbY se eliminó el gen completo, a 

excepción de los últimos 15 nt de su extremo 3’, y se substituyó por el casete Kmr. Para 

ello, se amplificó un fragmento “upstream” (PCR B) que incluía parte (564 nt) del gen 

spr1592 y 15 nt del extremo 3´ de yhbY, y un fragmento “downstream” (PCR C) que 

incluía 424 nt del extremo 3’ de yqeH, y 181 nt de la región intergénica entre ambos 

(Figura 18C). 
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Figura 18. Esquema del procedimiento utilizado para la deleción de spr0488, rapZ y yhbY. Las 

deleciones de (A) spr0488, (B) rapZ o (C) yhbY se llevaron a cabo por inserción/deleción del casete Kmr en 

el locus a inactivar. Los genes se representan con flechas que indican el sentido de la transcripción. Se 

indican los oligonucleótidos utilizados para cada PCR y las enzimas de restricción. El fragmento de DNA 

resultante de la PCR E se insertó en el genoma de R6 mediante transformación. 
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Se extrajo DNA genómico de tres transformantes de cada construcción y se 

amplificó la región que lleva Kmr (Figura 19). Se eligió uno de los transformantes de 

cada construcción y se secuenció el DNA de la región modificada para comprobar la 

interrupción de los genes en estudio y la inserción del Kmr. 

 

 

Figura 19. Amplicones generados a partir del genoma de tres clones transformantes de R6 ΔrapZ, 

ΔyhbY y Δspr0488. 1, 3 y 5 representa bandas de amplicones de tres transformantes de ΔrapZ (2400 pb), 

ΔyhbY (2589 pb) y Δspr0488 (2531 pb) respectivamente. Los carriles 2 (2070 pb), 4 (1877 pb) y 6 (1861 

pb) son amplicones de R6 usando los mismos oligonucleótidos.  

 

2 Construcción de las cepas sobreproductoras de Spr0488, RapZ y 

YhbY 

Para analizar in vivo el efecto de la sobreexpresión de spr0488, rapZ e yhbY se 

generaron plásmidos recombinantes derivados de pLS1ROM clonando dichos genes 

bajo el control del promotor PMal inducible por maltosa. Los genes se obtuvieron 

mediante PCR a partir del DNA genómico de R6 utilizando las parejas de 

oligonucleótidos 0488HindF/ 0488BamR, rapZHindF/ rapZBamR, e yhbYHindF/ 

yhbYBamR, respectivamente. La reacción se llevó a cabo en las condiciones 

mencionadas en materiales y métodos, usando una Tm de 62 ºC en los 10 ciclos 

iniciales y 71.3 ºC para los otros 20 ciclos. Los fragmentos de PCR y el vector se 

digirieron con BamHI y HindIII, se ligaron, y los plásmidos recombinantes pLS1R-

spr0488, pLS1R-rapZ y pLS1R-yhbY obtenidos (Figura 20) se introdujeron por 

transformación en las cepas Δspr0488, ΔrapZ y ΔyhbY, respectivamente. Los 

transformantes se seleccionaron con 1 µg/ml de Erm, se eligió uno de los transformantes 

de cada construcción, se extrajo el plásmido y se secuenció para comprobar la inserción 

de los genes y posibles mutaciones. 

Por otro lado, el vector pLS1ROM se introdujo también en las cepas Δspr0488, 

ΔrapZ y ΔyhbY, así como en la cepa silvestre R6, con el objetivo de obtener las cepas 
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Δspr0488 [pLS1ROM], ΔrapZ [pLS1ROM], ΔyhbY [pLS1ROM] y R6 [pLS1ROM], que 

serán utilizadas como control en los estudios de sobreexpresión.  

 

 

Figura 20. Esquema de los plásmidos recombinantes obtenidos para la construcción de cepas 

sobreproductoras. Los genes spr0488, rapZ y yhbY (flechas rojas) fueron clonados en el plásmido 

pLS1ROM obteniéndose los plásmidos recombinantes: pLS1R-spr0488, pLS1R-rapZ y pLS1R-yhbY. Los 

genes implicados en la replicación del plásmido (copG y repB), el que codifica el represor de PMal (malR), y 

el gen de resistencia a eritromicina (erm), se muestran en azul.  

 

3 Efecto de los niveles de RapZ, YhbY y Spr0488 en el crecimiento de 

SPN 

3.1 La deleción de spr0488 aumenta la susceptibilidad a NOV, pero no la 

deleción de rapZ o yhbY  

Para determinar si la ausencia de RapZ, YhbY ó Spr0488 afectan al crecimiento 

de SPN o a la susceptibilidad a NOV, se analizó el crecimiento de las cepas ΔrapZ, 

ΔyhbY y Δspr0488 en A+Y suplementado con 0,3 % S, sin NOV ó con 0,5 MIC de NOV. 

Las curvas de crecimiento se compararon con la cepa silvestre R6 (Figura 21) y se 

determinaron los tiempos de duplicación de todas las cepas en las distintas condiciones. 
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Figura 21. Efecto de la deleción de rapZ, yhbY y spr0488 en el crecimiento de SPN en presencia de 

NOV. Las cepas se crecieron hasta DO620 = 0,3 en medio con 0,3 % sacarosa, se diluyeron 200 veces en 

los medios indicados y se hizo seguimiento del crecimiento en un lector de TECAN Infinite 200 PRO. Las 

curvas de crecimiento de ΔrapZ (A), ΔyhbY (B) y Δspr0488 (C) se compararon con R6. 

 

Como era de esperar, R6 creció peor en presencia de 0,5 MIC de NOV que en 

ausencia del antibiótico. Las tres cepas con deleciones en rapZ, yhbY y spr0488 

crecieron de manera similar a R6, por lo que la deleción de estos genes no afectó el 

crecimiento en ausencia o presencia de NOV. 
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3.2 La sobreexpresión de rapZ, yhbY y spr0488 afecta el crecimiento de 

SPN  

Para determinar si un aumento de los niveles de RapZ, YhbY o Spr0488 afectan 

al crecimiento y/o a la susceptibilidad a NOV, se analizó el crecimiento de las cepas 

ΔrapZ [pLS1R-rapZ], ΔyhbY [pLS1R-yhbY] y Δspr0488 [pLS1R-spr0488] en presencia 

de 0,8 % de sacarosa (S) ó 0,8 % de maltosa (M) para inducir la transcripción de rapZ, 

yhbY y spr0488, y en ausencia o presencia de 0,5 MIC de NOV (Figura 22).  

 

Figura 22. Efecto de la sobrexpresión de rapZ, yhbY y spr0488 en el crecimiento de SPN en ausencia 

y presencia de NOV. Las cepas se crecieron hasta DO620 nm = 0,3 en medio con S, se diluyeron 200 veces 

en los medios indicados y se hizo seguimiento del crecimiento en un lector de TECAN Infinite 200 PRO de 

(A) ΔrapZ [pLS1R-rapZ] y (B) ΔyhbY [pLS1R-yhbY] y (C) Δspr0488 [pLS1R-spr0488] y (D) de la cepa R6 

[pLS1ROM]. 

Los resultados demostraron que la superproducción (tratamiento con M) de las 

proteínas RapZ y YhbY por separado afectó negativamente a la viabilidad celular de 

SPN tanto en presencia como en ausencia de NOV. Esto sugiere que el exceso de 

ambas proteínas es tóxico para la célula, pero aparentemente no está relacionado con 

el Sc, y por lo tanto no profundizamos en el estudio de dichas proteínas. Por otro lado, 

la sobreproducción de Spr0488 disminuyó el crecimiento de la cepa Δspr0488 [pLS1R-
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spr0488] sólo en presencia de NOV, lo que puede implicar un efecto sobre el Sc. Para 

confirmar que, efectivamente, la sobreexpresión de spr0488 aumenta la sensibilidad a 

NOV se analizó comparativamente el crecimiento de la cepa Δspr0488 [pLS1R-spr0488] 

y su cepa control Δspr0488 [pLS1ROM] en las mismas condiciones de inducción y con 

(0,5 MIC) o sin NOV, y se determinó el tiempo de duplicación (Figura 23). 

 

 

Figura 23. Efecto de la expresión de spr0488 en el crecimiento de SPN en ausencia o presencia de 

NOV. Las cepas se crecieron hasta DO620 = 0,3 en medio con S, se diluyeron 200 veces en los medios 

indicados y se hizo seguimiento del crecimiento en un lector de TECAN Infinite 200 PRO. (A) Comparación 

de Δspr0488 [pLS1ROM] y Δspr0488 [pLS1R-spr0488] con sacarosa y sacarosa + 0,5 × MIC NOV, (B) 

Δspr0488 [pLS1ROM] y Δspr0488 [pLS1R-spr0488] con maltosa y maltosa + 0,5 × MIC NOV. Los datos 

presentados son el promedio ± SEM, n=3.  

 

En ausencia de NOV, Δspr0488 [pLS1ROM] y Δspr0488 [pLS1R-spr0488] 

mostraron tiempos de duplicación equivalentes, tanto en presencia de sacarosa como 

de maltosa: Δspr0488 [pLS1ROM] con S 88,8 ± 2,4 y con M 99,0 ± 1,4 y Δspr0488 

[pLS1R-spr0488] con S 86,6 ± 4,3 y con M 85,1 ± 1,5. Tampoco se observaron 

diferencias en el crecimiento de las dos cepas cuando crecieron en presencia de S y 

0,5 MIC de NOV. Los tiempos de duplicación fueron de 152,2 ± 4,4 y 155,3 ± 5,4 min 

para Δspr0488 [pLS1ROM] y Δspr0488 [pLS1R-spr0488], respectivamente. Sin 

embargo, la inducción de la expresión de spr0488 con M, si afectó al crecimiento en 

presencia de NOV. Mientras que la cepa Δspr0488 [pLS1ROM], portadora del vector 

vacío, creció con un tiempo de duplicación de 139,9 ± 4,3, la cepa Δspr0488 [pLS1R-

spr0488] lo hizo con un tiempo de duplicación mayor, de 173,4 ± 7,4 3 (P = 0.007). Estos 

resultados corroboran que la sobreproducción de Spr0488 aumenta la susceptibilidad a 
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NOV, lo que sugiere que esta proteína podría tener algún papel en la regulación del Sc. 

En base a esto, se llevó a cabo el estudio funcional de dicha proteína. 

 

4 Análisis funcional de la proteína Spr0488 

4.1 Spr0488 presenta características similares a proteínas de unión a 

ácidos nucleicos  

Con el objetivo de identificar patrones, firmas y características predictivas en la 

secuencia de la proteína Spr0488 se realizó un análisis InterPro de la misma. Los 

resultados obtenidos incluyeron a Spr0488 en la superfamilia 2 de las helicasas y 

predicen la presencia de un dominio “helix-hairpin-helix” (HhH) que se localiza entre los 

aminoácidos Arg-86 y Glu-125 (Figura 24). Este dominio suele estar involucrado en la 

unión a ácidos nucleicos y se encuentra comúnmente en helicasas y otras proteínas de 

unión a DNA como enzimas de reparación o factores de transcripción. Se caracteriza 

por su capacidad para reconocer DNA o RNA a través de interacciones no covalentes. 

Además, no está definido por secuencias específicas de aminoácidos, sino por su 

estructura tridimensional formada por un par de hélices alfa conectadas por un bucle 

corto. La presencia de este motivo en Spr0488 sugiere que podría interaccionar 

directamente con los ácidos nucleicos. 

 

Figura 24. Predicción de la estructura terciaria de Spr0488. Se utilizó la herramienta iCn3D de NCBI 

para predicción de la estructura. En azul se indican las regiones con una puntuación pLDDT (predicted 

Local Distance Difference Test) > 90 y en amarillo las regiones con 70 > pLDDT > 50. El sistema pLDDT es 

una métrica utilizada para evaluar la confianza en las predicciones estructurales de proteínas hechas por 

algoritmos de predicción como AlphaFold y se asignan puntuaciones pLDDT que varían de 0 a 100. El 

dominio helix-hairpin-helix (Arg-86 a Glu-125) encontrado en el análisis InterPro se recuadra en gris. 
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4.2 La sobreexpresión de spr0488 no induce cambios globales en el 

transcriptoma de SPN 

Para determinar si variaciones en los niveles de Spr0488 tienen un efecto global 

en el transcriptoma de SPN llevamos a cabo un análisis de RNA-seq de la cepa 

Δspr0488 [pLS1R-spr0488] en ausencia de Spr0488 (S) o con sobreproducción de ésta 

(M) (Anexos 1, 2 y Tabla 6). En condiciones de inducción de la expresión de Spr0488 

(M) versus no inducción (S), se detectaron 35 y 33 genes con expresión alterada en 

ausencia y presencia de NOV, respectivamente, de los cuales 26 fueron comunes (18 

de ellos con expresión aumentada) (Tabla 6). De los 35 DEGs observados en ausencia 

de NOV, 24 estaban regulados positivamente y 11 negativamente, y la mayoría de los 

DEGs (28) correspondieron a genes involucrados en el metabolismo y transporte de 

carbohidratos. Los 7 DEGs restantes mostraron una regulación positiva tras la inducción 

de Spr0488. Tres de ellos correspondieron a genes implicados en el metabolismo del 

RNA (spr0357, spr0504 y spr1940), antiterminadores transcripcionales que, dada su 

localización, probablemente formen parte de operones relacionados con el metabolismo 

de carbohidratos. Otro (spr0669), está aparentemente implicado en el metabolismo del 

DNA, otro (spr1643) es una permeasa de sustrato desconocido y 2 corresponden a 

proteínas hipotéticas, entre las que se incluye Spr0488 (Tabla 6). De los 33 DEGs 

observados en presencia de NOV (24 regulados positivamente y 9 negativamente), 26 

correspondieron a genes implicados en el metabolismo o transporte de azúcares. De los 

7 restantes, sólo los genes dprA (implicado en el procesamiento del DNA durante la 

competencia) y glpF (transportador de glicerol) no fueron detectados en ausencia de 

NOV. Estos resultados demuestran que la inducción de Spr0488 no tiene un efecto 

significativo en el transcriptoma de SPN, a excepción de los genes relacionados con el 

metabolismo de azucares, probablemente debido al sistema de inducción por maltosa 

utilizado. 

Tabla 6. DEGs detectados en Δspr0488 [pLS1R-spr0488] en presencia de M frente 
a S con y sin NOV. Los cultivos se crecieron hasta DO620 nm = 0,3, se diluyeron 200 

veces en medio con S o con M.  

Función Descripcióna 

 
Locus  Variaci

ón de 
expresi
ón sin 
NOVb 

Variación 
de 
expresión 
con 
NOVb 

Metabolismo de 
carbohidratos 

Alfa 1-6-glucosidasa spr0310 (dexB) 4,32 7,07 

Proteína 
hipotética 

 spr0311 5,22 10,30 

Transporte de 
azúcares 

Manitol PTS EII spr0356 (mtlA) 2,43 7,03 

Metabolismo 
del RNA 

Antiterminador transcripcional 
de la familia BglG 

spr0357 2,45 4,67 
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Metabolismo de 
carbohidratos 

Manitol-1-P 5-deshidrogenasa spr0359 (mtlD) 2,05  

Proteína 
hipotética 

  spr0488 4,73 9,16 

Metabolismo 
del RNA 

Antiterminador transcripcional  spr0504 (licT) 2,72  

Transporte de 
azúcares 

PTS componente EII de 
azúcar  

spr0505 (PTS-EII) 2,11 2,88 

Metabolismo de 
carbohidratos 

6-P-beta-glucosidasa spr0506 (bglH) 2,16  

Componente IIABC de la 
enzima PTS de glucosa  

spr0668 (ptsG) 3,93 9,78 

Metabolismo 
del DNA 

Endonucleasa/exonucleasa/fo
sfatasa 

spr0669 4,56 9,64 

Metabolismo de 
carbohidratos 

Represor transcripcional del 
operón de la fructosa 

spr0778 (fruR) -2,91 -4,58 

Fructosa-1-P-quinasa spr0779 (fruB) -3,24 -5,53 

PTS componente IIBC de 
fructosa 

spr0780 (fruA) -2,97 -5,13 

Fosfo-beta-D-galactosidasa spr1069 (lacG) 2,04  

Funciones 
reguladoras 

Procesamiento de DNA spr1144(dprA)  3,02 

Metabolismo de 
carbohidratos 

Alfa-amilasa spr1239  6,55 22,61 

Fructoquinasa spr1565 (scrK) -3,05 -11,89 

PTS EII spr1566 (scrA)  -6,10 

Sacarosa-6-P-hidrolasa spr1568 (scrB) -2,17 -4,63 

Proteína reguladora del 
regulón de sacarosa 

spr1569 (scrR) -2,72 -5,56 

Sacarosa-6-P-hidrolasa spr1617 (sacA) -2,94 -3,47 

Transporte de 
azúcares 

ABCT permeasa, azúcar spr1618 (ABC-MSP) -2,33  

ABCT permeasa, azúcar spr1619 (ABC-MSP) -2,76 -8,85 

ABCT proteína de unión a 
sustrato  

spr1620 (ABC-SBP) -2,46  

Proteínas de 
transporte  

ABCT permeasa, sustrato 
desconocido  

spr1643 (ABC-MSP) 2,27  

Metabolismo de 
carbohidratos 

Represor transcripcional del 
operón trehalosa 

spr1700 (treR) -2,04  

Alcohol-acetaldehído 
deshidrogenasa 

spr1837 (adhE) 2,09  

Maltodextrina fosforilasa spr1916 (malP) 6,26 14,71 

4-alfa-glucanotransferasa  spr1917 (malM) 5,15 9,01 

Regulador del operon mal Spr1918 (malX)  4,48 

ABCT permeasa-
maltosa/maltodextrina  

spr1919 (malC) 3,42 8,66 

ABCT permeasa-
maltosa/maltodextrina  

spr1920 (malD) 4,01 16,38 

Transcetolasa (C-terminus) spr1936 (tktC) 12,74 20,26 

Transcetolasa (N-terminus) spr1937 (tktN) 9,68 17,49 

PTS subunidad IIC 
transportador de ascorbato 

spr1938 
8,41 16,22 

PTS subunidad IIC 
transportador de azucares 

spr1939 
5,85 6,09 

Metabolismo 
del RNA 

Antiterminador transcripcional 
de la familia BglG 

spr1940 
3,39 10,17 

Proteínas de 
transporte 

Transporte de glicerol spr1988 (glpF) 
 6,00 

Metabolismo de 
carbohidratos 

Glicerol-3-P-deshidrogenasa spr1989  7,32 

Glicerol-3-P-deshidrogenasa spr1990  7,92 

Glicerol quinasa spr1991 (glpK)  7,02 
aABCT, transportador ABC, PTS, sistema fosfotransferasa. bLos genes cuya transcripción está alterada (dos 

réplicas), incluyen aquellos que mostraron un cambio significativo (valor absoluto ≥ 2) y un valor de P ≤ 

0,01.  
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Cuando se comparó el efecto de la NOV sobre el transcriptoma de la cepa 

Δspr0488 [pLS1R-spr0488] crecida en S (sin Spr0488) con el de la cepa crecida en M 

(con sobreexpresión de Spr0488), se observó alguna diferencia. Tras el tratamiento con 

NOV se detectaron un total de 40 DEGs en el cultivo sin Spr0488 (19 genes regulados 

positivamente y 21 negativamente, Anexo 1) y 184 DEGs en el cultivo con 

sobreexpresión de Spr0488 (73 regulados positivamente y 111 negativamente, Anexo 

2). De estos 184 DEGs, 155 fueron diferentes de la condición sin Spr0488, de los que 

48 corresponden a genes con función desconocida (que codifican proteinas hipotéticas) 

y 24 están relacionados con el metabolismo o transporte de carbohidratos. Los DEGs 

restantes codifican proteínas de transporte (17), genes relacionados con procesos 

celulares o regulatorios (26), o genes implicados en rutas metabólicas o de síntesis (40). 

Fueron comunes a ambas condiciones 29 genes, de los cuales 17 regulados 

negativamente y 12 regulados positivamente (Figura 25A).  
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Figura 25. Número y localización de DEGs en el cromosoma de Δspr0488 [pLS1R-spr0488] tras el 

tratamiento con NOV en presencia o ausencia de Spr0488. Los cultivos crecieron hasta una DO620 nm = 

0,3 en A+Y con S, se diluyeron 100 veces en medio con S o M, y sin NOV (tras 210 min) o con 0,5× MIC 

de NOV (270 min). Se aisló el RNA total y se secuenció como se describe en materiales y métodos. (A) 

Diagrama de Venn que muestra los DEGs tras el tratamiento con NOV en presencia de S o M. (B) La 

variación relativa de cada gen representada frente a la ubicación 5' de cada ORF en el cromosoma de R6 

(bases 1 a 2.038.615). Se consideró un cambio de veces ≥ 2 (valor absoluto) y un valor de P ≤0,01. 

 

Por lo tanto, la sobreexpresión de spr0488 en presencia de NOV parece no afectar 

la transcripción de global de SPN. Aunque hay un incremento en el número de DEGs en 
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presencia de NOV no se observa un aumento de expresión de genes funcionalmente 

relacionados con el Sc, sino de genes que se alteran en presencia de la maltosa o 

sacarosa, además de genes que codifican proteínas desconocidas. Tampoco se observó 

diferencia significativa en la ubicación de los DEG a lo largo del genoma en presencia 

de S o M (Figura 25B). 

 

4.3 Hiperproducción y purificación de la proteína Spr0488 

Para investigar la función de Spr0488 y llevar a cabo ensayos in vitro, se 

estandarizó un protocolo de inducción y purificación de la proteína. Para ello, se clonó 

un fragmento cromosómico que contenía su gen codificante en el sistema de expresión 

pET28b y se introdujo en la cepa BL21-CodonPlus (DE3) de E. coli, cuya inducción con 

IPTG permite la síntesis de la proteína de fusión H6-Spr0488 (Spr0488 con una cola de 

6 His fusionada a su extremo N-terminal). En primer lugar, se hicieron pruebas en las 

que tanto el crecimiento como la inducción se realizaron a 37 ºC, pero Spr0488 estaba 

en su mayor parte en la fracción insoluble (no se muestra). En base a esto, y para 

incrementar la solubilidad de la proteína durante la hiperproducción, se bajó la 

temperatura de inducción a 30 ºC. Se extrajeron muestras a distintos tiempos tras la 

adición de IPTG, separando la fracción soluble de la insoluble, y se analizó la 

hiperproducción de H6-Spr0488 en geles de SDS-PAGE (Figura 26A). Tras 1 h de 

inducción con IPTG se observó una acumulación considerable de H6-Spr0488, de la 

cual, el 50 % se encontraba en la fracción soluble. Los niveles de proteína no 

aumentaron a las 2 h de inducción por lo que 1h a 30 C se consideraron las condiciones 

óptimas de inducción a utilizar para su purificación. 

La purificación se llevó a cabo mediante cromatografía de afinidad en columnas 

HiTrap Chelating HP con el sistema AKTA prime como se describe en materiales y 

métodos, utilizando un gradiente de 20 a 400 mM de imidazol (Figura 23B). Los 

extractos crudos procedentes de muestras recogidas antes y después de la inducción 

del cultivo con IPTG se analizaron en un gel de SDS-PAGE junto con las fracciones 

recogidas durante la aplicación del gradiente de imidazol (Figura 26C). Entre las 

fracciones F23 y F25 se observó una banda de proteína, presente también en el extracto 

crudo inducido con IPTG, que se correspondía con el tamaño esperado de H6-Spr0488 

(~15,18 kDa) y que no se observó en el cultivo no inducido. Estas fracciones 

correspondíeron a un pico de absorbancia en el cromatograma entre 190 y 222 mM de 

imidazol. Las fracciones se dializaron para eliminar el imidazol y la fracción F24 se usó 

para la realización de los ensayos posteriores. 
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Figura 26. Purificación de H6-Spr0488 a partir de E. coli BL21-CodonPlus (DE3) [pET28-spr0488]. (A) 

Pruebas de inducción de Spr0488 a 30 ºC. NI, no inducido, S, fracción soluble e I, fracción insoluble del 

lisado. (B) Cromatograma de la purificación de Spr0488 en el sistema AKTA en el que se observa un pico 

de elución (flecha roja) de la proteína en la fracción 24. (C). SDS-PAGE de muestras de extracto crudo de 

cultivos no inducidos (CE) o inducidos (CEI) con IPTG durante 1 h a 30 ºC y lisado cargado (LC) en el AKTA. 

Se indican los números de las fracciones eluidas de la columna. Se fraccionaron 30 µl de las muestras en 

el gel teñido con Coomassie Blue. Los pesos moleculares se indican a la izquierda. 
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4.4 Spr0488 activa la relajación del DNA por parte deTopo I 

El hecho de que la sobreexpresión del gen spr0488 confiera una mayor 

sensibilidad a NOV sugiere que podría haber alguna relación entre la proteína Spr0488 

y las topoisomerasas. En base a ésto, se estudió el efecto de H6-Spr0488 sobre la 

actividad enzimática de Topo I en la relajación del pBR322 in vitro (Figura 27A, B).  

 

 

Figura 27. Efecto de Spr0488 sobre la actividad de Topo I y Girasa. (A) Activación de la relajación de 

pBR322 por Topo I en presencia de Spr0488. Las concentraciones de Spr0488 indicadas y la Topo I se 

agregaron simultáneamente a la mezcla de reacción. Las muestras se procesaron y analizaron como se 

describe en materiales y métodos. Mw, estándar de peso molecular (kb); S, sustrato; CCC, formas circulares 

covalentemente cerradas; OC, formas circulares abiertas; RC, formas circulares relajadas. (B) Actividad de 

Topo I determinada como el aumento en el porcentaje de los topoisómeros (OC/RC) y la disminución de la 

forma CCC en presencia de Spr0488. Los resultados son el promedio ± SEM, n=3. (C) Determinación del 

efecto de Spr0488 sobre la actividad de la girasa. La actividad de Sc de pBR322 relajado mediada por la 

DNA girasa no se ve afectada por Spr0488. Se midió la actividad de introducción de Sc negativo en pBR322 

relajado utilizando 4 nM de girasa reconstituida y concentraciones crecientes de Spr0488. (D) Actividad de 

girasa determinada como porcentaje de topoisómeros +CCC y porcentaje de formas OC/RC en presencia 

de Spr0488. Los resultados son el promedio ± SEM, n=3. 
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Como se observa en la Figura 27A, Spr0488 activó la relajación del pBR322 

mediada por Topo I de forma dependiente de la cantidad de Spr0488. Esta activación se 

cuantificó considerando tanto la disminución de la forma CCC del plásmido como el 

aumento de los topoisómeros + la forma OC (Figura 27B). Los resultados mostraron una 

disminución de la forma CCC acompañada de un aumento simultaneo de los 

topoisómeros, a medida que aumentaba la concentración de Spr0488. La suma de los 

topoisómeros + OC aumentó de un 51,6 ± 3,2 % en ausencia de Spr0488, hasta el 81,7 

± 3,6 % en la concentración más alta de ésta, al mismo tiempo que la forma CCC se 

redujo de un 48,4 ± 3,2 % hasta un 18,3 ± 3,6 %.  

Por otra parte, no se observó efecto sobre la actividad de la girasa de SPN (Figura 

27C, D), ya que la suma de las formas CCC + topoisómeros se mantuvieron alrededor 

de un 68 % en todas las concentraciones de Spr0488 analizadas. Estos resultados 

indican que Spr0488 activa específicamente la actividad de relajación de Topo I, si bien 

los niveles de activación alcanzados con 5,7 µM de Spr0488 fueron ligeramente 

inferiores a los observados previamente con 4 µM de la proteína StaR.  

 

4.5 Digestión con trombina de Spr0488 

Los ensayos descritos en el apartado anterior demostraron que H6-Spr0488 activa 

específicamente la capacidad de relajación del DNA de la Topo I. Sin embargo, esta 

activación requiere un exceso de unas 500 veces de H6-Spr0488 sobre Topo I. La 

proteína de fusión H6-Spr0488 posee 20 aminoácidos adicionales con respecto a la 

proteína nativa Spr0488 de tan sólo 131, lo que puede alterar considerablemente su 

conformación y afectar a su actividad. H6-Spr0488 posee en su secuencia un sitio de 

digestión con trombina que permite la eliminación 17 de los 20 aminoácidos fusionados, 

lo que daría como resultado una proteína digerida (Spr0488D) con tan sólo 3 residuos 

adicionales en su extremo N-terminal. Con el objetivo de obtener dicha proteína, se 

llevaron a cabo ensayos de digestión con trombina a pequeña escala para optimizar la 

reacción de digestión usando distintas concentraciones de trombina y distintos tiempos 

de reacción (Figura 28). La digestión con trombina dio como resultado una única banda 

del tamaño correspondiente a la proteína digerida, alcanzándose un 100 % de digestión 

tras 8 h de incubación con 0,5 mU de enzima.  
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Figura 28. Digestión de H6-Spr0488 con trombina. (A) Secuencia de aminoácidos de H6-Spr0488 antes 

y después de su digestión con trombina. La secuencia de Srp0488 se muestran en negro y los 20 residuos 

adicionales fusionados en el extremo N-terminal en rojo. La secuencia de reconocimiento de la trombina se 

indica subrayada en negrita y la flecha señala el sitio de digestión. (B) Prueba de digestión con trombina. 

Se incubaron 10 µg de H6-Spr0488 con las unidades de trombina y los tiempos de incubación indicados. Se 

corrieron 10 µl de cada muestra en un gel SDS-PAGE 4-20 % y se tiñó con coomassie para su visualización. 

La banda correspondiente a la proteína digerida (Spr0488D) y no digerida (H6-Spr0488) se indican con una 

flecha. Mw: estándar de peso molecular.  

 

En base a estos resultados, 650 µg de H6-Spr0488 fueron digeridos con 325 mU 

de trombina biotinilada. Posteriormente, la trombina se eliminó de la muestra con 

agarosa-Streptavidina como se describe en el apartado 15 y se almacenó con 50 % de 

glicerol.  

 

4.6 Spr0488 es una proteína dimérica 

Los estudios de predicción descritos en el apartado 4.1, predicen la presencia de 

un dominio HhH en Spr0488. Este dominio presenta muchas similitudes estructurales 

con el motivo SAM (Steril Alpha Motif), descrito como un módulo de interacción proteína-

proteína implicado en multimerización. En base esto, se estudió el estado de 

oligomerización tanto de H6-Spr0488 como de Spr0488D mediante cromatografía de 

exclusión por tamaño. Esta técnica permite separar biomoléculas en función de su 

tamaño en solución, pudiendo diferenciar y detectar agregados (monómeros, dímeros, 

trímeros, etc) de una misma molécula. El orden de elución de las moléculas de la 

columna depende de su masa molecular (MM). Las de mayor MM son poco retenidas 
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en los poros de la matriz empaquetada y eluyen antes, mientras que las de menor MM 

se retienen más y eluyen después. Si bien el mecanismo de exclusión se basa en el 

tamaño de la molécula en solución, está también influenciado por la forma de la proteína 

y la composición del eluente. 

Se llevó a cabo el análisis de oligomerización de Spr0488 mediante cromatografía 

de exclusión. Se testaron eluyentes con distinta fuerza iónica (Tris 20 mM, pH 8 con 100, 

200 ó 300 mM de NaCl), así como el tampón de ensayo de actividad Topo I (20 mM Tris 

pH 7,8, 100 mM KCl, 10 mM MgCl2, 1mM DTT), y la MM de H6-Spr0488 y Spr0488D se 

estimó comparando su perfil de elución con el de las proteínas usadas como estándar 

de peso molecular (Figura 29A y B). Con 200 y 300 mM de NaCl se observó un pico 

estrecho que corresponde a MMs estimadas de 33 y 34-38 kDa para H6-Spr0488 y 

Spr0488D, respectivamente (Figura 29C y D). Estas MMs son compatibles, en ambas 

proteínas, con el valor teórico de un dímero (33,0 kDa para H6-Spr0488 y 29,3 kDa para 

Spr0488D), sugiriendo que Spr0488 es un dímero en solución, y que su dimerización no 

está afectada por la fusión de la cola de His en el extremo N-terminal. Sin embargo, con 

100 mM de NaCl se observó un pico más ancho que indica una mayor heterogeneidad 

de la muestra. En el caso de Spr0488D, se observó además una distribución bimodal en 

la que se pueden distinguir dos formas que corresponden a una MM estimada de 27,4 

y 20,4 kDa.  

Cuando el análisis se realizó en el tampón de actividad de la Topo I, se observaron 

dos picos, uno mayoritario correspondiente a una MM de 35,1 kDa y otro minoritario 

correspondiente a 19,4 kDa, compatibles con un dímero y un monómero, 

respectivamente. Del mismo modo, un pequeño hombro correspondiente a un MM de 

20,8 kDa se puede apreciar también en tampón Tris con 300 mM de NaCl. 

Estos resultados indican que Spr0488 se encuentra mayoritariamente en forma 

dimérica en soluciones con concentraciones de sal ≥ 100 mM. En el caso de la proteína 

Spr0488D, existe una discrepancia entre la MM estimada y la teórica, siendo la primera 

ligeramente superior a la segunda en todos los casos. Tanto es así, que muestra una 

MM mayor que la de la forma no digerida, a pesar de ser 2 kDa menor. Esto podría 

sugerir que la fusión de la cola de His afecta a la conformación de la proteína 

contribuyendo a su compactación.  
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Figura 29. Análisis de oligomerización de Spr0488. El estado de oligomerización de H6-Spr0488 y 

Spr0488D se analizó mediante cromatografía de exclusión por tamaño. (A) Cromatograma obtenido durante 

la calibración de la columna. Se inyectaron 100 µl de una mezcla que contenía entre 0,2 ó 0,3 mg de cada 

proteína a un flujo de 0,5 ml/min. (B) Curva de calibrado para la estimación de la MM. Representación del 

coeficiente medio de distribución (Kav) obtenido con las proteínas de calibración versus el logaritmo de su 

MM. La relación entre los puntos de la gráfica y los picos del cromatograma se indica con números. (C) 

Cromatograma obtenido para H6-Spr0488 (azul) y Spr0488D (rojo) con distintos eluentes. Se inyectaron 100 

µl de cada muestra conteniendo 0,03 mg de proteína a un flujo 0,5 mg/ml. Los picos correspondientes al 

dímero (D) y al monómero (M) se indican con una flecha. Otros picos correspondientes a fragmentos de 

menor tamaño se indican con asteriscos. (D) Tabla con las MM teóricas y las estimadas del monómero (M) 

y dimero (D) de H6-Spr0488 y Spr0488D con cada uno de los eluentes testados. 
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4.7 Actividad de Spr0488 digerida con trombina 

Para determinar si la eliminación de la cola de His fusionada a H6-Spr0488 

afectaba a su capacidad de activación de la Topo I se llevaron a cabo ensayos de 

relajación del plásmido pBR322 en presencia de concentraciones crecientes de 

Spr0488D.  

 

Figura 30. Efecto de Spr0488 D sobre la actividad de Topo I y Girasa. (A) Activación de la relajación de 

pBR322 por Topo I. Las concentraciones de Spr0488 indicadas y la Topo I se agregaron simultáneamente 

a la mezcla de reacción. Las muestras se procesaron y analizaron como se describe en materiales y 

métodos. Mw, estándar de peso molecular (kb); S, sustrato; CCC, plásmidos circulares covalentemente 

cerrados; OC, plásmidos circulares abiertos; RC, plásmidos circulares relajados. (B) Actividad de Topo I 

determinada como el aumento en el porcentaje de los topoisómeros (OC/RC) y la disminución de la forma 

CCC en presencia de Spr0488. (C) Determinación del efecto de Spr0488D sobre la actividad de Sc de 

pBR322 relajado mediada por la DNA girasa. Se utilizaron 4 nM de girasa reconstituida y concentraciones 

crecientes de Spr0488. (D) Actividad de girasa determinada como porcentaje de topoisómeros +CCC y 

porcentaje de formas OC/RC en presencia de Spr0488. Los resultados son el promedio ± SEM, n=2 

 

Como era de esperar, la proteína digerida Spr488D también aumentó la relajación 

del pBR322 mediada por Topo I (Figura 30A) de forma dependiente de la cantidad de 

Spr0488D. La forma CCC se redujo de un 21,5 ± 9,5% en ausencia de Spr0488D hasta 

un 0,6 ± 0,3 % en su concentración más alta, y los topoisómeros + OC aumentaron 

desde un 78,5 ± 9,5% hasta el 99 % ± 0,3 % (Figura 30B). A diferencia de lo que ocurre 
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con la proteína H6-Spr0488, son necesarias concentraciones mucho más bajas de 

Spr0488D para activar la Topo I, observándose un incremento en la relajación del 

pBR322 a partir de 32 nM de Spr0488D. Esto demuestra que la fusión de 20 aminoácidos 

en su extremo N-terminal reduce significativamente su capacidad de activación de Topo 

I. De igual modo, no hubo efecto sobre la actividad de Girasa (Figura 30C y D).  

 

4.8 Spr0488 es una proteína de unión a DNA bicatenario 

La activación de la Topo I por parte de Spr0488 puede deberse: a la interacción 

directa entre ambas proteínas, a la interacción de Spr0488 con el DNA haciendolo más 

accesible a  Topo I, o a ambas. La segunda hipótesis requeriría la interacción de Spr0488 

con el DNA y, de hecho, los estudios de predicción de estructura secundaria (apartado 

3.1) apuntan a la presencia de motivos de unión a ácidos nucleicos. En base a esto, 

analizamos la capacidad de H6-Spr0488 y Spr0488D de unirse a distintos tipos de 

sustrato mediante ensayos de retraso en gel (EMSA). En primer lugar, se utilizó un 

dsDNA generado por PCR con oligonucleótidos marcados con biotina en su extremo 5’. 

Se amplificó un fragmento del locus dprA de 261 pb, único gen cuya expresión aumenta 

al inducir la sobreproducción de Sp0488 (maltosa) en presencia de NOV según los datos 

de RNAseq (Tabla 6). Este fragmento se incubó con distintas cantidades de H6-Spr0488 

y Spr0488D y se analizó la movilidad electroforética de las muestras en geles de 

poliacrilamida no desnaturalizantes (Figura 31A). Los resultados demostraron que las 

dos proteínas se comportaron de manera similar. En ambos casos, a 256 nM de proteína 

se observaron bandas poco definidas con menor movilidad electroforética, que 

presumiblemente corresponden a complejos proteína:DNA. Este retraso fue ligeramente 

superior con Spr0488D, en la que todo el dsDNA quedó retenido en complejos de alto 

peso molecular. La aparición de estos complejos podría implicar la unión de varias 

moléculas de Spr0488 al fragmento de DNA. Para evitar esto, se utilizaron 

oligonucleótidos fluorescentes de 50 y 80 nt de longitud que permitían generar sustratos 

más pequeños y con distintas estructuras.  
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Figura 31. Spr0488 se une a dsDNA pero no a ssDNA. Se analizó la capacidad de unión de Spr0488 a 

distintos substratos mediante EMSAs como se describe en materiales y métodos. (A) Unión de H6-Spr0488 

y Spr0488D al fragmento de PCR DprA de 261 pb marcado con biotina. Las reacciones se realizaron 

incubando 2 nM de sustrato con las concentraciones indicadas de proteína a 37 ºC durante 30 min. (B) 

Unión de H6-Spr0488 y Spr0488D al DNA bicatenario fluorescente ON con una región protuberante de 30 nt 

en el extremo 3’ ( ). (C) Unión de Spr0488D a ssDNA. Se utilizó el oligo fluorescente Cy-80 ( ) y 

un polímero de timinas Cy-dT ( ). Los ensayos con substratos fluorescentes se realizaron incubando 

10 nM de sustrato con las concentraciones indicadas de proteínas a 37 ºC durante 20 min. Las reacciones 

se corrieron en geles no desnaturalizantes del 5 % de poliacrilamida en TBE.  
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Hibridando el oligo fluorescente Cy-50 con el oligo N80 se generó el substrato ON, un 

dsDNA con una región protuberante de 30 nt en el extremo 3’. La incubación de H6-

Spr0488 y Spr0488D con este substrato dio lugar a una banda definida, de menor 

movilidad electroforética que el substrato libre, en presencia de 400 y 100 nM de 

proteína, respectivamente (Figura 31B). Por tanto, ambas proteínas son capaces de unir 

el substrato ON formando un solo complejo DNA:proteína. Sin embargo, la capacidad de 

unión de la proteína digerida fue considerablemente mayor que la de la proteína sin 

digerir, y se detectaron complejos DNA:Spr0488D con una relación estequiométrica de 

1:10. Cuando se utilizaron los oligonucleótidos Cy-80 ó Cy-dT no se observó ninguna 

alteración en la movilidad electroforética con ninguna de las dos proteínas, lo que 

demuestra que H6-Spr0488 y Spr0488D no son capaces unir ssDNA en las condiciones 

testadas, independientemente de su secuencia. 

Estos resultados, demuestran que Spr0488 se une a DNA total o parcialmente 

bicatenario. Por otra parte, al igual que sucede con la activación de la Topo I, su 

capacidad de unión al DNA se ve disminuída por la fusión de una cola de 20 aminoácidos 

en su extremo N-terminal. 
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La compactación del DNA bacteriano en el nucleoide es esencial para la 

regulación de la replicación, la transcripción y la recombinación. Dicha compactación, 

esencial para la viabilidad de SPN, está íntimamente relacionada con el Sc, cuyos 

niveles están determinados por el equilibrio entre las actividades de la girasa y de la 

Topo I (Ferrándiz et al., 2010). SPN desencadena respuestas transcripcionales 

homeostáticas cuando la densidad de Sc disminuye en un 25 % (de la Campa et al., 

2017) o cuando aumenta en un 40 % (Ferrándiz et al., 2016). Estas respuestas globales 

afectan la transcripción de las topoisomerasas. La relajación desencadena una 

regulación positiva (aproximadamente 2 veces) de los genes de la girasa (gyrA y gyrB) 

y una regulación negativa de Topo I (topA, de aproximadamente 10 veces) y Topo IV 

(parE y parC, de aproximadamente 3 veces) (Ferrándiz et al., 2010). Cuando el Sc 

aumenta, topA vuelve a estar regulado negativamente (aproximadamente 2 veces), 

mientras que gyrA, gyrB, parE y parC permanecen sin cambios (Ferrándiz et al., 2016). 

De esta forma, la regulación negativa de la transcripción de topA, aunque a diferentes 

niveles, permite la recuperación del Sc y el crecimiento celular.  

Además de la actividad de las topoisomerasas, existen redes de proteínas que 

gobiernan la topología cromosómica de las bacterias, si bien éste sigue siendo un 

campo desconocido. Las NAPs suelen participar del control topológico del cromosoma 

bacteriano. En esta tesis se ha estudiado el efecto de cuatro proteínas presentes en el 

nucleoide de SPN: StaR, Spr0488, RapZ e YhbY. Dos de ellas, StaR y Spr0488, 

presentaron evidencias de efectos relacionados con el control del Sc, por lo que hemos 

profundizado en su estudio funcional.  

En SPN, la respuesta transcriptómica de la cepa silvestre R6 a la relajación del 

DNA desencadenada por NOV, implica una regulación negativa, de aproximadamente 2 

veces, del gen que codifica StaR, que de hecho está incluido en un dominio regulado 

negativamente (de la Campa et al., 2017). Sin embargo, el gen que codifica Spr0488 no 

sufre variación significativa de su expresión por cambios en el Sc y está incluido en un 

dominio no regulado, NR (Ferrándiz et al., 2016; de la Campa et al., 2017; Martín-

Galiano et al., 2017). La disminución en la transcripción de staR es similar a la observada 

para el gen que codifica HU (alrededor de 3 veces), la única NAP descrita hasta ahora 

en SPN, y que es esencial para el mantenimiento del Sc (Ferrándiz et al., 2018). La 

regulación negativa de HU y StaR se produce a concentraciones inhibitorias de NOV, 

pero no a concentraciones subinhibitorias, donde no se observan cambios en la 

transcripción (Ferrándiz et al., 2018) o en la cantidad de StaR (Figura 10). Nuestros 

resultados demuestran que en ausencia de StaR, SPN es más sensible a NOV (Figura 

9) y su ubicación en un dominio regulado negativamente es importante para la 
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supervivencia celular en presencia de NOV. Por otro lado, niveles de StaR 

correspondientes al doble de su concentración basal son suficientes para aumentar 

también la susceptibilidad a NOV. Además, reducen la recuperación del Sc a 

concentraciones inhibitorias de NOV, de modo que tras 30 minutos de tratamiento con 

el antibiótico la variación de Sc es del 21 % frente al 12,5 % observado en ausencia de 

inducción (Figura 12). Presumiblemente, esto se debe a la activación de Topo I por parte 

de StaR mediante la interacción proteína-proteína, demostrada en esta tesis. Todos 

estos resultados indican que StaR juega un papel importante en la homeostasis del Sc 

en SPN mediado por Topo I. Su ubicación en un dominio DOWN es consistente con esta 

función. La respuesta homeostática a la relajación implica una regulación negativa tanto 

de Topo I, a nivel del tránscrito de topA (Ferrándiz et al., 2010) y de los niveles de 

proteína (Figura 10), como de StaR. Esto contribuiría a la recuperación de los niveles 

de Sc tras la relajación, disminuyendo los niveles de StaR e impidiendo la activación de 

Topo I.  

SPN carece de la mayoría de las NAPs caracterizadas en E. coli, con la excepción 

de HU (Ferrándiz et al., 2018) y SMC (Minnen et al., 2011). En un estudio microscópico 

de E. coli utilizando DAPI como tinción para teñir el DNA, se demostró que HU y otras 

NAPs se localizan uniformente dentro del nucleoide (Azam et al., 2000). En nuestro 

laboratorio se ha desarrollado un método que permite identificar y localizar con precisión 

nucleoides de SPN y determinar su nivel de compactación in vivo, utilizando microscopía 

confocal de superresolución y el intercalante de DNA Sytox para teñir los nucleoides 

(García-López et al., 2022). En esta tesis, hemos utilizamos dicha técnica para 

demostrar que StaR, efectivamente, se localiza en el nucleoide (Figura 14). Un análisis 

estadístico realizado con más de 2.500 células mostró colocalización de StaR con el 

nucleoide en más del 50 % de las bacterias analizadas. Estos estudios constituyen el 

primer análisis cuantitativo de co-localización realizado hasta el momento en SPN. 

Puesto que no existen datos previos que permitan establecer un umbral de 

colocalización entre las NAPs y el nucleoide, hemos considerado que una co-

localización superior al 50 % refleja una co-localización real. Es importante señalar que 

los cultivos no fueron sincrónicos y la localización de StaR en el nucleoide podría 

depender de la fase del ciclo celular, tal como ocurre en E. coli (Azam et al., 1999; Dillon 

& Dorman, 2010). Nuestros resultados representan la primera demostración de una NAP 

localizada en el nucleoide en SPN.  

Al igual que StaR regula la actividad de la Topo I, en otras bacterias también se 

han identificado NAPs que regulan las topoisomerasas. Este es el caso, por ejemplo, de 

GyrI, que inhibe la girasa de E. coli (Nakanishi et al., 1998), GapR de Caulobacter 
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crescentus que estimula la actividad de girasa y Topo IV para eliminar Sc positivo 

durante la replicación del DNA (Guo et al., 2018), y HU que activa Topo I en M. 

tuberculosis (Ghosh et al., 2014). La proteína RecA de E. coli interactúa con la Topo I y 

es otro ejemplo de cooperación entre topoisomerasas y otras proteínas (Banda et al., 

2016). Así mismo, se ha demostrado que la proteína YejK de E. coli, homóloga de StaR 

(Figura 8A), inhibe tanto la actividad de la girasa como la de la Topo IV (Lee & Marians, 

2013). Por el contrario, nuestros datos demuestran que StaR no tiene ningún efecto 

sobre la actividad de Sc de la girasa y sólo modula la actividad de la Topo I, poniendo 

de manifiesto diferencias importantes entre YejK y StaR a nivel funcional. A diferencia 

de lo que ocurre E. coli, el Sc en S. pneumoniae está controlado principalmente por las 

actividades opuestas de Topo I y girasa (Ferrándiz et al., 2010, 2016) y la Topo IV 

contribuye en menor medida al mismo. También se ha observado en eucariotas una 

regulación de la actividad de la topoisomerasa I (TOP1). Se ha descrito que la actividad 

TOP1 está controlada por la RNAPII fosforilada que modula la elongación durante la 

transcripción (Baranello et al., 2016). En SPN, Topo I es la principal topoisomerasa 

implicada en la regulación del Sc (Ferrándiz et al., 2010, 2016) y en la transcripción 

(Ferrándiz et al., 2021), por lo tanto, su actividad debe estar finamente regulada. 

Además, mutaciones en la Topo I pueden cambiar su actividad y alterar la sensibilidad 

a inhibidores de esta enzima en SPN (García-López et al., 2023). 

En este trabajo hemos demostrado también que existe una interacción física entre 

StaR y Topo I (Figura 17), mientras que Yejk se une a DNA formando un complejo 

proteína-DNA y no se ha demostrado interacción física con la girasa ni la Topo IV de E. 

coli (Lee & Marians, 2013). Otros estudios han demostrado la interacción funcional y 

física entre una topoisomerasa y otras proteínas. Así, por ejemplo, en M. tuberculosis 

HU también regula la actividad de Topo I a través de interacción física (Ghosh et al., 

2014), las proteínas MukB (Hayama & Marians, 2010) o FtsK interaccionan con la Topo 

IV de E. coli y también modulan su actividad (Espeli et al., 2003). La interacción entre 

StaR y Topo I es importante para mantener la estabilidad genómica y para permitir 

respuestas rápidas y precisas a los cambios en el entorno, asegurando así la 

supervivencia y adaptación de SPN a diferentes condiciones que afectan la 

compactación del nucleoide. 

El hecho de pertenecer a una misma familia Pfam no implica compartir 

exactamente las mismas propiedades. Sin embargo, nosotros hemos confirmado que, 

al igual que la proteína YejK de E. coli, StaR es una NAP, con un tamaño similar a YejK, 

y que también participa en la homeostasis del Sc regulando la actividad de las 

topoisomerasas. StaR es el primer modulador de Topo I caracterizado en SPN. Se han 
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realizado numerosos intentos por resolver la estructura StaR de SPN, pero todos ellos 

sin éxito, debido a la baja difracción de sus cristales. Sin embargo, la utilización de la 

herramienta de inteligencia artificial AlphaFold, ha demostrado que hay también 

similitudes estructurales entre StaR y YejK. (Figura 8B). Nuestro estudio sobre la 

proteína StaR en SPN amplía por tanto el conocimiento de la familia de proteinas NA37, 

cuyo único miembro caracterizado hasta la fecha era YejK. 

En lo que respecta a Spr0488, en este trabajo se demuestra que su ausencia no 

afecta a la viabilidad de SPN en presencia de NOV, sin embargo, su sobreproducción 

conduce a una mayor sensibilidad a este antibiótico. Este efecto en el crecimiento no se 

debe a cambios globales en SPN, puesto que ni la ausencia ni la sobreexpresión de 

spr0488 produjeron modificaciones sustanciales en el transcriptoma de SPN, con o sin 

tratamiento con NOV, excepto en los genes implicados en el metabolismo de los 

azúcares debido al método de inducción utilizado. Además, los estudios del efecto de 

H6-Spr0488 sobre la actividad de la Topo I y la girasa de SPN, mostraron un incremento 

de la actividad de la Topo I en la relajación del sustrato pBR322 en presencia de 500 nM 

de H6-Spr0488 (proporción Topo I:H6-Spr0488 de 1:500), pero no así de la girasa (Figura 

27). Este efecto activador fue aún mayor cuando se eliminó la cola de His fusionada al 

extremo amino terminal. La proteína digerida Spr0488D, fue capaz de activar la Topo I a 

concentraciones mucho más bajas (proporción Topo I:Spr0488D de 1:32), mostrando 

una actividad 16 veces mayor que la proteína de fusión (Figura 30). 

Spr0488 es una proteína pequeña con 131 aminoácidos y peso molecular de 

14,36 kDa. La oligomerización es una solución natural para formar grandes proteínas 

evitando problemas en la síntesis de largas cadenas polipeptídicas. Formar complejos 

proteicos grandes a partir de subunidades más pequeñas tiene varios beneficios. Estos 

complejos son menos propensos a errores de traducción, ya que sólo las subunidades 

defectuosas pueden descartarse y reemplazarse, en contraste con toda la proteína de 

cadena polipeptídica única y grande. La oligomerización es una característica común 

entre las proteínas que se unen a ácidos nucleicos. La formación de complejos 

multiméricos confiere propiedades funcionales únicas, como una mayor estabilidad 

estructural, una mayor afinidad por ácidos nucleicos o capacidad de interaccionar y 

cooperar con otras proteínas. En esta tesis hemos estudiado el estado de 

oligomerización de Spr0488 y hemos demostrado que tanto H6-Spr0488 como Spr0488D 

se encuentran mayoritariamente en forma dimérica en solución a concentraciones 

salinas ≥ 100 mM. Esto implica que, si bien, la fusión de 20 aminoácidos en su extremo 

N-terminal parece afectar a su compactación (dada la discrepancia entre la MM 

estimada y la teórica), no influye en su oligomerización.  
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Las predicciones realizadas en este trabajo indican que Spr0488 tiene un dominio 

“helix-hairpin-helix” (HhH_5) en su extremo C-terminal. Estos dominios están 

compuestos generalmente por 4 ó 5 hélices α empaquetadas dos a dos en disposición 

ortogonal y separadas entre sí por un “hairpin”. Cada par de hélices α conforma un 

motivo HhH y cada dominio HhH_5 normalmente contiene 1 motivo HhH clásico y otro 

pseudo-HhH. El motivo HhH es un motivo de unión a DNA similar al motivo HtH (“hélix-

turn-helix”), pero presenta diferencias importantes. Ambos tienen dos hélices 

conectadas por una vuelta corta, pero mientras en el motivo HtH, la segunda hélice 

contacta con el surco principal del DNA interaccionando específicamente con las bases 

nitrogenadas, en el motivo HhH, ésta hélice no sobresale de la superficie de la proteína 

y no puede contactar con el surco mayor, por lo que parece interaccionar con los grupos 

fosfato del DNA (Doherty et al., 1996; Thayer et al., 1995). La diferencia estructural entre 

los dominios HtH y HhH se refleja a nivel funcional; el dominio HtH se encuentra 

principalmente en proteínas reguladoras y se une al DNA de una manera específica de 

secuencia, sin embargo, el dominio HhH se encuentra más bien en proteínas 

involucradas en actividades enzimáticas y se une sin especificidad de secuencia. Las 

proteínas que contienen el dominio HhH_5 se engloban en una superfamilia cuyo 

prototipo es la proteína Rad51, homólogo humano de la proteina RecA de E. coli 

implicada en reparación y recombinación. Esta superfamilia incluye proteínas muy 

dispares, como DNA-glicosilasas, polimerasas, nucleasas o DNA-helicasas (Shao & 

Grishin, 2000; Trasviña-Arenas et al., 2021), muchas de las cuales son proteínas 

grandes con múltiples dominios. 

Además del dominio HhH en su extremo C-terminal, Spr0488 posee una región 

desordenada del residuo 1 al 20 (análisis InterPro), una región de baja complejidad del 

24 al 37 y una región “colied coil” del residuo 52 al 79 (las dos últimas según la 

herramienta SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/smart/show_motifs.pl). Spr0488 

ha sido catalogada en InterPro como una helicasa de DNA perteneciente a la 

superfamilia 2 y la presencia de un motivo HhH sugería que , al igual que otras proteínas 

de la superfamilia 2 de helicasas (Shao & Grishin, 2000), podría ser una proteína de 

unión a DNA. Para evaluar la capacidad de unión al DNA de Spr0488, se hicieron 

ensayos de movilidad electroforética utilizando varios sustratos diferentes. En primer 

lugar, se utilizó un dsDNA (261 pb) biotinilado generado por PCR con una A-3’ 

protuberante en cada uno de sus extremos. Tanto H6-Spr0488 como Spr0488D fueron 

capaces de unirse a dicho sustrato con una relación estequiométrica sustrato:proteína 

elevada (1:128) (Figura 31A). Los complejos generados tenían muy poca movilidad 

electroforética, presumiblemente por la unión de más de una molécula de Spr0488 con 

http://smart.embl-heidelberg.de/smart/show_motifs.pl
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el sustrato. Para evitar esto, utilizamos oligonucleótidos de 50 ó 60 nt de longitud para 

generar sustratos de cadena doble con un extremo 3’ protuberante (ON) y substratos de 

cadena sencilla (Cy-80 y Cy-dT), marcados con fluorescencia en el extremo 5’. Tanto 

H6-Spr0488 como Spr0488D, se unieron al dsDNA ON pero no a ssDNA. Con la proteína 

digerida se detectaron complejos ON:Spr0488D con una relación estequimétrica 1:10, 

mientras que con H6-Spr0488 se observaron complejos a partir de una relación 1:40 

(Figura 31B). Con los substratos monocatenarios Cy-80 y Cy-dT, sin embargo, no se 

observaron complejos con ninguna de las proteínas (Figura 31C). Por lo tanto, nuestros 

ensayos demuestran que Spr0488 se une a DNA total o parcialmente bicatenario, pero 

no es capaz de unirse a DNA monocatenario en las condiciones ensayadas. Al igual que 

ocurre con la activación de la Topo I, la capacidad de unión a dsDNA aumenta 

considerablemente cuando se eliminan los 20 aminoácidos fusionados del extremo N-

terminal, lo que sugiere que el mecanismo de activación de la Topo I puede ocurrir via 

modificación del DNA. 

La capacidad de Spr0488 de discriminar entre distintos tipos de DNA es una 

caracterítica común entre las helicasas. Éstas suelen reconocer sustratos con diferentes 

estructuras y a menudo lo hacen con distintas afinidades. Así por ejemplo, la helicasa 

PcrA de SPN se une tanto a dsDNA con extremos protuberantes como a sustratos 

parcialmente bicatenarios con estructuras tipo “hairpin” próximas a los extremos, siendo 

la unión con estos últimos mucho más estable (Ruiz-Masó et al., 2006). PriA es otra 

helicasa de SPN que pertenece a superfamilia 2, capaz de reconocer daños en el DNA 

y reclutar otras proteínas.  Esta proteína se une tanto a ssDNA como a dsDNA, con una 

mayor afinidad por dsDNAs con extremos protuberantes o en forma de horquilla (Lin et 

al., 2020). 

La replicación del DNA bacteriano es un proceso altamente coordinado en el que 

actúan las helicasas y las topoisomerasas que pueden actuar de manera sinérgica para 

garantizar su correcta ejecución. Además, esta cooperación dinámica entre helicasas y 

topoisomerasas garantiza una replicación eficiente y precisa del DNA bacteriano, un 

nivel de Sc funcional, la recombinación y reparación del DNA, minimizando la 

acumulación de daños en el material genético y asegurando la estabilidad del genoma  

(Duguet, 1997). La mayoría de los modelos sugieren que una helicasa funcional tiene 

múltiples sitios de unión al DNA, al menos dos, y este requisito parece haberse 

satisfecho por el hecho de que las formas funcionalmente activas de las helicasas son 

oligoméricas ( Lohman, 1992; Lohman, 1993; Lohman & Bjornson, 1996). Así por 

ejemplo, en E. coli, se ha demostrado que solo un monómero de la helicasa UvrD no es 

capaz de separar completamente la cadena doble de un dsDNA, aunque sea de 
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cadenas muy cortas. Y se ha sugerido que UvrD tiene actividad helicasa facilitada por 

la formación de dímeros (Maluf et al., 2003). Por otro lado, la multimerización tampoco 

es exclusiva de las helicasas, otras proteínas forman oligómeros y estos pueden variar 

en tamaño y composición según el entorno biológico y las condiciones específicas de la 

célula (Gotte & Menegazzi, 2023; Kumari & Yadav, 2019). 

Como se mencionó anteriormente, el motivo HhH está involucrado en el 

reconocimiento no específico de secuencia tanto de DNA de cadena sencilla como de 

doble cadena a través de interacciones mediadas por enlaces de hidrógeno con el 

fosfato del DNA. Tales interacciones parecen ser esenciales para las funciones de 

muchas proteínas. La capacidad de unión a DNA es también una característica típica 

de las NAPs, que pueden actuar de diversas formas en la fisiología bacteriana y suelen 

trabajar en cooperación con otras proteínas formando una red de control de los procesos 

moleculares. Por ejemplo, las proteínas SSB (“single-strand DNA-binding”) que se han 

estudiado ampliamente en E. coli, se unen preferentemente a ssDNA formando 

complejos DNA:proteína participando en el metabolismo de ácidos nucleicos (Antony & 

Lohman, 2019; Chen et al., 2018). Estas proteínas pueden modular la actividad de 

RadD, otra proteína de unión a ácido nucleico, modulando su actividad de reparación 

del DNA (Osorio Garcia et al., 2023). Otro ejemplo de esto son las NAPs HU/ IHF, que 

se unen a dsDNA sin especificidad de secuencia alterando los procesos de replicación, 

transcripción o reparación del DNA (Dadinova et al., 2023; Kamashev et al., 2017). La 

GapR es una NAP dimérica en solución que activa la girasa pero con capacidad de 

unión a DNA en regiones ricas en AT actuando como un regulador de la replicación en 

Caulobacter crescentus (Huang et al., 2020). En un estudio en E. coli, la 

superproducción de SymE, una proteína de unión a DNA disminuyó la viabilidad celular. 

Se demostró que la toxicidad de la sobreexpresión de symE probablemente se debe a 

su capacidad para impulsar una alta condensación del nucleoide, que interrumpe la 

síntesis de DNA y RNA y conduce a daños en el material genético, similares a los efectos 

de la sobreproducción de la proteína H-NS asociada a nucleoides (Thompson et al., 

2022). 

En este trabajo, hemos demostrado que Spr0488 es una proteína dimérica en 

solución que se une solamente al DNA bicatenario. La superproducción de Spr0488 no 

afectó el crecimiento en ausencia de antibiótico, pero si aumentó significamente la 

susceptibilidad a NOV, lo que sugiere que puede actuar en la maquinaria de control del 

Sc. De hecho, Spr0488 aumenta la relajación del DNA en presencia de Topo I. A pesar 

de haber sido clasificada como una helicasa de la superfamilia 2 en base a sus 

características estructurales, se ha demostrado que no todas las proteínas incluídas en 
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esta superfamilia tienen actividad helicasa (Byrd & Raney, 2012), por lo que es necesario 

confirmar si efectivamente Spr0488 posee la capacidad de abrir la doble cadena de 

DNA. Dada la importancia de las helicasas en la replicación y reparación del DNA, 

Spr0488 podría tener un papel fundamental en la biología de SPN. En este momento, 

en el laboratorio se están llevando a cabo los experimentos necesarios para discernir si 

Spr0488 tiene actividad helicasa, si es una proteína asociada al nucleoide, si 

interacciona directamente con otras toposiomerasas u otras proteínas y si cambia la 

compactación del nucleoide de SPN. Todo ello nos permitirá dilucidar la función que 

juega Spr0488 en el Sc del DNA y la compactación del nucleoide de SPN. Por lo tanto, 

el estudio más detallado de Spr0488 puede proporcionar información sobre procesos 

bacterianos críticos que podrían ser aprovechados para el control de infecciones por 

SPN. 

Las NAPs desempeñan funciones cruciales para la organización estructural del 

DNA y regulación de los procesos fisiológicos fundamentales, como la replicación, la 

transcripción, la respuesta a estrés o la virulencia en SPN. Muchos estudios se centran 

en una comprensión física de como las NAPs afectan la compactación del material 

genético (Dahlke & Sing, 2019; Szafran et al., 2020) pero los resultados obtenidos a lo 

largo de esta tesis demuestran que tanto StaR como Spr0488 son proteínas que tienen, 

de algún modo, acción en el nucleoide de SPN, ya sea por la interacción física y 

funcional con la Topo I como es el caso de StaR, o posiblemente por la unión a DNA y 

cooperación con la Topo I en el caso de Spr0488. Por lo tanto, el estudio de ambas 

proteínas proporciona una comprensión más profunda de la regulación y la funcionalidad 

del genoma de este patógeno, lo que las convierte en potenciales dianas para la acción 

de futuros antimicrobianos o terapias combinadas. 
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1. Mediante la construcción de cepas con los genes staR, spr0488, rapZ y yhbY 

interrumpidos hemos demostrado que ninguno de estos genes es esencial para 

la viabilidad de SPN. Las cepas sobreproductoras de las proteínas codificadas 

por estos genes también fueron viables.  

 

2. Tanto la ausencia como la sobreproducción de StaR incrementó la sensibilidad 

de SPN a NOV. Asimismo, la superproducción de Spr0488 también incrementó 

la susceptibilidad a NOV. La ausencia de los genes rapZ y yhbY no afectó el 

crecimiento mientras que su sobreproducción sí afectó negativamente al mismo, 

tanto en ausencia como en presencia de NOV. Esto implica que la 

sobreproducción de estas proteínas es tóxica para la célula, pero su toxicidad no 

no está relacionada con alteraciones en el Sc.  

 

3. El tratamiento de SPN con NOV produce un cambio en la densidad de Sc in vivo 

que fue mayor en ausencia de StaR que cuando StaR fue superproducida. Este 

cambio del Sc se debe a la alteración de la actividad de la Topo I por parte de 

StaR. Esta activación ocurre por interacción entre Topo I y StaR, tal y como se 

detectó tanto in vitro como in vivo mediante Co-IP.  

 

4. Spr0488 es una proteína dimérica que activa la Topo I in vitro pero no afecta la 

actividad de la girasa, y se une a dsDNA pero no ssDNA 

 

5. La fusión de una cola de 20 aminoácidos en su extremo N-terminal reduce 

considerablemente la capacidad de activar la Topo I y de unir DNA, pero no así 

su oligomerizacón.  

 

6. La sobreexpresión de staR y spr0488 no provoca ningún cambio significativo en 

el transcriptoma de SPN en las condiciones estudiadas.  Se demuestra que ni 

StaR ni Spr0488 son reguladores globales de la transcripción en SPN.  
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ANEXOS 

 

 

Anexo 1. DEGs detectados en la cepa Δspr0488 [pLS1R-spr0488] crecida con S y 

NOV con respecto al crecimiento en S sin NOV. 

Función Gen Locus  Descripcióna Variación 
de 

expresiónb 

Proteínas 
hipotéticas 

 
spr0141  5,19 

Procesos 
celulares 

dnaK spr0455 Chaperona de choque térmico  2,99 

dnaJ spr0456 Chaperona de choque térmico  3,22 

Proteínas 
hipotéticas 

blpT spr0461  7,5 

Síntesis de 
proteínas 

rsuA spr0597 
Pseudouridina sintasa A, subunidad pequeña 
ribosómica 

-5,03 

Proteínas 
hipotéticas 

 spr0631  5,18 

Proteínas de 
transporte 

ctpA spr0641 Transportador de cobre  3,5 

Proteínas 
hipotéticas 

 spr0825  4,16 

 spr0826  2,77 

Proteínas de 
transporte  

phtE spr0908 
Precursor de la proteína E de la tríada de histidina 
neumocócica 

-3,87 

Proteínas 
hipotéticas  

 spr0931  -3,51 

 spr0945  5,79 

 spr0946  3,21 

Metabolismo 
del DNA 

pcrA spr0995 DNA helicasa dependiente de ATP -3,11 

Funciones 
regulatorias 

radC spr0996 Proteína de reparación de DNA -4,56 

Metabolismo 
del RNA 

rnh spr1044 Ribonucleasa H -3,09 

Proteínas 
hipotéticas 

 spr1045  -3,46 

 spr1131  -6,18 

Biosíntesis 
de 
aminoácidos 

 spr1133 3-isopropilmalato deshidratasa  -3,71 

 spr1134  -4,11 

 spr1136 2-isopropilmalato sintasa  -4,85 

 spr1137 2-isopropilmalato sintasa  -4,62 

Metabolismo 
del DNA 

topA spr1141 DNA topoisomerasa I -4,24 

Proteínas 
hipotéticas 

 spr1143  -5,81 

Funciones 
regulatorias 

DprA spr1144 Procesamiento del DNA  -4,79 

Proteínas 
hipotéticas 

 spr1488  -4,08 

Funciones 
regulatorias 

 spr1629  3,17 

trpA spr1631 Cadena alfa de Trp sintasa -3,57 

Proteínas de 
transporte  

mgtC spr1641 Transporte de Mg(2+) ATPasa/permeasa 4,53 

ABC-
MSP 

spr1643 ABCT, permeasa  5,58 
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ABC-
SBP 

spr1645 ABCT, proteína de unión a sustrato  7,95 

Proteínas 
hipotéticas 

 spr1646  4,53 

Metabolismo 
de 
carbohidratos 

galT spr1648 Galactosa-1-P-uridililtransferasa 5,48 

Proteínas 
hipotéticas 

 spr1650  7,49 

 spr1652  4,03 

Proteínas de 
transporte 

fecE spr1686 ABCT, proteína de unión a ATP-hierro férrico  -5,29 

fatB spr1687 ABCT, proteína de unión a hierro férrico  -4,86 

Proteínas 
hipotéticas 

 spr1765  4,35 

Metabolismo 
de 
carbohidratos 

 spr1990 Glicerol-3-P deshidrogenasa -5,09 

glpK spr1991 Glicerol quinasa -3,49 

aABCT, transportador ABC. bLos genes cuya transcripción está alterada (dos réplicas), incluyen aquellos 

que mostraron un cambio significativo (valor absoluto ≥ 2) y un valor de P ≤ 0,01.  

 

Anexo 2. DEGs detectados Δspr0488 [pLS1R-spr0488] en presencia de M y NOV 

con respecto al crecimiento en M sin NOV. 

Función Gen Locus  Descripcióna Variación 
de 

expresiónb  

Funciones 
regulatorias 

comX
1 

spr0013 
Modulador de la transcripción de genes 
de competencia  

2,25 

Metabolismo de RNA tadA spr0022 tRNA-adenosin-deaminasa  -2,54 

Proteínas hipotéticas  spr0027  -2,35 

Elementos genéticos 
móviles 

 spr0029 Transposasa degenerada  -2,3 

Metabolismo del DNA polA spr0032 DNA polimerasa I -2,34 

Proteínas hipotéticas  spr0072 Glicosiltransferas de la familia A -2,02 

Proteínas de 
transporte 

ABC-
MSP 

spr0081 Proteína transmembrana, azúcar  3 

ABC-
MSP 

spr0082 Transportador de membrana, azúcar 2,34 

Proteínas hipotéticas  spr0091 Glicosiltransferas de la familia 2 -2,12 

Biosíntesis de 
aminoácidos 

argH spr0103 Arg succinato liasa -2,15 

Proteínas hipotéticas 
 spr0115  -2,46 

 spr0117  -2,13 

Síntesis de proteínas trmU spr0122 
tRNA (5-metilaminometil-2-tiouridilato)-
metiltransferasa 

-2,34 

Proteínas hipotéticas  spr0174  2,22 

Metabolismo 
carbohidratos 

pflE spr0226 Piruvato formato-liasa 3 2,22 

Proteínas de 
transporte 

PTS-
EIIA 

spr0229 PTS, componente EIIA de azúcar  3,53 

PTS-
EIIB 

spr0230 PTS, componente EIIB de azúcar  2,5 

Metabolismo central 
intermediario  

glmS spr0245 L-Gln-D-fructosa-6-P-amidotransferasa -2,55 

Metabolismo de 
carbohidratos 

bglA spr0276 6-P-beta-glucosidasa -3,48 
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Proteínas de 
transporte  

PTS-
EII 

spr0278 PTS, componente EII de azúcar  -2,37 

Metabolismo del RNA bglG spr0279 
Antiterminador de transcripción familia 
BglG 

-2,35 

Metabolismo central 
intermediario  

gno spr0290 5-ceto-D-gluconato 5-reductasa 2,02 

Proteínas de 
transporte  

PTS-
EII 

spr0291 PTS, componente EII de azúcar 2,68 

Virulencia 
  

cps2I spr0316 Cápsula tipo 2  -2,12 

cps2K spr0318 Cápsula tipo 2  -2,36 

cps2P spr0319 Cápsula tipo 2  -2,41 

cps2L spr0320 Cápsula tipo 2  -2,32 

cps2M spr0321 Cápsula tipo 2  -2,45 

cpsN spr0322 dTDP-glucosa-4,6-deshidratasa -2,47 

cpsO spr0323 dTDP-L-ramnosa sintasa -2,07 

Proteínas de 
transporte 

aliA spr0327 
ABCT, proteína de unión a 
oligopéptidos 

-2,44 

Biosíntesis de 
aminoácidos 
  

ilvB spr0401 Subunidad de acetolactato sintasa -2,69 

ilvN spr0402 Subunidad de acetolactato sintasa -2,69 

ilvC spr0403 Reductoisomerasa  -2,41 

 spr0404  -2,11 

 spr0405  -2,22 

ilvA spr0406 Thr desaminasa -2,92 

Procesos celulares 

hrcA spr0453 
Represor de transcripción inducible por 
calor 

2,43 

grpE spr0454 Chaperona de choque térmico  2,7 

dnaK spr0455 Chaperona de choque térmico  2,36 

Proteínas hipotéticas blpT spr0461  9,95 

Funciones 
regulatorias 

rr13 spr0463 Regulador de respuesta 2,1 

ip spr0465 Péptido similar a bacteriocina 5,03 

Proteínas hipotéticas  

 spr0466  5,08 

 spr0467  4,7 

 spr0468  4,56 

 spr0469  4,29 

 spr0470  2,96 

blpY spr0472  3,75 

blpZ spr0473  3,85 

Proteínas de 
transporte  

pncP spr0474 ABCT, poteína de unión a ATP  4,18 

Proteínas hipotéticas  spr0531  -2,03 

Proteínas de 
transporte  

PTS-
EII 

spr0562 PTS, componente EII de azúcar  2,1 

Síntesis de proteínas 
rsuA spr0597 

Pseudouridina sintasa A de subunidad 
pequeña ribosómica 

-4,81 

typA spr0598 Proteína de unión a GTP TypA/BipA  -2,22 

Proteínas hipotéticas 
 spr0599  -2,01 

 spr0640  2,03 

Purinas, pirimidinas, 
nucleósidos y 
nucleótidos 

pyrDA spr0672 Dihidroorotato deshidrogenasa 2,06 
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Metabolismo del DNA 
holA spr0673 DNA polimerasa III, subunidad delta 2,09 

gyrB spr0715 DNA girasa 2,01 

Elementos genéticos 
móviles 

 spr0717 Transposasa 2,06 

 spr0718 Transposasa 2,35 

Proteínas hipotéticas 
 spr0810  2,07 

 spr0814  -2,15 

Metabolismo 
energético 

cad spr0816 Lys carboxilasa -2 

Proteínas hipotéticas  spr0825  3,26 

Funciones 
regulatorias 

coiA spr0881 Proteína de competencia -2,12 

Proteínas de 
transporte 

phtE spr0908 
Precursor de la proteína E de la tríada 
de histidina neumocócica 

-2,21 

mscL spr0915 Canal iónico mecanosensible  -3,35 

Proteínas hipotéticas  spr0931  -2,14 

Síntesis de proteínas  spr0932  -2,4 

Proteínas hipotéticas  

 spr0945  2,08 

 spr0964  -2,53 

 spr0966  -2,13 

 spr0970  -2,67 

Proteínas de 
transporte 

ABC-
MSP 

spr0976 ABCT, permeasa transmembrana   -2 

ABC-
NBD 

spr0977 ABCT, proteína de unión a ATP  -2,11 

Envoltura celular B/D 
de mureína y 
peptidoglicano 

murZ spr0989 
UDP-N-acetilglucosamina 1-
carboxiviniltransferasa 

-2,84 

Proteínas hipotéticas  
 spr0990  -2,61 

 spr0991  -2,48 

Reciclaje de 
proteínas 

map spr0992 Met aminopeptidasa -2,21 

Metabolismo del DNA pcrA spr0995 DNA helicasa ATP dependiente  -3,36 

Funciones 
regulatorias 

radC spr0996 Proteína reparadora del ADN -3,11 

Proteínas hipotéticas  spr1035  -2,09 

Metabolismo del DNA 
rexB spr1039 Subunidad de la principal exonucleasa -2,36 

rexA spr1040 Subunidad de la principal exonucleasa -2,14 

Proteínas hipotéticas 

 spr1041  -2,11 

 spr1043  -3,15 

Metabolismo del RNA rnh spr1044 Ribonucleasa H -2,8 

Proteínas hipotéticas  spr1045  -2,72 

Metabolismo 
intermediario  

 spr1095 O-acetilhomoserina sulfhidrilasa 2,15 

Proteínas de 
transporte  

nirC spr1097 Transportador de formiato-nitrato 2,08 

Proteínas hipotéticas  

 spr1129  -2,82 

 spr1130  -2,82 

 spr1131  -2,94 

 spr1132  -2,94 

Biosíntesis de 
aminoácidos 

 spr1133 3-isopropilmalato deshidratasa -3,06 
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Proteínas hipotéticas  spr1134  -3,36 

Biosíntesis de 
aminoácidos 
  

leuB spr1135 3-isopropilmalato deshidrogenasa -3,05 

 spr1136 2-isopropilmalato sintasa -3,42 

 spr1137 2-isopropilmalato sintasa -2,81 

 spr1138  -3,39 

Proteínas de 
transporte  

cutC spr1139 Sensibilidad al cobre -2,59 

Proteínas hipotéticas  spr1140  -2,58 

Metabolismo del DNA topA spr1141 DNA topoisomerasa I -3,88 

Proteínas hipotéticas 
 spr1142  -2,8 

 spr1143  -2,78 

Funciones 
regulatorias 

dprA spr1144 Procesamiento del DNA  -2,06 

Proteínas de 
transporte  

ABC-
N/P 

spr1289 
ABCT, proteína transmembrana de 
unión a ATP  

2,34 

ABC-
N/P 

spr1290 
ABCT, proteína transmembrana de 
unión a ATP  

2,24 

Proteínas hipotéticas  spr1291  2,53 

Proteínas de 
transporte  

ABC-
NBD 

spr1293 
ABCT, proteína transmembrana de 
unión a ATP 

2,15 

Proteínas hipotéticas  spr1316  -2,11 

Metabolismo 
energético 

ogt spr1317 O6-metilguanina-DNA metiltransferasa -2,09 

Proteínas hipotéticas 
 spr1318  -2,4 

 spr1321  -2,66 

Biosíntesis de 
cofactores y grupos 
protésicos  

pdx1 spr1322 Proteína de biosíntesis de piridoxina -2,4 

Proteínas de 
transporte  

glnH spr1353 ABCT, proteína de unión a Gln  -2,02 

glnQ spr1354 ABCT, proteína de unión a ATP  -2,05 

Metabolismo 
energético 
  

atpC spr1359 
ATPasa de protones, sector F1, 
subunidad épsilon 

-2 

atpD spr1360 
ATPasa de protones, sector F1, 
subunidad beta 

-2,06 

atpG spr1361 
ATPasa de protones, sector F1, 
subunidad gamma 

-2,06 

atpA spr1362 
ATPasa de protones, sector F1, 
subunidad alfa 

-2,1 

atpH spr1363 ATPasa, sector F1, subunidad delta -2 

atpB spr1365 
ATPasa de protones, sector F0, 
subunidad a 

-2,05 

atpE spr1366 
ATPasa de protones, sector F0, 
subunidad c 

-2,06 

Proteínas hipotéticas 

 spr1403  -2,71 

 spr1449  -2,06 

Biosíntesis de 
cofactores y grupos 
protésicos  

pdxK spr1450 Piridoxina quinasa -2,08 

Síntesis de proteínas truA spr1451 RNAt pseudouridina sintasa A -2,21 

Proteínas hipotéticas 
 spr1470  -2,06 

 spr1486  -2,42 

Funciones 
regulatorias 

relA spr1487 GTP pirofosfocinasa -2,11 

Proteínas hipotéticas  spr1488  -3,63 
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Destino de proteínas pepO spr1491 Endopeptidasa O -2,39 

Proteínas hipotéticas 
 spr1496  -2,36 

 spr1498  -2,43 

Procesos celulares nanE spr1529 N-acetilmanosamina-6-P epimerasa 2,01 

Proteínas de 
transporte  

ABC-
SBP 

spr1620 ABCT, proteína de unión al sustrato  2,02 

Proteínas hipotéticas  

 spr1622  -2,11 

 spr1629  2,19 

 spr1630  2,34 

Funciones 
regulatorias 

trpA spr1631 Trp sintasa, cadena α  -3,47 

trpB spr1632 Trp sintasa, cadena β -4,15 

Biosíntesis de 
aminoácidos 
  

trpF spr1633 P-rribosilantranilato isomerasa -3,66 

trpC spr1634 Indol-3-glicerol-P sintasa -3,84 

trpD spr1635 Antranilato-P-ribosiltransferasa -3,51 

trpG spr1636 Antranilato sintasa componente II  -3,68 

trpE spr1637 Antranilato sintasa componente I -3,29 

Proteínas de 
transporte   

mgtC spr1641 
Transporte de Mg(2+) 
ATPasa/permeasa 

3,88 

ABC-
MSP 

spr1643 ABCT, permeasa transmembrana   4,28 

ABC-
NBD 

spr1644 ABCT, proteína de unión a ATP  4,54 

ABC-
SBP 

spr1645 ABCT, proteína de unión a ATP  4,66 

Proteínas hipotéticas  spr1646  5,76 

Metabolismo 
carbohidratos 

galE spr1647 UDP-glucosa 4-epimerasa 2,71 

galT spr1648 Galactosa-1-P-uridililtransferasa 3 

Proteínas hipotéticas  

 spr1649  2,87 

 spr1650  4,34 

 spr1651  3,58 

 spr1652  4,42 

 spr1666  -3,48 

 spr1766  2,04 

Procesos celulares cylM spr1767 Sistema de toxina citolítica 2,15 

Metabolismo del RNA plcR spr1803 Activador transcripcional 2,18 

Proteínas hipotéticas 

 spr1804  2,15 

 spr1805  2,07 

 spr1810  2,2 

Funciones 
regulatorias 

comX
2 

spr1819 
Modulador de la transcripción de genes 
de competencia  

2,34 

Metabolismo central 
intermediario  

bgl2 spr1833 Beta-glucosidasa 2,86 

Proteínas de 
transporte  

ptcC spr1834 PTS, componente IIC de celobiosa. 3,08 

ptcB spr1835 PTS, componente IIB de celobiosa 3,31 

ptcA spr1836 PTS, componente IIA de celobiosa 3,32 

Metabolismo de 
carbohidratos 

adh spr1866 Alcohol deshidrogenasa  2,05 

Metabolismo del RNA marR spr1874 Regulador transcripcional -2,46 
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Proteínas de 
transporte  

pstS spr1895 ABCT, proteína de unión a P  2,39 

pstA spr1897 ABCT, permeasa de P  2,14 

pstB spr1898 ABCT, proteína-P de unión a ATP  2,13 

Metabolismo del RNA phoU spr1899 
Regulador negativo del regulón pho de 
transporte de P 

2,36 

Metabolismo de 
carbohidratos 

tktC spr1936 Tanscetolasa (C-terminus)  2,03 

Procesos celulares pcpA spr1945 Proteína fijadora de colina 2,87 

Metabolismo de 
carbohidratos 

fucI spr1964 L-fucosa isomerasa -2,28 

Proteínas hipotéticas  spr1965  -2,37 

Metabolismo de 
carbohidratos 

fcsK spr1973 Fucosa quinasa 2,38 

Metabolismo de 
proteínas 

gsp-
781 

spr2021 Proteína de estrés general  -2,1 

 

aABCT, transportador ABC; PTS, sistema fosfotransferasa. bLos genes cuya transcripción está alterada (dos 

réplicas), incluyen aquellos que mostraron un cambio significativo (valor absoluto ≥ 2) y un valor de P ≤ 0,01 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

129 
 

 

 

 

Anexo 3: Publicación durante la realización de esta tesis
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