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1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PLASMIDOS

Los pldsmidos son elementos de DNA bicatenario extracromosémicos, que replican
de forma auténoma y controlada dentro de una célula huésped. Se han encontrado
fundamentalmente en organismos procari6ticos y en algunos eucariotas inferiores: La mayoria
de los pldsmidos caracterizados hasta la fecha son moléculas circulares de DIf\TA, aungue
también se han aislado formas lineales de éstos en algunas especies de bacterias\gram(+) y
gram(—) (Hinnebush y Tilli, 1993). Los pldsmidos no son esenciales para la supervivencia
de la célula hospedadora, excepto en determinados ambientes donde genes plasmidicos le
confieran alguna ventaja selectiva, como resistencia frente a determinados antibiéticos,
metales pesados o irradiacién. En algunos casos, la produccién plasmidica contribuye con
los procesos de fijacién del nitrégeno atmosférico, formacion de vacuolas de gas o
degradacion de compuestos quimicos como tolueno y alcanfor. En otros casos, la sintesis de
endonucleasas de restriccidn y de toxinas especificas del pldsmido puede tener efectos

negativos en el huésped, como por gjemplo, la induccién de tumores en plantas superiores.

Desde el punto de vista medioambiental, los pldsmidos bacterianos contribuyen
ampliamente en la diseminacién horizontal de genes entre diferentes microorganismos (ya
sean de la misma especie 0, dada la capacidad replicativa de algunos, entre especies
distintas), promoviendo asi el mantenimiento de la biodiversidad. Este hecho se basa en que
muchos pldsmidos poseen la informacidén necesaria para movilizarse conjugativamente desde
una cepa donadora a otra receptora. Por otro lado, existen algunos organismos que en
determinadas condiciones alcanzan un estado de competencia natural permitiendo la inclusién
de estos elementos genéticos, sin que ellos requieran codificar estructuras especiales para
mediar el proceso. Como ademds, muchos pldsmidos poseen c;apacidad para integrarse en
otros replicones e incluso en el cromosoma del huésped, al escindirse pueden llevar consigo
secuencias que luego serdn reconocidas y expresadas en el préximo hospedador,
conduciéndole a rearreglos genéticos drésticos. De esta forma la diseminacién plasmidica

natural adquiere una trascendencia evolutiva, ademds de ecoldgica.

Dado que se trata de elementos dispensables para la célula, los pldsmidos constituyen

un material manipulable para estudiar mecanismos que en el cromosoma serian mds
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complejos de practicar, como por ejemplo, interacciones entre proteinas y DNA o RNA,
topologfa y replicacién del DNA, control de la expresion génica, etc. Uno de los papeles mds
importantes que tienen estos replicones, tanto para la Biologia Molecular como para la
Biotecnologia, es el poder ser utilizados como vectores de clonaje de diferentes genes y
secuencias especiales, facilitando al investigador muchas tareas experimentales, asi como

permitiendo a la industria numerosos recursos como herramientas en la sintesis de

Iy

compuestos biolégicos.

La replicacién y el mantenimiento de los pldsmidos en la poblacién se consigue
independientemente del cromosoma bacteriano, aunque bioquimicamente dependen de varias
protefnas codificadas por él. Estdn presentes en un nimero de copias determinado y controlan
su propia replicacién mediante la codificacién de un sistema que regula la iniciacién. En
muchos casos, sobre todo si se trata de pldsmidos de bajo nimero de copias, poseen sistemas
de estabilizacién, que le aseguran un reparto equitativo entre las células hijas durante la

division celular.

2. MECANISMOS DE REPLICACION PLASMIDICA

La replicacion es el mecanismo mediante el cual las moléculas de DNA (o de RNA,
en ciertos virus) se dividen para formar moléculas idénticas a las originales. Para los
pldsmidos, este proceso es de vital importancia, ya que del éxito replicativo dependerd en
gran medida su mantenimiento en la célula huésped. Los mecanismos de replicacién
conocidos basan sus diferencias en el modo de iniciar la replicacion y en las distintas
estructuras que adoptan los intermediarios replicativos. Existen cuatro mecanismos generales
de replicacién plasmidica: replicacion tipo theta, replicacion por desplazamiento de hebra,
replicacion dirigida por proteinas terminales y replicacion tipo circulo rodante (Kornberg y
Baker, 1992). A este iltimo serd al que le dediquemos mayor atencién, ya que es el
empleado por el plismido pMV 158 objeto de nuestro trabajo, centrdndonos sobre todo en la

sintesis de la cadena retrasada, puesto que constituye el objetivo a estudiar en esta Tesis.

Una de las reglas bdsicas de la replicacién, es que las DNA polimerasas (responsables
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directas de la sintesis del DNA), no pueden iniciar por si solas el proceso replicativo,
necesitando estar acopladas a un extremo 3’-OH de un DNA, un RNA o una proteina, que
oficie como cebador de la sintesis. En el caso de ser necesario un RNA cebador o "primer”
(pRNA), los enzimas encargados de su elaboracién son la RNA polimerasa (RNAP) o la

primasa, codificadas por el huésped o por el pl4smido.

2.1. Replicacion tipo theta (0)

La replicacion tipo © es caracteristica de la mayoria de los pldsmidos circulares de
bacterias gram(-), aunque también ha sido descrita para pldsmidos del grupo de
incompatibilidad Inc18 de bacterias gram(+) (Bruand y cols., 1991). Es empleada por el
cromosoma de las bacterias y por los cromosomas de células eucariotas, asf como para la
replicacion de numerosos bacteridfagos y virus eucaridticos. La iniciacion de la replicacién
en cada uno de estos sistemas tiene lugar en uno o varios sitios especificos, denominados
origenes de replicacidn (ori). En general los pldsmidos contienen un solo or7, aunque existen
casos como R6K que tiene tres (oris «, 8 y ) localizados en un fragmento de 4 kb (Crosa,
1980) o el pldsmido F (replicon RepF1A) que posee dos (oriS y oriV) ubicados muy cerca
uno de otro (Kornberg y Baker, 1992). La replicacion tipo © implica la separacion de las
hebras parentales del DNA en la regidn del ori y la sintesis de un RNA ‘cebador, que serd
el que proporcione el grupo 3’-OH necesario para que las DNA polimerasas de la célula
puedan iniciar el proceso. Dado la naturaleza antiparalela de las hebras de DNA y la
polaridad en la direccidn de sintesis de las mismas (5’ — 3'), sélo una de las cadenas de
DNA puede ser sintetizada de forma continua a partir del ori (cadena lider), mientras que
la otra tiene que ser sintetizada de forma discontinhﬁ, como fragmentos pequeifios de unas 2
kb de longitud denominados "fragmentos de Okasaki", generados a partir de varios "primer”
sucesivos (cadena retrasada). Como consecuencia, la sintesis de ambas cadenas de DNA

ocurre de forma acoplada entre ellas (Selick y cols., 1987; McHenry, 1988).

La direccion de la replicacion puede darse en uno o en ambos sentidos, dependiendo
del replicén, pero en todos los casos los intermediarios replicativos exhiben una morfologia

caracteristica al microscopio electrénico, tipo O, debido a la separacién de las hebras
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parentales y al avance de la horquilla de replicaciéon. Una vez completada la sintesis de
ambas cadenas, es necesario la accion de las topoisomerasas bacterianas para la resolucién
de los catenanos resultantes y separacion de ambas moléculas de DNA. Los pldsmidos que
replican por este mecanismo, pueden dividirse en dos grupos segiin dependan o no de la

DNA polimerasa I para la iniciacidn de la cadena lider,

2.1.1. Replicones dependientes de la DNA polimerasa I

Este grupo estd representado por el pldsmido ColEl de Escherichia coli y depende
de la RNAP del huésped para la sintesis del RNA cebador de la cadena lider (o un precursor
de éste) y de la DNA polimerasa I para iniciar la sintesis del DNA (Staudenbauer, 1978;
Kornberg y Baker, 1992; Marians, 1992). En ColEl, ademds, se requiere la accién de la
RNasa H de la bacteria para el procesamiento de este pRNA (Itoh y Tomizawa, 1980). La
desnaturalizacidn inicial en el ori tiene lugar como consecuencia de la transcripcién de esta
molécula de RNA. Una vez iniciado el proceso, la replicacién transcurre unidireccionalmente
(Tomizawa y cols., 1974) a cargo de la DNA polimerasa III (HE), quedando expuesto, a
medida que avanza la horquilla de replicacién, el sitio requerido para el ensablaje del
primosoma (ssi) en la otra hebra del DNA. A partir de aqui tendria lugar la sintesis de la
cadena discontinua del plasmido, ya que el primosoma se translocaria en direccién 5 . ¥
desenrollando la hélice de DNA y sintetizando los "primer” necesarios (Boldicke y cols.,
1981; Masai y cols., 1990). La replicacién se detiene a una distancia de 17 pb "corriente
arriba" del sitio de iniciacion de la cadena lider, debido a la presencia de sefiales de
terminacion en el DNA denominadas terH (DasGupta y cols., 1987). Entre los pldsmidos que
utilizan este mecanismo de replicacién se encuentran ColEl y su derivado pBR322. Se ha
visto también, que un pldsmido relacionado, pMBI, inicia su replicacién en una posicién

idéntica a la descrita para ColEl (Bolivar y cols., 1977).

Dentro de este grupo existen una serie de replicones que, ademds de depender de la
DNA polimerasa I del huésped, codifican una proteina Rep necesaria para la iniciacién de
la replicacion. Esta protefna se une a la regién del ori y sintetiza un dnico "primer"
(ppAPGpA) que es utilizado por la DNA polimerasa I para iniciar la cadena lider del
plasmido (Takechi y cols., 1995). Como representantes de este subgrupo se pueden sefialar

los pldsmidos ColE2 y ColE3 de E.coli (Yasueda y cols., 1989) y los pldsmidos de la familia
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de pAMB1de bacterias gram(+) (Brantl y cols., 1990), aunque en este iiltimo caso no se

conoce exactamente la funcién de la protefna Rep (Bruand y cols, 1993).

2.1.2. Replicones independientes de la DNA polimerasa I

Los pldsmidos pertenecientes a este grupo son independientes de la accién inicial de
Ia DNA polimerasa I y codifican una protefna iniciadora de la replicacién (Rep) que se une
a secuencias directamente repetidas del ori (iterones) formando un complejo nJéleoproteico
que facilita la apertura de las hebras del DNA en una regién adyacente, rica en secuencias
A+T. El ori contiene ademds, dos o més sitios para la unién del complejo DnaB/DnaC y
de la proteina DnaA (Bramhill y Kornberg, 1988). Una vez que se inicia la sfntesis en una
o en las dos hebras del DNA, la replicacién continia hasta el final en un proceso catalizado
por la DNA polimerasa I1I (HE) y otros factores del huésped que integran el replisoma. En
el plasmido R1, las interacciones de RepA en el origen de replicacién promueven la entrada
de la primasa, la cual sintetiza el RNA cebador de la cadena lider, en un sitio localizado 400
pb “corriente abajo” del ori (Masai y Arai, 1989). Este sitio se encuentra en un entomo
homélogo a la regién que actiia como origen de la cadena complementaria en el fago G4 y
también se requiere ia presencia de SSB para dar inicio a la replicacién. Por eso se piensa
que, al igual que en G4, solamente la primasa del huésped sea la responsable de la sintesis
del "primer" en esta cadena (Komberg y Baker, 1992; Giraldo y cols., 1993). La
terminacién de la replicacion se produce en regiones especificas del pldsmido en donde
determinados factores bacterianos pueden unirse y detener la horquilla de replicacion
(Kuempel y cols., 1989). Uno de los ejemplos mejor estudiados lo constituye el sistema
ter/Tus del pldsmido R6K (Bastia y cols., 1981), en donde la unidén de la protefna Ter del
huésped al sitio tus del pldsmido interfiere con la actividad helicasa del replisoma, deteniendo

asi el avance del complejo replicativo (Manna y cols., 1996).

Ademas de los elementos mencionados, existen otras proteinas y/o secuencias
nucleotidicas que colaboran en la formacion del corlnplejo nucleoproteico en el origen y, por
consiguiente, participan en la iniciacion de la replicacién. Por ejemplo, el factor IHF (factor
de integracion del huésped) induce curvaturas en el DNA y es necesario para la replicacion
de los pldsmidos pSC101 y R6K. En pSC10l, esta curvatura facilita la interaccién de

moléculas de DnaA unidas a sitios separados por 200 pb (Stenzel y cols., 1991). En el caso
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de R6K, la unién de IHF parece alterar una secuencia fuera del ori, donde la protefna de
replicacion (w) se une, potenciando asi la interaccién de = a los iterones del ori (Kelley y
cols., 1992). En el pldsmido P1 las proteinas "heat shock" estimulan la unién de RepA a sus
iterones {Wickner y cols., 1991; DasGupta y cols., 1993) resultando en la formacién del
complejo de apertura del DNA. La secuencia crr se requiere para la iniciacién de la
replicacion en el plasmido P4 (Flensburg y Calendar, 1987). Dado que esta secuencia se
encuentra a 3.5 kb del ori y constituye un sitio de unidn de la proteina de replicgcién (Gpa),
se ha propuesto que la unién de esta proteina tanto al crr como al ori promueve la formacion
de una estructura tipo lazo que conecta ambas regiones activando asf la replicacién (Ziegelin
y cols., 1993).

Los representantes mds estudiados de este grupo son los pldsmidos R1, R100, R6K,
RK2, F, P1 y pSC101 de E.coli. La replicacion del cromosoma bacteriano también tiene
lugar independientemente de la accién inicial de la DNA polimerasa I y las proteinas que
intervienen en el proceso son las mismas que utilizan estos plasmidos (a excepcion de las
codificadas por ellos mismos). Ademds, la organizacién general del ori en estos replicones
se asemeja mucho a la situacion encontrada en el origen de replicacion del cromosoma de
E.coli (oriC). Todo esto hace suponer que el mecanismo de replicacién es bastante similar

en ambos casos.

En los dos grupos de pldsmidos, la sintesis de la cadena retrasada parece iniciarse a
partir de las secuencias ssi. Estas se han encontrado en los pldsmidos ColEl, ColE2, F,
R100, R1, pBR322, pACYC177 y CloDF13 (Masai y cols., 1990a; Zipursky y Marians,
1980; van der Ende, 1983), pero no existen atin evidencias claras de su actuacion in vivo
como sefiales de iniciacion para todos estos replicones. En el plismido R6K la sintesis de la
cadena retrasada se inicia a partir de una secuencia diferente, en donde tiene lugar la unién

de la proteina DnaA (ver apartado 3.3.1).

2.2. Replicacion por desplazamiento de hebra

Este tipo de mecanismo replicativo ha sido descrito para el pldsmido del grupo IncQ
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de Pseudomona aeruginosa, RSF1010 (Scherzinger y cols., 1991). Este pldsmido posee un
origen de replicacién (oriV) y codifica tres proteinas (RepA, RepB y RepC) que le permiten
una independencia casi total de la maquinaria enzimdtica del huésped para su replicacién. La
regién del oriV incluye tres iterones de 20 pb cada uno y una secuencia de 174 pb que
contiene: i) una regién rica en residuos G+C, ii} un segmento de 31 pb rico en secuencias
A+T, y iii) dos pequefias estructuras palmdromlcas que contienen dos sitios de iniciacién,

oriR y oriL, ubicados en cadenas opuestas del DNA La proteina RepC se une a los iterones
del oriVy promueve la entrada de la proteina RepA, cuya actividad helicasa 5’ - 3’ consigue
la separacién de las hebras del DNA en esta region. De esta forma quedan expuestas las
secuencias oriR y oriL que pueden ser reconocidas por la primasa RepB. Esta proteina
sintetiza el RNA cebador que es utilizado por la DNA polimerasa III (HE) de la bacteria para
dar lugar al proceso replicativo del pldsmido (Haring y Scherzinger, 1989). La replicacién
se inicia a partir de uno de estos origenes, de una manera continua y unidireccional. La hebra
que no es replicada es desplazada formando un lazo en forma de "D" obteniéndose como
productos finales, una molécula de DNA bicatenario (dsDNA) circular superenrollado y una
molécula de DNA monocatenario (ssDNA) desplazada que serd convertida a dsDNA a partir

del ori de dicha cadena.

2.3. Replicacion dirigida por proteinas terminales

Este tipo de replicacién se ha descrito para pldsmidos lineales. Estos plasmidos se han
encontrado en bacterias gram(+) y gram(-), asi como en levaduras. La estructura de los
pldsmidos lineales puede ser de dos tipos: i) los que poseen una formacién de horquilla en
ambos extremos del genoma vy ii) los que tienen una protefna unida covalentemente a sus
extremos 5°. Los primeros replican via la formacién de intermediarios concateméricos y los
segundos lo hacen siguiendo un mecanismo similar al descrito para el fago 929 de Bacillus
subtilis (Salas, 1991), en donde la proteina terminal ejerce la funcién de cebador de la
replicacién en ambas hebras del DNA. La replicacién se inicia al interaccionar una proteina
terminal libre con la proteina terminal unida a los extremos 5’ del DNA. En este caso, el
extremo 3'-OH que serd usado por la DNA polimerasa del fago, es proporcionado por un

residuo Ser, Tyr o Thr de esta segunda proteina.
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Méndez y cols. (1992) han propuesto ademds, otro mecanismo en el cual, el primer
nucledtido incorporado corresponderia al segundo del DNA molde. En este caso, el complejo
de iniciacién (formado por la proteina terminal, la DNA polimerasa y el DNA) se deslizarfa
hacia atrds sobre la hebra de DNA localizando correctamente el nucledtido en la posicion 1
del molde. Por desplazamiento de hebra, se irfan incorporando los siguientes nucledtidos
durante la elongacién de la cadena. Este mecanismo, denominado "sliding-back”, se ha visto
también, en otros fagos con proteinas terminales, como Cp-1 de S. pneumoni{&e (Martin y

cols., 1996) y GA-1 de B. subrilis (Illana y cols., 1996).

Algunos pldsmidos lineales con proteinas terminales unidas a sus extremos 5° (como
el plasmido pSLA2 de Strepromyces rochei) parecen constituir una excepcion al anterior
modelo: su replicacién se produce bidireccionalmente a partir de un origen de replicacién
interno. En el caso de pSLA2, los intermediarios de replicacién son moléculas diplex
lineales con extremos 5’ recesivos; los extremos 3’ protuberantes podrian servir como molde
para la sintesis de la cadena retrasada, cuyo "primer" se lo proporcionarfa la proteina
terminal unida (Chang y Cohen, 1994).

2.4. Replicacion tipo circulo rodante (RC)

Este tipo de replicacién es caracteristico de pldsmidos de pequefio tamafio y alto
mimero de copias de bacterias gram(-+), asi como de bacteriéfagos de cadena sencilla de
E.coli y de bacteriéfagos bicatenarios temperados de la familia de P2 (Gruss y Ehrlich, 1989;
Baas y Jansz, 1988; Bertani y Six, 1988). Ademds, ya se han encontrado varios ejemplos de
pldsmidos que replican via circulo rodante en bacterias gram(-) (Gielow y cols., 1991;
Gigliani y cols., 1993; Kleanthous y cols., 1991; Yasukawa y cols., 1991}, en la espiroqueta
Treponema dendricola (MacDougall y cols., 1992), en las cianobacterias Nostoc, Microcystis
aeruginosa y Plectonema (Perkins y Barnum, 1992) y en la arqueobacteria Pyrococcus abyssi
(Erauso y cols., 1996). Este tipo de replicacién se ha descrito también, en germinivirus de
plantas superiores (Stenger y cols., 1991; Saunders y cols., 1991). El modelo de replicacion
RC en pldsmidos, se basa en el sistema descrito para los colifagos de cadena sencilla (Baas

y Jansz, 1988), en donde se detectd por primera vez esta modalidad replicativa (Gilbert y
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Dressler, 1968). Aunque los principios del mecanismo RC son iguales para todos ellos,
existen algunas diferencias entre los distintos replicones. Por ejemplo, pueden diferir en la
naturaleza de las proteinas iniciadoras de la replicacién de la cadena lider y retrasada, en los
complejos bioquimicos de iniciacién y terminacién de la replicacién, en las estructuras y

secuencias gendmicas que actian como sefiales para los diferentes procesos, etc.

La replicacién de estos pldsmidos se realiza de un modo unidirecqional y asimétrico,
ya que la sintesis de la cadena lider y retrasada estdn desacopladas (Fig. 1). Esta
caracterfstica permite dividir su estudio en dos etapas claramente diferenciadas. El
desacoplamiento entre la sintesis de ambas cadenas de DNA requiere que en estos plasmidos
existan dos origenes de replicacién diferentes, que garanticen el inicio de cada una de ellas:
i) el origen de replicaciéon de la cadena lider o de doble hebra (dso) y ii) el origen de
replicacién de la cadena retrasada o de hebra sencilla (sso), desde el cual tiene lugar la
sintesis de la cadena complementaria del pldsmido. Aunque esta segunda etapa se haya
denominado "sintesis o replicacién de la cadena retrasada”, es preciso aclarar que no se trata
dé un proceso andlogo al descrito en el mecanismo tipo thera, en donde la sintesis de esta
cadena se realiza de forma discontinua. En el caso de la replicacion RC, tanto la cadena lider
como la cadena retrasada son sintetizadas de manera continua sobre ¢l DNA molde, a partir

de sus respectivos origenes de replicacidn.

a) Replicacidén de la cadena lider. 1.a iniciaci6n de la replicacion la lleva a cabo una proteina
codificada por el pldsmido (Rep), que se une al origen de cadena doble (dso) e introduce un
corte especifico de sitio en una de las hebras del DNA [cadena(+)]. En algunos casos, Rep
permanece unida covalentemente al extremo 5’ de la cadena de corte mediante unién
fosfotirosina (Thomas y cols.,‘ 1988; Langeveld y cols., 1978), mientras que en otros, la
unién al DNA es de tipo transitorio y no covalente (Meyer y Geider, 1979; Moscoso y cols.,
1995b). Las proteinas Rep actian en frans, poseen actividad endonucleasa especifica y
polinucleotidiltransferasa (corte y cierre). Son esenciales para la replicacién del pldsmido y
su sintesis estd bien regulada ya que, por lo general, constituye la etapa limitante del proceso
replicativo. El ataque mediado por esta protefna genera un grupo 3'-OH que es utilizado
como cebador por la DNA polimerasa III (HE) del huésped para sintetizar la hebra lider
(Majumder y Novick, 1988). En el pldsmido pT18! se ha visto la participacién de una
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helicasa bacteriana en este proceso {Iordanescu y Basheer, 1991). La cadena(+) va siendo
desplazada a medida que se sintetiza la cadena lider, hasta alcanzar la regién inicial del dso.
Como resultado, este DNA monocatenario va adquiriendo una forma tipica al microscopio
electrénico (o), por lo que a este tipo de replicacién también se le denomind "replicacion tipo
o". A continuacién, la proteina Rep produce un segundo corte en la nueva hebra lider y la
posterior ligacién de la cadena parental desplazada. Como resultado final de esta primera
etapa en la replicacion RC, se obtiene una molécula de DNA bicatenario co?npleta y un
intermediario monocatenario circular (te Riele y cols., 1986). En el caso de los pldsmidos
pT181 y pUB110, la cadena recién sintetizada se extiende unos 12 nucledtidos mas alld del
dso reconstruido (Rasooly y Novick, 1993; Miiller y cols., 1995). Para la terminacion de la
replicacién en pT181, Rasooly y Novick (1993) postularon una reaccién de transferencia de
hebra por una de las subunidades del homodimero de RepC mediante introduccion de un
corte en el nuevo dso y unidn a los 12 nt extra. En este caso, ademds de los productos
mencionados, también se generaria una molécula heterodimérica de RepC, inactiva en
replicacién y constituida por dos subunidades, una de las cuales, RepC*, lievaria unido
covalentemente el oligonucleétido. Estos productos se han visto también en la protefna RepU
de pUB110 (Miiller y cols., 1995). Para pC194, Noirot-Gross y cols. (1994), basindose en
el andlisis de mutantes en los residuos conservados de la proteina RepA, planteén un
mecanismo de terminacién distinto al de pT181, donde no se descarta una posible

inactivacidn de la proteina, similar a la que se produce en RepC.

b)_Replicacién de la_cadena refrasada. Para completar la primera ronda de replicacién, es
decir, generacién de dos moléculas bicatenarias idénticas a partir de una, el ssDNA producto
de la primera etapa, debe ser convertido en una molécula plasmidica bicatenaria. La
iniciacién de la cadena complementaria normalmente tiene lugar en una regién no codificante
del DNA, fisicamente separada del dso, que se caracteriza por su alto potencial para formar
estructuras secundarias. Esta sefial, denominada origen (-) o sso, es reconocida por los
factores del huésped que mediardn la sintesis del RNA cebador. A excepcién de pMV 1358 que
contiene dos sso diferentes (sso4 y ssoU, ver més adelante), estos pldsmidos poseen una
dnica sefial especifica de conversién ss — dsDNA (del Solar y cols., 1987a; Gruss y Ehrlich,
1989; van der Lelie y cols., 1989). En varios estudios, muchos de ellos actuales (incluidos

los de esta Tesis), realizados in vivo e in vitro, se ha demostrado la dependencia total o
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parcial, de la RNAP en el inicio de la sintesis de la cadena retrasada de todos los pldsmidos
analizados (Boe y cols., 1989; Seery y Devine, 1993; Kramer y cols., 1995; Dempsey y
cols., 1995; Seegers y cols., 1995). Se postula que la molécula monocatenaria estaria’
cubierta de SSB, excepto en la regién del sso, pudiendo ser reconocido por la RNAP. Este
enzima sintetizaria un "primer" que seria elongado por la DNA polimerasa III (HE) hasta
alcanzar el extremo 5’ del cebador. La DNA polimerasa I, mediante su actividad exonucleasa
5" = 3’, escindiria este pRNA y rellenaria la regidn resultante dejando extremos préximos
para ser ligados por la DNA ligasa de la bacteria (Geider y Kornberg, 1974; Diaz y cols.,
1994).

3-0H g 5 Pol Il
558
Rep (+) Helicase

Figura 1. Modelo de replicacién tipo circulo rodante. Las lineas de trazo continuo representan las dos hebras
parentales (+) y (—) del DNA. Las lineas de trazo discontinuo representan las hebras de nueva sintesis. La
proteina Rep y sso se simbolizan con ( ) y (a), respectivamente. El mecanismo de replicacién tipo circulo
rodante se detalla en el texto.

2.4.1. Origen de replicacién de la cadena lider (dso)
El dso u ori(+) se encuentra situade “corriente arriba” o dentro de la regién
codificante de la proteina Rep. Contiene las secuencias reconocidas por ésta para la iniciacién

y terminacion de la sinteis de la hebra lider. El dso puede dividirse fisica y funcionalmente
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en dos regiones: bind, en donde se une Rep y nic, que incluye el sitio de corte especifico (del
Solar y cols., 1993b; Moscoso y cols., 1995a). Estas regiones pueden estar contiguas como
en el caso de pT181 o separadas por decenas de bases como en pMV158. La region bind se
compone de una secuencia inversamente repetida (pT181) o de dos o tres secuencias
directamente repetidas (iterones) de 5 a 21 pb cada una (pKMK1 y pADB20I,
respectivamente). A excepcién de pUB110 (Alonso y cols., 1988), la regi(’)p nic puede
formar una o dos estructuras tipo tallo-lazo que son fundamentales para la funcﬂmalidad del
origen, ya que el sitio donde Rep induce el corte estd localizado en uno de los lazos
monocatenarios de estas horquillas. Estas estructuras se han mapeado por sensibilidad a la
nucleasa S1, in vivo e in vitro, en los pldsmidos pMV158 y pT181 (del Solar y cols., 1987b;
Puyet y cols., 1988; Noirot y cols., 1990). Su formacién requiere que el plasmido est€ en
forma superenrollada, permitiendo asi la extrusién de la horquilla y con ella, la secuencia
nucleotidica donde tendrd lugar el inicio de la replicacién. La region nic es muy homdloga
o pricticamente idéntica entre los miembros de la misma familia de pldsmidos, mientras que
la regién bind es bastante diferente. Del mismo modo, las proteinas Rep presentan un grado
de identidad muy elevado, aunque también contienen regiones de considerable divergencia.
Pese a la alta homologia en el dso y en Rep, no se ha visto que exista complementacién
cruzada in vivo entre los componentes del complejo de iniciacién de los pldsmidos de una
misma familia, a menos que se sobreproduzca Rep (Projan y Novick, 1988). Esta
observacion plantea la posibilidad que las regiones variables, tanto de la proteina Rep como
las del origen de replicacion, sean las que contengan los determinantes de especificidad para

el reconocimiento entre ambos elementos (Projan y Novick, 1988).

2.4.2. Origen de replicacion Ia cadena retrasada (sso)

Los origenes de hebra sencilla se encuentran en zonas no codificantes del pldsmido
y actian en el proceso de conversién a dsDNA del ssDNA generado en la primera etapa de
la replicacién. Se han descrito tres grupos principales de sso basados en la homologia de su
secuencia y estdn representados por los encontrados en los pldsmidos pT181, pUBL10 y
pBAAL: ss0A 6 palA (Gruss y cols., 1987; del Solar y cols., 1987a; Novick, 1989), ssoU
6 palU (Boe y cols., 1989; van der Lelie y cols., 1989), y ss0oT 6 palT (Bron y cols., 1987;
Chang y cols.,1987; Devine y cols., 1989; Meijer y cols.,1995¢). Un cuarto tipo de sso, con
una fisiologia particular, parece estar representado por el ssoW del plasmido pWVOI de
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Lactococcus lactis (Leenhouts y cols., 1991). Todos estos origenes de replicacion pueden
distinguirse por su secuencia, por el rango de huésped en que son funcionales y por el efecto
que causa su delecién en el nimero de copias y estabilidad segregacional del pldsmido. Entre
los cuatro grupos hay una homologia de secuencia baja, pero en cada caso la secuencia
funcional mfnima es relativamente grande (130 a 280 pb) y contiene estructuras
palindrémicas imperfectas que posibilitan la formacién de una o mds estructuras tipo tallo-
lazo en cada una de las hebras del DNA. Todos tienen actividad dependiente defbrientacién,
se encuentran "corriente arriba” del dso y dependen, total o parciaimente de la RNAP, para
iniciar la replicacién. Si a un pldsmido se le deleciona su sso eficiente, acumula grandes
cantidades de intermediarios ssSDNA en este huésped, pero es todavia viable. Dependiendo
del huésped y del pldsmido, la delecién del sso puede acompaiiarse también de un descenso
en su nimero de copias y de inestabilidad segregacional (Gruss y cols., 1987; del Solar y
cols., 1987a; Viret y Alonso, 1988; del Solar y cols., 1993a; Meijer y cols., 1995a; 1995b).

' Algﬁnos pldsmidos con replicacién RC y su correspondiente sso se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Pldsmidos con replicacién RC y su correspondiente sso.

550 Plasmido’ Hospedador original

s50A pCl194°, pS5194, pC221°, pE194°, Sraphylococcus aureus
pOX6, pC223, pUB112, pT18I°,
pIM13, pSN2°, pTCS1, pEIl2,

pliiol Streptomyces lividans

pMV158° Streptococcus agalactice
ssol/ pUBI110° Staphylococcus aureus

pMV158° Streptococcus agalactiae

pTE913° o B Bacillus termofilico
ssoT - pBAAI®, pLSl11, pUHI, pTA106(, Bacillus subtilis

pTA1015%, pTA1020, pTA104(C,
pTA1030, pTA1050,

pG12, pTX14-3 Bacillus thuringiensis

ssoW pWVO01e, pSH71, pAIl25, pFX2 Lactococcus lactis

(s) Los pldsmidos pertenecientes a cada subgrupo de sso se comentan en ¢l texto. (r) Los autores que aislaron y caracterizaron estos
replicones se corresponden con los mencionados en la Tabla 2, (¢) Plismidos a los que s les ha determinado experimentalmente la funcién
del sso. Los demds han sido deducidos por homologfa de secuencia o hibridacién con sondas con un sso determinado.
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ss0A: Los sso del tipo ssoA funcionan eficazmente sélo en su hospedador original o
en bacterias muy relacionadas (Gruss y cols., 1987; del Solar y cols., 1987a; Gruss y
Ehrlich, 1989). El ssoA estd comprendido en una regién de 150 a 200 pb donde puede
definirse una secuencia palindrémica imperfecta con potencial para formar una estructura tipo
tallo-lazo, en el ssDNA, con un 70% de sus bases apareadas y energia de formaci6n entre -
60 y -80 kcal/mol (Gruss y cols., 1987). En la base de esta horquilla, hacia el extremo 5,
se encuentra una secuencia de 15 nt (53’-TTTATGCCGAGAAAA-3’) muy conse;}vada en la
mayoria de los pldsmidos que presentan este tipo de origen (Gruss y cols., 1987; Novick,
1989). Esta secuencia (RSp) se habia visto implicada en la formacién de cointegrados

plasmidicos por recombinacion homéloga (Novick y cols., 1984a).

pCl94 2042 tcTTTATTCCAATthtqctttattgacgttgagcctcggaac—cc-ctaacaatcccaaaacttgtcgaatggtcggcTTAATAGCTC
pOX6 166 gcTTTATTCCAATT———gctttattgacgttgagcctcggaac—cc-ttaacaatcccaaaacttgtcgaatggtcggcTTAATAGCTC
ps184 2962 gcTTTATTCCAATT———gctttatttacattgagcctctgtac—cc-ttaacaaacccaaaacttgtcgaatggthggCT&ATA—CTC
pCc221 793 chTTATTCCAATT—cctctattt-gccqatqattct-—gcgctcc-ttaataatcctaaagct-gtccatcggtcgaaTTGATAGCTG
pE194 794 caTTTATTCCAATthctt——ttt~gcgtgtgatgcgctgcg-tccattaaaaatcctagagctttgcaaccgaaag-—TTAATAGCTG
pLS1 4233 LETTTATTCCA---tggtctattt-gacaacaagtaaccagtgactgocgtect b tgtecog--tgtecgtecgaa——=======m==m==v

pC1l94 ACGCTAT—gccga—cattcqtctgcaa—gttta-gttaagggttcttctcaacgcac-aataaaTTTTCTCGGCATAAAtgcg 2206
pOX6 ACGCTAT—gccga—cattcgtctgcaa-gttta—gttaagggttcttctcaacgcac-aataaaTTTTCTCGGCATAAAtgcgt 004
ps194 ACGCTAT—gc-ga-cattcgtctgcaa—gttta—gttaaggqtacttctcaa——tataaataaaTTTTCTCGGCATAAAaagc 2825
pC221 ACGCTAT—Ctgac—cgctggcqcttttagtctaa—ttaaggg—ctctcatha———caaatagaTTTTCTCGGCATAAAtgc 636
pE154 TCGCTAC—tactttcgcttacgctctaagtatattttaagga—ctgtcacacg-——caaaaag-TTTTCTCGGCATAAAag 637
pLsl ACGCTAaagcctttcggctcggcacgtcctagcgtactctgt—cactgcttaLtgtcaaataQC¢TTTCACGGCATAAAtcagt 4083
O —

pUB112 586 gaaTTtTTttAATthcttattggtcggaacctacaa——tttcacatgttg-gtgagttggtactttctTGGGATT
pT1B1 512 gcTTTATTCCAATthcttattggtcggaacctacagggctttatgtgttg-ttgagttggtactttctTGGGATT
pIM13 993 ge-TTATTCCAATTLCCt -attggttggaaccaacaggegttagtgtgttg-ttgagt tggtact LtcaTGGGATT
pSN2 87 gcTTTATTCCAATTt6cattttgagcagaaactttactcat—atgatttggattg-gttgttaagt———TGGAATT
PTCS1 1185 atTTTAaaatAATTIgct-ttttgacttcacga tatcgetttaatgatttggatig-gttgttaagt—--TGGAATT

pUB112 AATCCCAat-caagccca-accaactcgttaataaattaactaacacacttattattccaac—caataaggaaatTaaaaaTgcg 435
pT181 AATCCCAattcaaqtcca-accaactcgctaacaagttagctaacacatagcccattccaac—caataagTTT?CTCGGCATAAAtgc 672
pIM13 AATCCCAtgaaaccccca-accaactcgccaaagcgttggctaacacacacgccattccaac—caata-gTTTTCTCGGCATAAAgcc 1151
PSN2 AATCCAActtaaaaccggcaccaa—tcgccactgaagtggc*atcatattcgcctttctttctcaaaathTTTCTCGGCATAAAth 1219
pTCS1 AATCCAActtaaaaccgqcaccaa-tcgccactaaagtgg—tatcattttcgc-tttgcttgtcaaaaa-TTTTCTCatttcAAAatg 68

| SO ——

Figura 2. Comparacién de varias secuencias ssoA. Se han alineado 10 secuencias del ssod de diferentes
pldsmidos de Staphylococcus aureus. Se incluye ademds el ssod del pldsmido pLS1 (un derivado de pMV158)
de Srreprococcus agalactiae, SSlo se presenta la secuencia (5™»3") de la cadena compiementaria a la reconocida
por el huésped como origen de replicacién plasmidico. Los nimeros indican las coordenadas en la secuencia
del plasmido. Los corchetes encierran la secuencia del RS,. Los nuclestidos conservados en cada subgrupo de
plismidos se presentan en letras mayusculas (Figura tomada de Novick, 1989).
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El segmento ssDNA que contiene el RSpno es internamente complementario,
presentando entre 30 y 40% de sus bases desapareadas. Existen ademds otras dos secuencias
conservadas entre el sso4 de unos y otros plésmidbs, que permiten subdividirlos en dos
grupos (Fig. 2). El primero incluye el sso4 de pMV158, pE194, pC194, pC221, pOX6 y
pS194. En estos pldsmidos, ademds del RSg, se encuentra una secuencia consenso (5°-
TAGCGT-3") ubicada en la regién desapareada del lazo de la horquilla (del Solar y cols.,
1987a; Novick, 1989). Un segundo grupo de plidsmidos, integrado por pUBfl“12, pT18l1,
pIM13, pSN2 y pTCS1 contiene en su ssod otra secuencia, de 14 nt (5'-
TGGGATTAATCCCA-3’) localizada alrededor del punto de simetria palindrémico (Novick,
1989). Entre estos dos grupos de pldsmidos, no existe relacion secuencial alguna aparte del

RSg y la secuencia de bases complementarias a éste hacia el extremo 3’ del tallo.

ssoU: Los sso del tipo ssoU son completamente funcionales en huéspedes no
relacionados como S. aureus (Boe y cols., 1989), B. subrilis (Bron y cols., 1988; Viret y
Alonso, 1988; Boe y cols., 1989; van der Lelie y cols., 1989), L. lactis (Meijer y cols.,
1995b) y S. pneumoniae (Kramer y cols., 1995; este trabajo). Mientras los ssos del tipo ssoA
forman un grupo bastante heterogéneo, los representantes del grupo ssoU muestran un alto
nivel de homologia en su secuencia {(van der Lelie y cols., 1989; Priebe y Lacks, 1989). A
pesar de que ambos tipos de sse son reconocidos por un mismo factor del huésped, la RNAP,
no existe un grado de homologia significativo entre ellos. El ssoU se defini6 en un fragmento
de 270 nt para el pldsmido pUBI110 de S. aureus, que contiene tres secuencias inversamente
repetidas con capacidad de formar tres estructuras tipo tallo-lazo y una secuencia (5°-
TTGCTGA-3’) repetida tres veces (McKenzie y cols., 1986; Viret y Alonso, 1988; Boe y
cols., 1989) (Fig. 3). Toda la regidn del ssoU se ha visto implicada en la unién del pldsmido
a la membrana de B. subtilis durante su replicacién (Tanaka y Sueoka, 1983). En el pldsmido
pMV158 de Streprococcus agalactiae se encontré una regién 99% homologa al ssoU de
pUB110, localizada “corriente arriba" del gen mobM, que actualmente se sabe que funciona
como origen de replicacién de la cadena complementaria del pldsmido (Meijer y cols.,
1995a; 1995b; Kramer y cols., 1995). También se ha definido la presencia de un sso del tipo
ssoU en el pldsmido pTB913 procedente de una especie termofilica de Bacillus (van der Lelie

y cols., 1989).
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Figura 3. Secuencia nucleotidica del ssoU de pUB110. Se representa la secuencia funcional minima del ssoU
en la cadena (+) del plismido (coordenadas 1523 a 1246). Las posiciones 1487 y 1266 enmarcan la secuencia
més larga que no es funcional (medido como incremento de ssDNA in vivo). Las flechas representan las
repeticiones inversas imperfectas en donde cada palindrome se sefiala con un mismo mimero (1-3). El
heptanucledtido subrayado se encuentra repetido tres veces en esta secuencia (Tomado de Boe y cols., 1989).

ssoT: Este tipo de sso se ha descrito para pldsmidos de distintas especies de Bacillus,
en donde se distinguen dos subgrupos muy relacionados, sso7/ y ssoT2, representados por
los pldsmidos pTA1040 y pBAA1/pTA1015 (Seery y Devine, 1993; Meijer y cols., 1995c¢).
Ambos subgrupos tienen una homologia del 77% entre sus secuencias y la posibilidad de
formar estructuras secundarias similares en el ssDNA. El sso mds estudiado es el de pBAA1
(ss0T12) de B. subtilis. Estd contenido en un fragmento de unos 170 nt, que presenta tres
secuencias palindrémicas con potencial para formar fres estructuras tipo tallo-lazo (Fig. 4).
Mediante andlisis de deleciones, inserciones y sustitucién de nucledtidos en la secuencia
original del origen, se establecieron las necesidades estructurales y/o de secuencia para su
funcionalidad. Estas incluyen: i) elementos de la horquilla I que est4n muy conservados entre
los pldsmidos con este tipo de sso (motivo I), y posiblemente un segundo motivo conservado
{motivo II) ubicado el ¢l lazo de la misma; ii) la estructura y la posicidn relativa (pero no
la secuencia) de la horquilla III, y iii) una secuencia muy conservada (motivo I}, ubicada
entre las horquillas II y III. Es necesario que estos tres elementos participen en conjunto, ya
que ninguno por si solo es capaz de conseguir la actuacion 6ptima del sso (Seery y Devine,
1993). E] motivo I es homélogo a la secuencia pasBH de pBR322 mientras que nueve
nucledtidos del decdmero del motivo Il tiene homologia con secuencias ssi de un amplio

rango de plasmidos de E.coli. Los plismidos pGl2 de B. thuringiensis y pUHI de una
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estirpe de B. subrilis industrial presentan una clara homologia de secuencia, sobre todo en
los tres motivos conservados, lo que sugiere que estos pldsmidos contienen un sso del tipo
s50T2 y que estos motivos tienen bastante importancia en la funcionalidad del mismo (Fig.
4). El pldsmido pTX14-3 de B. thuringiensis también presenta cierta similitud con los sso del
grupo ssoT (Madsen y cols., 1993). Al igual que en los casos anteriores (ss04 y ssol), es
necesario la presencia de la RNAP para dar inicio a la replicacién a partir del 550 de pABBL.
Se ha visto que este origen es eficiente en B. subrilis (su huésped original) y en S. aureus
(Seery y Devine, 1993). Al subgrupo de pldsmidos que contienen un sso del tipo ssoT2
pertenecen también pLS1l1, pTA1015, pTA1020 y pTA1060 de B. subtilis. Los miembros
del subgrupo que poseen un ssoT1 estdn representados por 10s pldsmidos pTA 1030, pTA1040
y pTA1060 (Meijer y cols., 1995c).
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Figura 4. Comparacidn entre los ssoT de pBAA1 y pGI2. Se presenta la secuencia v la estructura predicha
por ordenador del fragmento que contiene el sso en los plismidos pBAA1 (arriba) y pG12 (2bajo). Cada
secuencia puede formar tres estructuras tipo tallo-lazo. Los recuadros encierran los tres motivos conservados
(M I, MII y M III). Estos motivos se encuentran -presentes en todos los sso del tipo ssoT. (Figura tomada de
Seery y Devine, 1994),
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ssoW: Hasta la fecha, el dnico sso del tipo ssoW que se ha analizado en detalle, es
el descrito para el pldsmido pWVOI de L. lactis. Al igual que el ssod, este origen de
replicacién ‘es poco funcional en huéspedes como B. subtilis y E. coli (Leenhouts y cols.,
1991). Por homologia de secuencias, se ha visto que los pldsmidos pSH71 y pDI125 de
lactobacilos también tendrian un sso similar (de Vos, 1987; Xu y cols., 1991). El sso de
pWVI101 estd comprendido en un fragmento de 250 nt que contiene dos secuencias
inversamente repetidas (IR I y IR II) con capacidad de formar dos horquillas e;i el ssDNA.
Se necesita la presencia de ambas IRs para conseguir la funcionalidad total del origen. Sin
embargo, IR I por sf sola es capaz de estabilizar un derivado inestable del pldsmido,
restablecer su nimero de copias a un nivel casi original y actuar como seifial de conversion
(poco eficiente) del ssSDNA, siguiendo una ruta independiente de la RNAP (Seegers y cols.,
1995). Esta secuencia es homéloga a la regién pas de 9X174, implicada en el ensamblaje del
primosoma para la sintesis de la cadena retrasada del fago. IR II no tiene actividad por si
i mismo,. perc‘)" se require para el funcionamiento éptimo del origen. En el caso que ambas
secuencias se encuentren presentes es necesario la accién de la RNAP para dar inicio a la
replicacién de esta cadena. Esto sugiere la existencia de dos rutas diferentes, en donde la mds
eficaz depende de IR I, IR Il y RNAP y la seguﬁda s6lo depende de la presencia de IR I
(Seegers y cols., 1995).

Ademds de estos cuatro tipos principales de sso, se han descrito una serie de origenes
de conversién del ssDNA en pldsmidos de diversa procedencia, que no presentan homologias
con ninguno de los grupos anteriores. Nos referimos al sso de p8014-2 de Lactobacillus
plantarum (Leer y cols., 1992), a los sso de pNostoc, pMA1, pRF1 de cianobacterias, al sso
de pTD1 de Treponema dendricola (Seery y cols., 1993) y al sso de pKYM aislado de
Shigella sonnei, una especie muy relacionada con E. coli y que presenta cierta homologia de
secuencia con el sso de colifagos de cadena sencilla (Yasukawa y cols., 1991; Seery y cols.,

1993).

3. MECANISMOS DE INICIACION DE LA CADENA RETRASADA

El proceso de conversién ss - dsDNA se estudié detalladamente y por primera vez
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en los colifagos de cadena sencilla. El mecanismo de replicacién que siguen estos fagos es
via circulo rodante, en el que se distinguen las mismas etapas que para la replicacion de
plasmidos, anteriormente descritas. Al tratarse de fagos monocatenarios es preciso que, una
vez que infectan la célula, adquieran su forma replicativa (RF) bicatenaria para poder
incrementar su nimero intracelular y generar nuevas moléculas ssSDNA que se exportardn al
exterior celular. Para ello, y al igual que los pldsmidos con replicacién RC, utilizan proteinas
de la maquinaria celular. En la Figura 5 se esquematizan los mecanismos p;:incipales de

iniciacién de la cadena retrasada.

Los colifagos de cadena sencilla se dividieron en dos clases basadas en la morfologia
de sus representantes: isométricos (o icosaédricos) y filamentosos. Ambas clases contienen
un genoma ssDNA circular y son similares en cuanto al tamafio, estructura y organizacion
genémica, sin embargo el sistema de infeccién que emplea cada uno es muy diferente.
Mientras que los fagos isométricos siguen un ciclo infectivo convencional de adsorcion,
reproduccién y liberacién de particulas hijas después de la lisis del huésped, los fagos
filamentosos no matan a sus células hospedadoras. En este caso la progenie virica se forma
y libera de manera continua a través de la membrana celular, modificando muy poco el
crecimiento normal del hospedador. Los fagos isométricos se han clasificado en tres grupos
segiin su rango de huésped, especificidad sérica y requerimientos de la célula hospedadora

para su replicacién (Baas, 1985):

a) X174 b) G4 c) St-1
S13 G13 oK
G6 G14 a3

u3

Todos los fagos isométricos codifican para la misma serie de 11 proteinas, pero se
diferencian bastante en cuanto a la secuencia nucleotfdica y longitud de su genoma. Los fagos
filamentosos se clasifican en tres grupos que difieren segun el factor sexual de sus huéspedes
(Baas, 1985):

a) grupo Ff (fd, f1 y M13): Sélo infectan células de E. coli que contengan el factor

F, ya que se adsorben a través de los pili de tipo F.
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b} Ifl: Infectan células de E.coli que contengan pldsmidos del grupo de
incompatibilidad 1.
¢) Ike: Infectan células de E.coli que contengan pldsmidos del grupo de
incompatibilidad N.

A diferencia de los fagos icosaédricos, el tamario, asi como la secuencia nucleotidica en los

fagos filamentosos pertenecientes al mismo grupo, es practicamente idéntico.
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Figura 5. Sistemas principales de iniciacién de la cadena complementaria. Hacia la derecha (en presencia
de SSB), se representan los tres mecanismos especificos de sintesis del RNA cebador para la replicacién de Ia
cadena retrasada de los fagos M13, G4 y #X174. A la izquierda (en ausencia de SSB), se ilustra el mecanismo
inespecifico de sintesis de pRNAs propuesto por Arai y Kornberg (1979). Los origenes de replicacién de cadena

sencilla de cada fago se representan con .Los cuatro mecanismos de sintesis se detallan en el texto. (Figura
tomada de Kornberg y Baker, 1992).

3.1. Imiciacién por primasa

En los fagos isométricos G4, a3, eK y St-1, la conversion de la hebra de DNA viral
monocatenaria a bicatenaria depende de SSB, DNA polimerasa III (HE) y DnaG (primasa)
de E. coli. Este dltimo enzima sintetiza el RNA cebador, dando lugar al inicio de la sintesis

de la cadena complementaria del fago (Zechel y cols., 1975). Existe un tnico sitio en el
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genoma de estos fagos que actiia como origen de replicacion de la cadena retrasada (sso). En
G4 esta region se encuentra en un fragmento de 140 nt entre las coordenadas A(3868) y
A(4007) localizado en la zona intergénica de los genes F y G (Bouché y cols. 1975). El sitio
de iniciacién del pRNA en los fagos St-1, oK y o3 se localizé en un fragmento de 135 nt
entre los genes G y H de cada genoma (Sims y cols., 1979; Benz y cols., 1980). La
secuencia nucleotidica de todos estos origenes estd muy conservada y, en presencia de SSB
y ribonucledtidos, la primasa sintetiza un tinico RNA cebador de 26 a 28 nucle(’)t'{dos (Bouché
y cols., 1978; Sims y cols., 1979; Kodaira y cols., 1992) (Fig. 6). Aunque el mecanismo
de sintesis del "primer" en oX174 y G4 es diferente, la sefial de iniciacién de la cadena
retrasada se encuentra en la misma posicién del cromosoma. Esta regidn tiene potencial para
formar dos (en St-1, oK y a3) o tres (en G4) estructuras tipo tallo-lazo, que serdn
reconocidas por una o dos moléculas de DnaG (Stayton y Kornberg, 1983). La existencia de
estas estructuras secundarias en el sso del fago G4 se confirmé mediante andlisis quimico
(Ueda y cols., 1985).
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Figura 6. Origen de replicacién de la cadena complementaria del fago G4. Se presenta la secuencia
nucleotidica y la estructura secundaria (horquillas I, IT y IIT) propuesta para el sso de G4. Se presenta también
la secuencia del RNA cebador, generado en un sistema desacoplado de la sintesis de DNA. (Figura tomada de
Komberg y Baker, 1992).

La horquilla I es muy estable (-20,8 kcal). Hay experimentos que sugieren que la

porcidn del tallo no se encuentra en la forma de DNA-B normal (Ueda y cols., 1992) y que
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su secuencia favorece la formacién de una estructura inusualmente estable (Hirao y cols.,
1990). La horquilla III es de mayor tamafio, también estable (-36,8 kcal) con una regidn
interna desapareada. Estd separada de la horquilla I por 33 nt. La horquilla II es bastante
débil (-8,8 kcal) y estarfa presente en la regidn espaciadora de 33 nt. Algunos autores
consideran inexistente esta dltima estructura (Sims y cols., 1979). En los fagos oK, a3 y St-1
pueden encontrarse horquillas equivalentes a la T y III del sso de G4. Se realizaron
experimentos de proteccién del DNA a la degradacién por nucleasas en presenéia de SSB y
primasa, los cuales evidenciaron tres grupos de nucledtidos protegidos, bien separados,
dentro de la regién del origen (Sims y Benz, 1980). Estas regiones se localizan en el tallo
y base de la horquilla T y en las regiones que flanquean a la horquilla III. Se analizé la
importancia relativa de cada una de las estructuras tailo-lazo en los fagos G4, eK y 3
mediante la insercién y delecién de nucledtidos que alterasen el tamafio, forma o espaciado
entre las horquillas, asi como la importancia de la secuencia del DNA en cada una de las tres
estructuras y regiones adyacentes, mediante sustitucién de bases. También se analizé la
capacidad de estos fagos con el sso mutado, de sintetizar el pRNA in vitro. Los datos
obtenidos permitieron concluir todos los aspectos necesarios para un buen funcionamiento de
este origen de replicacion: i) En primer lugar, se vio que la secuencia conservada 5’-CTG-3’
ubicada 5 nt "corriente arriba” de la horquilla I, es fundamental para la sintesis del pRNA,
ya que cualquier alteracién de su secuencia abolia completamente la funcién del origen. ii)
Es necesario que la distancia de 6 nucledtidos se mantenga entre la secuencia 5°-CTG-3" y
la base de la horquilla I. Si se aumenta o disminuye esta distancia, el reconocimiento del sso
de G4 disminuye notablemente (Hiasa y cols., 1989). Estos resultados, asf como la sintesis
in vitro de un pRNA de 6 nt en presencia de dNTPs, sugiere que la horquilla I juega un
papel esencial en la transicion RNA-DNA (Hiasa y cols., 1989). iii) Se ha visto una
dependencia absoluta de la talla y dimension de las horquillas I y III, mientras que la II
puede hacerse prescindible en el caso del fago G4. No obstante, el espaciado de 33 nt entre
ambas y algunos componentes de la secuencia de éste también son importantes (Sakai y
Godson, 1985). iv) La secuencia nucleotidica en la base de 1a horquilla III es fundamental.
Estos resultados estdn de acuerdo con los obtenidos en los experimentos de proteccion del
DNA con primasa, sugiriendo que esta region seria directamente reconocida por la proteina

(Sims y Benz, 1980).
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Existen datos que contradicen casi totalmente los resultados descritos anteriormente.,
Swart y Griep (1993), en un minucioso trabajo, demostraron que no son necesarias las
estructuras tipo tallo-lazo en ninguno de los casos ni el recubrimiento con SSB del DNA para
la buena funcionalidad del origen. Por el contrario, y continuando con €l modelo planteado
por los autores previamente seialados, Sun y Godson (1993) enfatizan en la necesidad de
SSB para el reconocimiento especifico del sso de G4 por la primasa, detgllzindose la
estequeometria del proceso: dos tetrimeros de SSB se unen a una molécula de ]3NA de 100
nt que contenga la estructura bésica del origen. Para fragmentos sSDNA de mayor tamafio,
la unién de SSB se harfa de un tetrdmero cada 30 a 65 nt. Coincidiendo con observaciones
anteriores (Zechel y cols., 1975; Kornberg y Baker, 1992), se vio que la primasa sélo es
capaz de sintetizar el pRNA cuando el DNA estd saturado de SSB. Asi pues, SSB tendria una
funcidén fundamental en Ia organizacién estructural del origen, permitiendo que se expongan
las regiones importantes del DNA para el reconocimiento por la primasa. Los experimentos
de proteccién del DNA con SSB realizados, pusieron de manifiesto la accion de estas
proteinas en la disposicién de la horquilla I, ubicdndola de tal forma que quede accesible a

la accién de las nucleasas y al ataque quimico {Sun y Godson, 1993).

3.2. Iniciacién por RNAP

En los fagos filamentosos, el pRNA es sintetizado por Ia RNAP de la bacteria (Geider
y Kornberg, 1974). Los fagos filamentosos mejor estudiados pertenecen al grupo Ff (fd, f1,
M13). Entre éstos y el genoma de IKe (también filamentoso pero perteneciente a otro grupo),
existe una homologia total del 55% que se manifiesta particularmente intensa en la region del
sso. Estos fagos, al igual que los estudiados en el apartado anterior, poseen un unico sitio
para el inicio de la sintesis de la cadena retrasada. Esta regidn, de aproximadamef;te 130 nt,
se localiza entre los genes II y IV y consta de dos secuencias inversamenie repetidas que
pueden aparearse formando dos horquillas muy estables de 55 y 59 nt (horquillas B y C),
separadas entre sf por una secuencia de 13 nt (Tabak y cols., 1974; Higashitani y cols.,
1993) (Fig. 7). La existencia de regiones bicatenarias en este fragmento se confirmé mediante
experimentos de migracion electroforética en geles nativos de poliacrilamida, tratamiento con

nucleasa S1, y por microscopia electrénica (Schaller y cols., 1976).
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Figura 7. Origen de replicacién de la cadena complementaria del fago fl1. Se presenta la secuencia
nucleotidica y la estructura secundaria (horquillas B y C) propuesta para el sso de f1. Lz flecha representa al
pRNA. Los niimeros entre paréntesis indican las coordenadas en la secuencia del fago. Se indican las cajas — 10
y —35 del putativo promotor del pRNA, asi como la posicién del nuclestido +1 de éste. (Figura tomada de
Higashitani y cols., 1993).

La capacidad de la RNAP para actuar de forma especifica en el sso se ]a confiere 1a
subunidad o’ del holoenzima (Kaguni y Kornberg, 1982). También en este caso ¢s necesario
que el genoma monocatenario del fago esté completamente recubierto de SSB para que esta
especificidad de inicio se mantenga. En los ensayos de sintesis in vitro de RNA realizados
con RNAP core (sin ¢’% y utilizando como sustrato el sSDNA de M13 y de oX174, se
observé la generacidn de pRNAs de tamanos variables e inespecificos en ambos genomas,
independientemente de haber sido o no tratados con SSB. Cuando SSB estd ausente de la
preparacion, tanto el holoenzima RNAP (con ¢’°) como RNAP core, son capaces de sintetizar
distintas moléculas de pRNA con un rendimiento bajo pero similar para ambos sustratos
(Kaguni y Kornberg, 1982). Estos resultados llevaron al planteamiento de un mecanismo que
actuarfa para el inicio de la sintesis de la cadena complementaria en todos los fagos
filamentosos: i) SSB se une especificamente al ssDNA, recubriendo todo el genoma del fago
excepto las regiones bicatenarias estables del sso. ii) RNAP (HE) reconocerfa la estructura
libre de SSB y sintetizarfa un pRNA de tamafo y secuencia especifica. ii1) SSB se unirfa a

la regién recién desapareada de la horquilla permitiendo una interaccion estable del RNA a
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su molde DNA. iv) Dado que la RNAP no puede desplazar el SSB unido al templado, se
disociarfa al colisionar con éste. v) A continuacién, la DNA polimerasa III (HE) utilizando
el extremo 3’-OH del pRNA como cebador, sintetizaria la cadena complementaria del DNA
virico, en una reaccién dependiente de la hidrélisis de ATP (Wickner y Kornberg, 1973). vi)
La sintesis se completaria con la sustitucién del pRNA por deoxiribonucledtidos y ligacién
de los extremos 3’ y 5’ consiguientes, llevado a cabo por la DNA polimerasa I y por la

ligasa del huésped, respectivamente (Kornberg y Baker, 1992).

Mediante experimentos de proteccion del DNA a la degradacién por nucleasas en
presencia de SSB y RNAP, se confirmé la necesidad de las dos estructuras tallo-lazo del
origen para la unién del enzima (Schaller y cols., 1976). El exdmen de la secuencia
“corriente abajo" del sitio de inicio del pRNA en los fagos del grupo Ff, no revela la
existencia de regiones -35 y -10 claras, caracterisicas de promotores reconocidos por ¢”,
aunque pueden encontrarse secuencias parecidas a las consenso en estas posiciones (Fig. 7).
Los estudios posteriores demostraron que estas regiones son capaces de actuar como
promotores débiles, in vivo (Higashitani y cols., 1993). Se ha analizado la secuencia de los
RNA cebadores mayoritarios de los fagos f1, fd e IKe (Geider y cols., 1978; Higashitani y
cols., 1993). Estos constan de 20 nucledtidos y mapean entre las posiciones 5736 a 5717 para
los dos primeros fagos (Fig. 7), y entre los nucledtidos 6441 y 6422 para IKe. Dada la gran
similitud de estos sso, 1a secuencia de los RNA cebadores es practicamente la misma para

todos ellos.

3.3. Iniciacién por primosoma

- El primosoma es un complejo multiproteico integrado por siete proteinas bacterianas,
con capacidad de translocarse a lo largo de su sustrato ssDNA y cuya funcién principal es
generar moléculas de RNA, que serdn empleadas como cebadores durante la replicacién de
la cadena retrasada. El sistema donde por primera vez y mds detalladamente se ha estudiado
este mecanismo, es el colifago de cadena sencilla 9X174. También se ha descrito la
participacién de todas las proteinas del primosoma en la sintesis de los fragmentos de

Okasaki durante la replicacién discontinua de la cadena retrasada del cromosoma de E. colli,
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asi como durante la replicacién de numerosos pldsmidos de ésta (McMacken y cols., 1977,
van der Ende y cols., 1983; Masai y cols., 1990a). El ensamblaje del primosoma se realiza
en un sitio especifico del ssDNA cubierto de SSB, denominado pas y transcurre en varias
etapas. La primera, es la formacidn del pre-primosoma o complejo inicial, en donde €l factor
Y (PriA o proteina n’) se une de forma especifica al sitio pas del ssDNA. Se supone que las
proteinas n (PriB} y n*’ (PriC), también integrantes del complejo, estdn asociadas a este
.. factor y facilitan su interaccién con el DNA (Baas, 1985). El paso siguiente es 14 integracién
de las protefnas DnaB, DnaC y DnaT (proteina i) para formar el pre-primosoma completo,
en una reaccién dependiente de la hidrélisis de ATP. Este complejo puede moverse de forma
procesiva en ambas direcciones del ssDNA (Lee y Marians, 1989). Como respuesta a alguna
sefial ain no identificada, la primasa (DnaG) se asocia al pre-primosoma, formando el
complejo multiproteico del primosoma, que se encarga de la sintesis de moléculas de RNA
cebadoras en varias posiciones del ssDNA, La primasa se asocia y disocia del complejo a
intervalos relativamente uniformes del templado, que dependen de la concentracion del
enzima en el medio de reaccién (McMacken y cols., 1977). En un sistema acoplado a la
sintesis de DNA, las moléculas de RNA generadas oscilan entre 1 y 9 nucledtidos y los sitios
preferentes de iniciacion corresponden a fa secuencia pppA-Pu en los cebadores (Ogawa y
cols., 1983). Esta observacién coincide con la secuencia inicial pppA-G del tinico RNA
descrito para el fago G4 (ver apartado 3.1). En el fago @X174, Arai y Kornberg (1981),
observaron que el primosoma se movia en direccién 5* — 3’ sobre el sustrato ssDNA, en
direccién opuesta a la de sintesis de los RNAs. Mds tarde se vio que la direccidn del
movimiento tanto del primosoma como la del pre-primosoma estaba determinada por la
concentracién y por el tipo de nucledsido trifosfato presente en la reaccion: mientras que la
actividad 5’ -» 3’ se manifiesta en presencia de mezclas de INTP a concentraciones tan bajas
como 10 uM cada uno, la actividad 3’ = 5’ s6lo se observa cuando hay ATP en cantidades
mayores a 100 uM (Lee y Marians, 1989). Dado que el factor Y y la DnaB poseen actividad
helicasa 3’ - 5’ y 5° = 3’ respectivamente, se ha sugerido que las fuerzas que guian al
primosoma en una u otra direccion vienen dadas por cada una de estas protefnas. Sin
embargo, el primosoma debe moverse principalmente en un sélo sentido, por lo que debe
existir un factor encargado de tomar esta decisién. El candidato méds probable de cumplir esta
funcidén se piensa que sea la proteina n (Lee y Marians, 1989). Durante la replicacion de la

cadena retrasada del cromosoma de E. coli, la actividad del primosoma se ve facilitada por
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la accion helicasa 5° — 3’ de la proteina DnaB, que va desenrollando las hebras del DNA por
delante de la horquilla de replicacién. Para el fago X174, se ha propuesto que la funcion
de la proteina DnaB seria propulsar la estructura del pre-primosoma en direccién 5’ +3'e
ir generando la estructura necesaria en et DNA capaz de ser reconocida por la primasa (Arai

y Kornberg, 1981).

El sitio de ensamblaje del pre-primosoma al ssDNA (pas) esta cox{‘stituido por
regiones simétricas que pueden plegarse adoptando distintas conformaciones alternativas.
Estudios detallados de mutantes puntuales en la secuencia pasBH de pBR322 permitieron
definir una estructura terciaria funcional formada por dos horquillas que interaccionan entre
si (Greenbaum y Marians, 1985) (Fig. 8b). Las regiones pas, tienen dos propiedades que
permiten localizarlas en cualquier DNA: i) cuando se clonan en fagos monocatenarios sirven
como origenes de conversion ss -> dsDNA, en un sistema dependiente de las proteinas del
primosoma (Zipurski y Marians, 1981) y ii) promueven la accién ATPdsica dependiente del
DNA del factor Y de E. coli (Wickner y Hurwitz, 1975). Basdndose en estas propiedades
se han identificado regiones pas en varios plasmidos de E. coli, asi como en su cromosoma
(Zipursky y Marians, 1981; Nomura y cols., 1982; van der Ende y cols., 1983; Masai y
cols., 1990a). Las secuencias nucleotidicas de estas regiones permitieron definir dos grupos
con alta homdélogia entre si (Masai y cols., 1990a). El primer grupo estd representado por
la secuencia pas de @X174 y el segundo por la secuencia pas de la cadena de DNA con
replicacion discontinua del pldsmido ColEl. En cada grupo se destaca la conservacion de una
serie de nucleédtidos en la estructura del tallo principal (Fig. 8c). A pesar de no existir una
homologia de secuencia significativa entre ambos grupos (excepto por el pentanucledtido 5°-
CGCCG-3’), todos promueven la funcion ATP4sica del factor Y y son capaces de iniciar el
proceso de sintesis de la cadena complementaria. Esto plantea la posibilidad de que el factor
Y reconozca més de una secuencia en el DNA y que €stas deben situarse en un entorno bien
estructurado para su reconocimiento. Los andlisis realizados de proteccién del DNA a la
digestidon por nucleasas en presencia del factor Y permitieron identificar los nucledtidos
implicados en la unién de esta proteina a la horquilla mayor del sso de X174 (Greenbaum

y Marians, 1984) (Fig. 8a).
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Figura 8. Elementos reconocidos por el primosoma. Se presentan diferentes secuencias (y estructuras) del
DNA reconocidas por el primosoma de E. coli (secuencias pas o ssi). a). Origen de replicacion de la cadena
complementaria del fago aX174. E! plegamiento de su secuencia en dos estructuras tipo tallo-lazo (borquillas
1y II) se realizé6 mediante prediccién por ordenador. Los corchetes y las flechas indican los nucledtidos
protegidos del ataque por la DNasa pancredtica en presencia del factor Y (Greenbaum y Marians. 1984). h).
Estructuras funciopal e inactiva de la region pasBH de pBR322 para el reconocimiento del primosoma. Este
funcionamiento podria ser extensible a todas las secuencias pas (ssi) involucradas en el ensambiaje del
primosoma (Greenbaum y Marians, 1985). ¢). Comparacién de los ssi de diferentes pldsmidos (R100, F, ColE1,
ColE2) y del fago oX174 y su divisidn en grupos ( I y II) segin la homologia de sus secuencias. Los
nucledtidos comunes en cada grupo estdn recuadrados. Las flechas invertidas, indican las secuencias
palindrémicas capaces de formar estructuras tipo tallo-lazo. Los residuos encerrados en circulos estén protegidos
frente a la metilacién en presencia del factor Y (Masai y cols., 1990a).

3.3.1. El primosoma ABC. Este complejo iniciador se diferencia del anterior
principalmente en la naturaleza de las proteinas que lo integran, ya que el funcionamiento
es muy similar en ambos casos. El primosoma ABC se compone de las proteinas DnaA,
DnaB y DnaC y se ha descrito en la iniciacion de los fragmentos de la cadena discontinua

del plasmido R6K (Masai y cols., 1990b). El sitio pas en este pldsmido también se encuentra
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en una region estructurada del DNA y se requiere SSB para que la interaccién del complejo
sea especifica. En el tallo de esta horquilla se encuentra una secuencia reconocida por la
proteina DnaA (3’-TTTTCCACA-3’) y es aquf donde tiene lugar el ensamblaje del primer
componente del primosoma. Estudios de proteccién del DNA frente a la digestion por
nucleasas en presencia de DnaA pusieron de manifiesto la proteccién total de la estructura
de la horquilla (Greenbaum y Marians, 1984). El complejo DnaB/DnaC favorece la
*- “interaccién de DnaA al sitio pas y es DnaB la proteina encargada de promover la'-"traslocacién
del primosoma a lo largo de la cadena retrasada del DNA plasmidico. Los pRNAs
producidos in vitro tienen un tamafio aproximado de 30 nt y son sintetizados a intervalos de

1 kb sobre el templado.

3.4. Sintesis inespecifica de RNA cebadores

Cada uno de los tres mecanismos de iniciacién de la sintesis de la cadena retrasada
comentados, s6lo son capaces de reconocer una sefial muy especifica en el DNA, donde
poder ensamblarse y comenzar la sintesis del o los RNA cebadores. Para que este
reconocimiento tenga lugar en un solo sitio, el DNA molde debe estar recubierto de SSB,
quedando libre solamente Ia regién estructurada del sso. Existen numerosas pruebas que
avalan la.utilizacién mayoritaria de estos sistemas especificos en la célula viva. Sin embargo,
el hecho de que tanto fagos monocatenarios como pldsmidos con sus vias principales de
sintesis alteradas (por delecion o inhibicién) continden replicando, pone de manifiesto la
existencia de mecanismos alternativos y probablemente inespecificos, de inicio de la hebra
complementaria. Arai y Kornberg (1979) describieron un sistema general, muy simple, de
sintesis de pRNAs en ssDNAs descubiertos de SSB, donde no se requiere ninguna estructura
0 secuencia especifica, siendo funcional incluso si se utiliza cadenas poli(dT) como sustrato
(Fig. 5). Este sistema es inespecifico, ya que no es necesario una secuencia de
reconocimiento en el DNA y, en ausencia de DNA polimerasa III (HE), se producen
miltiples cebadores (de tamafios comprendidos entre 10 y 50 nucledtidos) a partir de
diferentes posiciones del templado. Sin embargo, estos productos no parecen ser sintetizados
al azar, ya que el patrén observado para cada ssSDNA es bastante diferente, sugieriendo la

existencia de sitios preferenciales de inicio en cada caso. Las protefnas implicadas en este
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proceso son DnaB y primasa que, en presencia de ATP, se asocian al DNA produciendo los
cebadores que serdn elongados por la DNA polimerasa III (HE). En M13 y G4, en donde
los sistemas especificos (RNAP y primasa) generan solamente un tnico tipo de pRNA a
partir de un templado cubierto de SSB, la diferencia respecto a este otro sistema de sintesis
es bien acusada. Por el contrario, para 8X174, en donde la sintesis especifica implica la
elaboracion de miltiples cebadores en varias posiciones del DNA, la diferencia no es tan
marcada, ya que el tamafio, cantidad y la distribucion de éstos es similar en amfos sistemas
(Arai y Kornberg, 1979). En cualquiera de los tres casos, la adicién de SSB inhibe por
completo la sintesis inespecifica. En X174 las diferencias mds importantes entre uno y otro
mecanismo se refieren a la actuacién de DnaB. En el primosoma, una molécula de DnaB
asociada a un ssDNA circular actiia de forma procesiva mediando Ia sintesis de todos los
cebadores de ésta. Tampoco se disocia de su sustrato durante la elongacién del DNA por la
DNA polimerasa III {(HE) ni durante el relleno y cierre de la hebra complementaria
totalmente sintetizada. Por el contrario, en la sintesis inespecifica, DnaB sdlo es capaz de
mediar la sintesis de una dnica molécula de pRNA antes de disociarse del DNA y no
permanece unida durante la elongacidn, relleno y cierre de la cadena. Otra diferencia la
supone el requerimiento de las proteinas Y, n, n’’, DnaT y DnaC del primosoma, mientras

que la sintesis inespecifica prescinde totalmente de ellas.

4. PLASMIDOS QUE REPLICAN ViA CIRCULO RODANTE

La caracteristica mds destacable que permite distinguir un pldsmido que replica via
circulo rodante, es la generacidn de intermediarios de DNA monocatenario durante su
proceso replicativo (te Riele y cols., 1986). Otra caracteristica comiin, es la organizacién
funcional y estructural de su genoma. Se ha propuesto que estos replicones estdn constituidos
por mddulos de genes intercambiables entre los diferentes pldsmidos (Projan y Novick,
1988). El orden relativo de estos médulos es variado en cada caso, mientras que la direccién
en que se transcriben sus genes principales suele ser la misma en todos los pldsmidos y
coincidente con la de sintesis de la cadena lider. Uno de estos médulos estd siempre presente,
ya que contiene las funciones esenciales para la iniciacién y control de la replicacién de

plasmido (LIC) (del Solar y cols., 1993b). Ademds de éste, se han definido otros tres
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mddulos principales que pueden estar 0 no presentes: i) DET, que incluye uno o mds
determinantes de resistencia a antibiticos, ii) MOB/PRE, que contiene un gen involucrado
en la movilizacidn conjugativa y recombinacién del pldsmido y iii) SSO,rque posee el sitio
de iniciaciéon de la cadena complementaria y se encuentra en todos estos replicones.
Basdndose en la homologia de la secuencia del DNA en la regién LIC, se definieron cinco

familias de pldsmidos que replican via RC (Tabla 2).

Tabla 2. Familias de pldsmidos con replicacién RC

Pldsmido Tamaiio Huésped original Referencias

(kb)
pT181 4.4 Staphylococcus aureus Iordanescu, 1976a
pT127 4.4 Staphylococcus aureus Novick, 1989
pC221 4.6 Staphylococcus aureus . Novick, 1976
pC223 4.6 Staphylococeus aureus | Novick, 1976 .
pS194 : 4.4 Staphylococcus aureus lordanescu, 1976b
pUB112 4.1 Staphylococcus aureus Novick, 1976
pCW7 4.2 Staphylococcus aureus Novick, 1989
pHD2 21 Staphylococcus aureus McDowell y Mann, 1991
pC194 2.9 Staphylococcus aureus Horinouchi y Weisblum, 1982b
pUBL110 4.5 Staphylococcus aureus . McKenzie y cols., 1986
pOX6 3.2 Staphylococcus aureus Novick, 1989
pWGB32 2.4 Staphylococcus aureus Grinius y cols., 1992
pSK8¢ 2.4 Staphylococeus aureus Littlejohn y cols., 1991
pTA101S 5.8 Bacillus subtilis Meijer y cols., 1995¢
pTA1020 6.8 Bacillus subtilis Uozomi y cols., 1980
pTA1030 7.3 Bacillus subtilis Uozomi y cols., 1980
pTA1040 7.8 Bacillus subtilis Meijer y cols., 1995¢
pTA1050 8.2 Bacillus subtilis Uozomi y cols., 1980
pTA1060 8.7 Bacillus subtilis Meijer y cols., 1995¢c
pBAAL 6.8 Bacillus subtilis Devine y cols., 1989
pFTB14 8.2 Bacillus amyloliquefaciens  Murai y cols., 1987
pBCl16 4.6 Bacillus cereus Gruss y cols., 1987
pBC1 1.6 Bacillus coagulans de Rossi y cols., 1992

pLP1 2.1 Lactobacillus plantaricum Bouia y cols., 1989
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plJ101 3.8 Strepromyces lividans Kendell y Cohen, 1988
pSN22 11.0 Streptomyces nigrifaciens Katacka y cois., 1994
pC30iL 2.1 Lacrobacillus plantarum Skaugen, 1989
pTDI 2.6 Treponema denticola MacDougall y cols., 1992
pKYM 2.1 Shigella sonnei Yasukawa y cols., 1991
PLAB1000 3.3 Lactobacillus hilgardii Josson y cols., 1990
pVA380-1 4.2 Streptococcus ferus LeBlanc y cols., 1992 -
pRF1 4.2 Plecténema PCC6402 Perkins y Barnum, 1992
p8014-2 1.9 Lactobacillus plantarum Leer y cols., 1952
p353-2 2.4 Lactobacillus pentosus Leer y cols., 1992
pTBY13 4.5 Bacillus termofilico van der Lelie y cols., 1989
pST1 2.1 Streptococcus thermophilus  Janzen y cols., 1992
pMA1 - Microcystis aeruginosa no publicado
pNostoc - Nostoc sp. no publicado
pMV158 55 Streprococcus agalactine Burdett, 1980
pE194 3.7 Staphylococcus aureus Horinouchi y Weisblum, 1982a
pCl411 2.9 Leuconostoc lactis Coffey y cols., 1994
pWVOl 2.2 Lactococcus lactis Leenhouts y cols., 1991
pFX2 2.5 Lactococcus lactis Xu y cols., 1989
pLB4 35 Lactobacillus plantarum Bates y Gilbert, 1989
pAl 2.8 Lactobacillus plantarum Vujcic y Topisirovic, 1993
pLC2 2.5 Lactobacillus curvatus Klein y cols., 1993
pADB201 1.7 Mpycoplasma pylori Bergemann y cols., 1989
pKMK1 1.9 Mpycoplasma pylori King y Dybvig, 1992
pHPK255 1.5 Heliobacter pylori Kleanthous y cols., 1991
pSN2 1.3 Staphylococcus aureus Khan y Novick., 1982
pE12 2.2 Staphylococcus aureus Novick, 1989
pES 2.1 Staphylococcus aureus Projan y cols., 1987
pT48 2.1 Staphylococcus aureus Novick, 1989
pTCS1 1.3 Staphylococcus aureus Novick, 1989
pNEI31 2.1 Staphylococcus epidermis Gruss y Ehrlich, 1989
pIMI13 2.1 Bacillus subtilis Monod y cols., 1986

Los pldsmidos en letras oscuras representan a cada familia.
(-) No se conoce el tamaiio
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4.1. Control de la replicacion y estabilidad plasmidica

A diferencia de los fagos, los pldsmidos poseen la capacidad de regular la frecuencia
de iniciacidn de la replicacién, mediante sistemas de control negativo capaces de corregir
fluctuaciones en el nimero de copias (Nordstrdm y cols., 1984; Novick, 1987). En la
replicacién RC, la proteina Rep es el Gnico enzima del pldsmido necesario para dar comienzo
al prdéeso replicativo, por eso se trata del factor principal en la determinacién de su nimero
de copias. Dado que una excesiva carga plasmidica puede ser letal para la célula (y en
algunos casos, también para el pldsmido), la regulacién de esta proteina es estricta para asf
poder coexistir en harmonia con la bacteria que lo alberga durante muchas ‘generaciones. Por
otro lado, un grave descenso en el nimero de copias plasmidico podria conducir a su
desaparicién de la poblacion bacteriana. La regulacion tiene lugar a dos niveles principales
segun el replicén que se trate (Novick, 1989; del Solar y Espinosa, 1992). En pT181 la
sintesis de RepC estd regulada por dos RNAs antisentido (ctRNA) sintetizados a partir de un
promotor constitutivo, en direccién opuesta al RNA mensajero (mRNA) de repC (Novick y
cols., 1984b). Estos ctRNAs son complementarios a la regidn lider del mRNA de repCy se
asocian a €l produciendo la terminacién prematura de su sintesis (atenuacién) (Kumar y
Novick, 1985). Se han propuesto mecanismos similares de control para los pldsmidos
pUB1 10 y pC194 (Alonso y Tailor, 1987; Maciag y cols., 1988). La expresién de Rep en
pMVlSé y PE194 estd regulada a nivel pre y postranscripcional mediante la accién
combinada de una proteina represora y un ctRNA (del Solar y Espinosa, 1992; Kwak y
Weisblum, 1994; del Solar y cols., 1995). En estos pldsmidos, Rep se cotranscribe junto con
otra proteina de pequefio tamafio (Cop) que actia regulando negativamente la transcripcion
del operdn cop-rep. A nivel postranscripcional, el control lo ¢jerce un ctRNA que se une a
la regién del mRNAcop-rep que incluye el sitio de unién a los ribosomas del gen rep,

impidiendo asi la traduccién del mismo.

Un sistema de regulacién complementario, aunque sin representar un mecanismo de
control auténtico, lo supone la inactivacién de las proteinas Rep una vez completada la ronda
de replicacidn que catalizan. Esto sucede en pT181 y pUBL10, mientras que, por ejemplo,

en el fago 9X174, donde lo importante es generar el mdximo niimero de replicas posible
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antes de lisar la célula huésped, se sabe que la proteina que inicia la replicacién no se
inactiva y es capaz de comenzar una nueva ronda de replicacién sin siquiera liberarse del
DNA (van Mansfeld y cols., 1986). Un nivel superior de control podria estar representado
por pUBI110 donde 1a proteina RepU se autorregula y es, ademds, inactivada después de una

ronda de replicacién (Miiller y cols., 1995).

Existen ademds, factores del huésped que pueden regular la replicacion fblasmidica a
diferentes niveles. Por ejemplo, se ha visto que estos pldsmidos requieren un grado de
superenrollamiento determinado para dar comienzo a la sintesis de la cadena lider, luego,
todo factor que determine la topologia plasmidica estard influyendo en el correcto nivel
replicativo del pldsmido. La replicacion de pUBL10 en B. subrilis parece estar determinada
por la unién del pldsmido a la membrana de la célula huésped. Se han descrito cuatro sitios
de su genoma implicados en esta interaccién (Tanaka y Sueoka, 1983; McKenzie y cols.,
1986). Asi pues, la disponibilidad de los sitios de union en la membrana bacteriana podria
estar condicionando el nimero de copias del plasmido en cada célula. La eficiencia de
conversion de ss = dsDNA, que es llevada a cabo por elementos de la maquinaria enzimdtica
del huésped, también determina en muchos casos el nimero de copias plasmidico (medido
como dsDNA) y/o su estabilidad segregacional en la poblacién bacteriana (del Solar y cols.,
1987a; Viret y Alonso, 1988; Boe y cols., 1989; Gruss y Ehrlich, 1989).

Dado que en los pldsmidos con replicacion RC no se han encontrado mecanismos
activos de particién que garanticen su reparto equitativo durante la divisién celular, se asume
que su distribucién se realiza al azar. Luego, la probabilidad de que estos replicones se
mantengan de forma estable en una poblacién bacteriana tras sucesivas generaciones, aumenta
con su nimero de copias. La estabilidad segregacional estaria entonces, exclusivamente
ligada y determinada por la eficiencia replicativa del pldsmido. Sin embargo, existen casos
en donde esta proporcionalidad directa, entre estabilidad y nimero de copias, no estd tan
clara. Por gjemplo, se ha visto que algunos replicones con un nimero de copias elevado son
muy inestables en las mismas condiciones en que otros, con un mimerc de copias similar,
se mantienen durante muchas generaciones en la misma poblacién (del Solar y cols., 1993a).
Asimismo, se ha propuesto para pUB110, que algunos sitios de unidn a la membrana del

huésped podrian estar implicados en el mantenimiento estable del pldsmido (Tanaka y
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Sueoka, 1983).
4.2. Rango de huésped

Muchos de los pldsmidos con replicacién RC son capaces de replicar en més de una
especie bacteriana y en algunos casos pueden establecerse en ausencia de presi’g‘)n selectiva,
Un ejemplo ilustrativo de ello lo constituye el plismido pMVI158 y su deﬁ;/ado pLS1,
originales de S. agalactiae, los cuales consiguieron establecerse en un buen nimero de
bacterias gram(+) e incluso son capaces de replicar en la bacteria gram(-) E. coli (del Solar
y cols., 1987a). Para que un pldsmido pueda colonizar un nuevo huésped, es necesario que
exista una buena comunicacién entre una serie de factores especificos de ambos organismos.
El principal requisito es la expresion de los genes plasmidicos involucrados en su replicacion
y control, asf como la conversién a dsDNA de al menos una fraccién de los intermediarios
monocatenarios de replicacién. Cualquier situacién que interfiera negatiyamente en alguno
de estos procesos limitard el rango de huésped del pldsmido. Asi pues, los factores que
intervienen en la sintesis adecuada de la protefna Rep, en la generacién de la densidad de
superenrollamiento suficiente para que el dso adopte su estructura funcional, y en el
reconocimiento de la sefial para la conversién ss — dsDNA, son esenciales en esta
comunicacion célula-pldsmido. Una estrategia utilizada por estos replicones, que les beneficia
a la hora de ingresar en un nuevo huésped, es la independencia de factores bacterianos para
iniciar su replicacién (del Solar y cols., 1996). Estos utilizan su propia protefna de iniciacién
evitando de esta forma la dependencia de la priinasa, DnaA, DnaB, DnaC y/u otros factores
del huésped que intervienen en la formacién del complejo de iniciacién en los pldsmidos con
replicacion tipo © (los que en su gran mayoria sélo pueden replicar en su huésped original
0 en bacterias muy relacionadas). Por otro lado, las proteinas del huésped utilizadas para la
elongacidn y terminacién de la sintesis de ambas cadenas (DNA polimerasas, helicasa, SSB,

etc) estdn muy conservadas entre las diferentes especies bacterianas.

Sélo un nimero limitado de pldsmidos de bacterias gram({+) son éapaces de replicar
también en E. coli, aunque no de forma Optima. Nos referimos a pMVI158/pLS1 y
pWVOL1/pFX2, donde la proteina Rep se expresa en su forma activa, pero la sefial sso4 o

ssoW de estos replicones es débilmente reconocida en dicho hospedador. Esta observacién
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indica que la eficiencia en la conversién ss - dsDNA es un factor importante, que podria
estar limitando el establecimiento de los demds pldsmidos de bacterias gram(+) en este nuevo
huésped. Por ejemplo, el pldsmido pC194 de S. aureus no puede por si solo replicar en E.
coli. Sin embargo, Goze y Ehrlich (1980) demostraron que un hibrido entre pC194 y pBR322
(que contuviera una sefial ssi), es capaz de replicar en esta bacteria en condiciones en donde
la iniciacién a partir del ori de pBR322 estd inhibida. Otro caso lo supone el pldsmido
pTX14-3 de B. rhuringiensis, que no pudo ser establecido en E. coli a pes;r de que su
proteina Rep es expresada en esta bacteria a partir de su propio promotor (Andrup y cols.,
1694).

Otra caracteristica de los pldasmidos con replicacién RC que puede estar determinando
su rango de huésped, es la presencia del gen mob/pre. El producto de este gen estd
involucrado en la movilizacion conjugativa y en la formacién de cointegrados plasmidicos.
La movilizacién conjugativa permite la transferencia horizontal de pldsmidos entre cepas
relacionadas e incluso entre diferentes especies (Koehler y Thorne, 1987). Se ha visto que
esta protefna participa también en la formacién de cointegrados mediante recombinaci6n
homéloga en los sitios RS, y/o RSy de algunos de estos replicones (Novick, 1989). La
resolucién de estas formas plasmidicas en sitios diferentes al de recombinacién podria dar
lugar a pldsmidos hibridos con propiedades mejores para la adaptacion a nuevos huéspedes
(Gruss y Ehrlich, 1989). Este intercambio genético también podria verse favorecido por la
presencia del sSDNA, ya que posee una alta capacidad recombinogénica (Michel y Ehrlich,
1986; Jannigre y cols., 1993). La estructura modular de estos pldsmidos podria facilitar, asf

como ser una consecuencia de estos procesos de intercambio.

4.3. El pldsmido pMV158

El plismido que estudiaremos, pMVI58 (5536 pb), fue aislado de una estirpe
patégena de Streptococcus agalactiae (Burdett, 1980). Dado su capacidad para replicar en
un amplio espectro de huéspedes bacterianos, fue posteriormente transferido a un buen
nimero de bacterias gram(+) y gram(-). Esta caracteristica le ha valido la denominacién de

"pldsmido promiscuo” y el interés de su estudio como vector de clonaje en diferentes
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bacterias. Aunque pMVIS8 no es autotransmisible, codifica para una proteina de
movilizacién (MobM}) que, en presencia de los factores sexuales que le aporte otro plasmido
que sea conjugativo, le permite ser movilizado a otras bacterias (Priebe y Lacks, 1989). De
esta forma pudo movilizarse conjugativamente a S. faecalis (Burdett, 1980) y a §.
pneumoniae (Smith y cols., 1980). Mediante transformacion, pudieron transferirse pldsmidos
con el replicén de pMV158 a §. sanguis (Burdett, 1980), S. pneumoniae (Saunders y Guild,
1980), S. oralis, S. mutans, B. subtilis (Espinosa y cols., 1982) y E. coli (I_;icks y cols.,
1986). Estos pldsmidos también han podido establecerse en huéspedes tan diversos como B.
stearotermophilus, L. lactis, S. thermophilus, Brevibacterium, Listeria y Clostridium.
Durante el desarrollo de un sistema para ¢l clonaje de genes de pneumococos se realizé la
construccion de pLS1, mediante delecidn in vitro del fragmento EcoRI B (1128 pb) de
pMV158 (Stassi y cols., 1981). Este derivado plasmidico no puede ser transferido mediante
mobilizacidn conjugativa, ya que en el fragmento EcoRI B se encuentra parte del gen mobM,
pero mantiene la capacidad de transformar el mismo rango bacteriano que su pldsmido
parental (Espinosa y cols., 1982; Lacks y cols., 1986; del Solar y cols., 1987a). Estos
pldsmidos se han secuenciado completamente (Lacks y cols., 1986; van der Lelie y cols.,
1989; Priebe y Lacks, 1989) y representan a una familia de pldsmidos que replican via RC,
con once miembros caracterizados hasta la fecha (Tabla 2). Algunas de las caracteristicas que
definen a esta familia son: i) dso localizado "corriente arriba" del gen rep; ii) presencia de
secuencias directamente repetidas (iterones) en el dso; iii) existencia de‘ dos elementos de
control del nimero de copias: un ctRNA y una proteina represora de la transcripcion (Cop)

y iv) transcripcién de los genes cop y rep a partir de un unico promotor.

El pldsmido pMV158 contiene cuatro mdédulos funcionales en donde los genes de
mayor tamafo se transcriben en la misma direccién en que ocurre la replicacién (Fig. 9)
(Burdett, 1986; Priebe y Lacks, 1989; del Solar y cols.,1987b; 1990). El pldsmido codifica
ademds, dos transcritos pequefios (RNA Iy RNA II), que se sintetizan en direccion opuesta
a la de los otros elementos del genoma. El médulo DET estd representado por un gen de
expresidn constitutiva del tipo fetL, que confiere resistencia a Tc y cuyo mecanismo de
accién se basa en el bombeo del antibidtico fuera de la célula huésped (Burdett, 1986). El
mddulo de control e iniciacién de la cadena lider (LIC) presenta el dso y los genes repB,

copG y rna 11, que codifican para la protefna iniciadora de la replicacién (RepB), un represor
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transcripcional (CopG) y un ctRNA (RNA II) involucrado en el controf del nimero de copias
plasmidico. La regién MOB incluye el gen que capacita la movilizacién conjugativa del
pldsmido. Esta proteina es la encargada de realizar el corte especifico en la hebra del DNA
que se transfiere a la nueva célula huésped (Priebe y Lacks, 1989; Guzman y Espinosa,
1997). Por dltimo, el SSO est4 dividido en dos regiones dentro genoma y cada una de ellas
contiene una seiial diferente de conversion de la cadena retrasada: ssod y sso_U, ubicadas

I
.

“corriente arriba” de los genes repB y mobM, respectivamente.
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Figura 9. Representacién modular de pMV158. Divisién del plismido pMV 158 en médulos funcionales (ver
texto). Las flechas quebradas indican la direccién de la replicacién a partir de cada uno de los origenes (dso,
ss0A, ssol)). Las flechas anchas representan las protefnas codificadas por el plismido. Como elementos de
RNA, sélo se presenta el ctRNA involucrado en el control del nimero de copias: RNA I (flecha ondulada).

Las proteinas CopG (5.1 kDa) y RepB (24.2 kDa) se transcriben a partir del mismo
promotor (Per). El inicio de la replicacién del pldsmido estd reguiado por el producto del gen
repB y los niveles de RepB estdn controlados pre y postranscripcionalmente por CopG y
RNA 1. El proceso de regulacidén del nimero de copias del pldsmido se esquematiza en la
Figura 10. CopG se une a su regién operadora en una zona del mRNAcop-rep, que solapa
con la secuencia -35 de Per, impidiendo asf la transcripcion del operdn completo (del Solar

y cols.. 1990). El RNA II (50 nt) se acopla al sitio de unién de los ribosomas del gen repB
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en el mRNAcop-rep e inhibe la traduccién de la proteina RepB (del Solar y Espinosa, 1992;
del Solar y cols., 1995). Los dos elementos de control no actdan por separado, sino que
forman parte de un mismo circuito inhibidor, sin existir una jerarquia funcional entre ambos

componentes del sistema (del Solar y cols., 1995).

El inicio de la replicacién tiene lugar en una secuencia de DNA monocatenario del
dso ubicada en el lazo de la horquilla I de Ia region nic, que se genera como consecuencia
del superenrollamiento del pldsmido. Esta secuencia (5’-TACTACGA-3’) se encuentra
presente en casi todos los miembros de la familia de pLS1. La proteina RepB actia a
distancia, ya que su sitio de unién al DNA (tres iterones de 11 pb c¢/u, que componen la
regién bind) se encuentra a 84 pb del sitio de corte (Puyet y cols., 1988; de la Campa y
cols., 1990). La existencia de una curvatura intrinseca del DNA en la regién del dso plantea
la posibilidad de una estructura terciaria funcional en el origen que acerque la zona de unidn

y de corte de la proteina (Pérez-Martin y cols., 1989; de la Campa y cols., 1990).

____________ @
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Figura 10. El replicén de pMV158 y control de la replicacién. Se presenta un esquema de la regién de inicio
de la replicacion (dso) y control de la sintesis de RepB. Las proteinas (CopG y RepB) se indican con flechas

en punta de flecha y los tres iterones de la regidn bind del dso (11-12-13), con cajas blancas. La regidn nic estd
representada por las horquillas | y II. Mediante lineas discontinuas se muestran las interacciones proteina-DNA
y RNA-RNA que tienen lugar para el control de la sintesis de RepB.
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El objetivo principal de esta Tesis ha sido estudiar las secuencias del DNA plasmidico
y los enzimas del huésped que intervienen en el proceso de conversién ss = dsDNA del
pldsmido de amplio espectro de huésped, pMV158. En primer lugar, nos interésaba definir
de forma experimental las regiones del mismo que actuaban como origen de replicacién de
la cadena retrasada y analizar su funcion en distintos huéspedes bacterianos. Asimismo, nos
interesaba conocer el efecto de estos origenes en la determinacién del mimero de copias y
estabilidad segregacional del pldsmido. Dado que es necesario que exista una buena
comunicacién célula-pldsmido para que €ste pueda establecerse en un nimero determinado
de hospedadores, era de interés estudiar aspectos comunes del mecanismo mediante el cual
tenia lugar el inicio de la replicacién de la hebra complementaria de pMV158 en varias
bacterias. La determinacidn de los enzimas implicados en un proceso comun de replicacién,
podria dar informacién acerca de las relaciones entre los distintos organismos, asi como
explicar, al menos en parte, el cardcter "promiscuo” de este replicén. Uno de los objetivos
propuestos, relacionado a los anteriores, ha sido el estudio mediante mutagénesis dirigida de
las regiones conservadas del sso4 de pMV158, con el fin de establecer su funcién en la
comunicacién con elementos de la maquinaria enzimdtica del huésped. Por iltimo, nos
interesaba proponer un modelo que incluyera las secuencias del DNA plasmidico importantes
para que ocurran tales interacciones y que explicara la dindmica de iniciacién de la cadena

retrasada a partir del ssoA de pMV 158,
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MATERIALES

1. ESTIRPES BACTERIANAS

Las caracteristicas genotipicas, asi como la procedencia de todas las estirpes utilizadas
se recogen en la Tabla 3. Las estirpes que se usaron como huésped de los pldsmidos con el
replicén de pMV 158 o de pE194 en cada caso, fueron S. preumoniae 708, B. subtilis MB11
y 8. aureus RN4220. Para la construccién de fagémidos recombinantes basados én PALTER-
1 y para la obtencién de ssSDNA procedente de los mismos, se 1s6 la estirpe E. coli IM109,
A no ser que se indique otra cosa, los extractos libres de células se prepararon a partir de

las estirpes S. pneumoniae 708 y S. aureus RN4220.

Tabla 3. Estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo

Estirpe bacteriana Genotipo Referencia
S. pneumoniae 708 endl exo2 trtl hex4 mald594 Lacks y Greenberg, 1977
S. pneumoniae MP547 endl exo2 trtl hex4 malM594 pold Q Diaz y cols., 1992b

(1052pb_car)

S. pneumoniae MP560 endl nozl9 exo3 polA A (184-805pb) 0 Diaz y cols., 1992b
(81pb_car) © (184pb_pET-3b’[591-511pb])
maiM (418pb_s[pold’ 1054pb_-ermB])

-

B. subtilis MB11 lys3 metB10 hisH2 Coleccién del laboratorio

E. coli BMH71-18mutS  thi supE A (lac-proAB) (mutS_Tnl0) (F° Kramer y cols., 1984
proA* B laqlZ A M15)

E. coli IM109 endAl RecAl gyrAS6 thi hsdR17 (r,, m,") Yanisch-Perron y cols., 1985
relAl supE44 X A (lac-proAB) (F' traD36
proA* B* lagPZ A M15)

S. aureus RN4220 parcialmente arg’, restriccién’ Khan, S.
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2. PLASMIDOS Y FAGEMIDOS

A excepcion de los plasmidos pSK270 y pE194cop6, los cuales proceden de pE194,
los demds pldsmidos utilizados son derivados de pMV158 y por lo tanto llevan su replicén
bdsico. Los fagémidos recombinantes construidos derivan del vector de clonaje pALTER-1
y estdn identificados en cada caso como pA-. Las caracterfsticas mds relevantes a este trabajo

de todos estos replicones se describen en la Tabla 4,

Tabla 4. Plismidos y fagémidos empleados en este trabajo

Pldsmido o Tamaifio Marcador Caracteristicas Referencia

Fagémido (pb)

pMV158 5536 Ter Plasmido natural de S. agalactiae;  Burdett, 1980
s50A4 + ssolU

pLS1 4408 Ter A EcoRl B de pMV158; AssolU; Stassi y cols., 1981
ss0A -

pLS5 4076 Ter Delecion in vivo de pLS1, A (34- Lacks y cols., 1986
365pb)

pLS4 3138 Ter A HindlIl-Ncol pequeio de pLS5;  del Solar y cols.,
A ssod 1987a '

pLS1AHA 3665 Ter A HindIII-AfIII de pLS1 Este trabajo

pLSIANA 4209 Ter A AfllI-Neol pequefio de pLS1; A Este trabajo
ss0A

pLS1A24 4007 Tes Delecién por BAL31 de pLS1 Acebo, P.
linearizado en Banl

pLS1A13 4267 Ter Delecion por BAL31 de pLS1 Este trabajo
linearizado en AfIIl; A RS,

pLS1A14 4202 Ter Delecién por BAL31 de pLSI Este trabajo
linearizado en AfIII; A RS,

pLS1ICM 4408 Tc* Mutacién en el ssoA; cambio leve  Este trabajo

en la regién CS-6

pLS1G1 4408 Ter Mutacién en el ssod; CS5-6 Este trabajo
totalmente desapareado

pLS1G3 4408 Te' Mutacién en el ssoAd; sustitucidn Este trabajo

de la secuencia CS-6
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pLS1G4

pLS1GS

pLS1G6

pLS1G7

pLS1G3G7

pLS4EC

pLS4EI

pSK270

pE194cop6

pALTER-1

pA-pLSlssoA

pA-pLSlssoA’

pA-CM

pA-G1

pA-G3

4408

4408

4411

4408

4408

4266

4266

3769

3728

5680

6806

6880

6806

6806

6806

Ter

Tc'

Tcr

Ter

Te'

Em’

Em'

Tc’

Tecr

Tc*

Ter

Te*

Ter

Mutacién en el ss04; cambio
completo de la regién CS-6
Mutacién en el sso4; RSy
totalmente desapareado

Mutacién en el ssod; RSy
completamente apareado
Mutacién en el ssoA; sustitucidn
de la secuencia RS,

Doble mutacién en el ssoA;
cambio en las secuencias CS-6 y
RSy

Fragmento EcoRI B de pMV 158
(conteniendo el ssol)) clonado en
pLS4; orientacién C

Fragmento EcoRI B de pMV158
(conteniendo el ssoU) clonado en
pLS4; orientacién |

Sitio de multiclonado de pUC19
clonado en Clal de pE194
Mutante de alto niimero copias de
pE194

Fagémido con el ori de f1
HindlIII-Ps:1 pequefio de pLS1
clonado en pALTER-1; ss0A
silvestre

EcoRI-Psil pequeno de pLSt
clonado en pALTER-1; ss04 en

orientacion 1

" HindIII-PstI pequefio de pLSICM

clonado en pALTER-1; mutacién
en CS-6
Hindlll-Pst] pequefio de pLS1G1
clonado en pALTER-1; mutacién
en C5-6
HindIII-Pst] pequeiio de pLS1G3
clonado en pALTER-1; mutacién
en CS-6

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

£

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Khan, S§.

Horinouchi y

Weisblum, 1982a

Promega

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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pA-G4

PA-G5

pA-G6

pA-G7

pA-G3G7

pA-Al3

pA-Al4

pA-ANA

PA-pMV 158ss50U

6806

6806

6809

6806

6806

6665

6600

6607

6808

Ter

Te"

Te¢"

Te¢"

Ter

HindI1I-Pstl pequeio de pLLS1G4
clonado en pALTER-1; mutacién
en CS-6

HindlI11-Pstl pequeiio de pLS1GS5
clonado en pALTER-1; mutacién
en RS,

HindII1-Psil pequefio de pLS1G6
clonado en pALTER-1; mutacién
en RS,

HindIIl-Psil pequefio de pLS1G7
clonado en pALTER-1; mutacién
en RS,

HindII1-PstI pequefio de
pLS1G3G7 clonado en pALTER-
1; mutacién en CS-6 y RS,
HindIlI-Pst] pequeiio de pLS1A13
clonado en pALTER-1; A RSy
HindIIl-Pstl pequefio de pLS1A14
clonado en pALTER-1; A RS,
HindIII-Pst] pequefio de
pLS1ANA clonado en pALTER-1;
A RSy

Fragmento EcoRI B de pMV158
(conteniendo el ssolU ) clonado en

EcoRI de pALTER-1

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

“

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Orientacién C: El sso estd clonado en la misma orientacidn respecto al dso que la que tenia en el plismido de donde proviene. El sso se
encuenira en el ssDNA generado,
Orientacidn I: El sso estd clonado en la oriemacidn contraria respecto al dso que la que tenia en el plismido de donde proviene. La
secuencia complementaria af sso se encuentra en el ssDNA generado.
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3. BACTERIOFAGOS
Para aislar ssDNA a partir de pALTER-1 y de los recombinantes derivados de éste,

se usé como "helper" al bacteri6fago R408 (Promega), con el que se infectaron cultivos de
E. coli IM109 que contenfan los fagémidos de interés. Para los ensayos de replicacién in
virro se emplearon los fagos M13mp19 (Sambrook y cols., 1989) y M13-pE194ss0A (7792
pb), un derivado de éste que contiene el fragmento Tag-Hpall de pE194 conten{éndo el ssoA

(Dempsey y cols., 1995),
4. MEDIOS DE CULTIVO

4.1. Medio de cultivo de S. pneumoniae

Las estirpes de S. pneumoniae utilizadas fueron crecidas en medio liquido AGCH
(Lacks, 1966) suplementado con sacarosa 0.3% y extracto de levadura 0.2%. Para el
crecimiento en medio sélido se afadié ademds, Bacto-Agar al 1% para la capa basal y al
0.75% para la sobrecapa. Cuando fue necesario, se agregé Tc 1 ug/ml. Para el crecimiento
del mutante MP560 se anadié 1.5 ug/ml de Cm. La composicion del medio AGCH se detalla

a continuacion.
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Medio AGCH

Hidrolizado dcido de caseina 5¢g
Hidrolizado enzimdtico de caseina lg
L-cistefna-HC1 40 mg
L-triptéfano 6 mg
L-asparagina 50 mg
L-glutamina 10 mg .\
Adenina 5 mg
Cloruro de colina 5 mg
Pantotenato cdlcico 1.2 mg
Acido nicotinico 0.3 mg
Piridoxina-HCl 0.3 mg
Tiamina-HCI 0.3 mg
Riboflavina 0.14 mg
Biotina 0.6 mg
K,HPO, 85¢g
NaC,H;0, 1.25 ¢
NaHCO, 04¢g
MgCl, . 6H,O 05¢g
CaCl, 0.6g
FeSO, . TH,O 0.5 mg
CuS0O, . 5H,0O 0.5 mg
ZnSO, . 7TH,0 0.5 mg
MnSQ, . 4H,0 0.2 mg
Alblimina bovina (fraccién V) 3000 u
Agua destilada y desionizada c.s.p. 11
pH 7.5

4.2, Medio de cultive de B. subtilis

Para el crecimiento en medio liquido de B. subtilis se utilizé el medio TY (Maniatis
y cols., 1982): 1% triptona, 0.5% extracto de levadura, 0.5% NaCl. Este se suplementd con
Bacto-Agar al 1.5% para su utilizacién como medio de cultivo sélido. Se afiadié en ambos

casos Tc 10 ug/ml.

4.3. Medios de cultivo de E. coli

Las estirpes de E. coli fueron crecidas normalmente en medio TY liquido o sélido
{Maniatis y cols., 1982): 1% triptona, 0.5% extracto de levadura, 0.5% NaCl. La
concentracién de los antibidticos usados fue: 15 pg/ml de Tc y 125 ug/ml de Ap. Durante

la infeccién de los cultivos con el bacteridfago R408, para la obtencion de ssDNA, aquellos
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se crecieron el medio TYP (Promega): 1.6% bacto-triptona, 1.6% extracto de levadura,
0.5% NaCl, 0.25% K,HPO,. Para la puesta en competencia y transformacién de las estirpes
de E. coli se utilizaron los medios Penassay (Antibiotic-Medium n® 3, Difco) y SOB
(Hanahan, 1983): 2% bacto triptona, 0.5% extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM
KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,. En la recuperacién de las células tras la
electroporacién, se utilizé el medio SOC (Bio-Rad): medio SOB suplementado con 20 mM
glucosa. Para seleccionar las células con el factor F, los cultivos de E. coff JM1Q9 se
crecieron en medio minimo M9 (Miller, 1972): 42.3 mM NaﬁHPOd, 22 mM KH,PO,, 8.5
mM NaCl y 18.7 mM NH,CI; ajustados a pH 7.4 y esterilizados por separado del resto de
los componentes: 0.1 mM CaCl,, 2 mM MgSO, y 0.2% glucosa. En este caso, se

suplementd con tiamina 1 mM.

4.4. Medios de cultivo de S. aureus

Los cultivos de S. aureus se crecieron normalmente en medio liquido Brain-Heart
(Difco). Para la puesta en competencia y recuperacion de las células tras la electroporacion,
se usé el medio CY (1% hidrolizado 4cido de casefna, 1% extracto de levadura y 0.5%
glucosa) complementado con 60 mM glicerofosfato (GP). Para el crecimiento en piaca se
empled el medio sélido GL (0.3% hidrolizado enzimdtico de caseina, 0.3% extracto de
levadura, 0.6% NaCl, 0.33% lactato sédico, 0.1% glicerol, ajustados a pH 7.8 y 0.75%

Bacto-Agar). Cuando fue necesario se suplementé con Tc 10 pg/ml o Em 5 ug/ml.

5. PRODUCTOS COMERCIALES

Los enzimas de restriccion, el fragmento Klenow de 1a DNA polimerasa I de E. coli,
la ligasa del fago T4, la fosfatasa alcalina de intestino de ternera, la polinucledtidoquinasa
del fago T4 (T4 PNK), la RNasina (enzima inhibidor de RNasas) y la nucleasa BAL31
fueron suministrados por las firmas comerciales: New England Biolabs, Boehringer-
Mannheim y Amersham. Pharmacia LKB y Promega suministraron la DNA polimerasa del
fago T7 y la DNA polimerasa del fago T4, respectivamente. La Tag DNA polimerasa fue
comprada a Boheringer Mannheim. Otras protefnas utilizadas, suministradas por Sigma,
fueron; proteinasa K, RNasa A, lisozima, lisostafina y seroalbimina bovina (BSA). La

proteina SSB (3.2 mg/ml) fue de United States Biochemical Corporation.
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Los componentes de los medios de cultivo se obtuvieron de Probus, Merck y Difco.
De Sigma se adquirieron: Cm, Tc, Em, DTT, tRNA de E. coli, DNA de timo de ternera y
X-Gal. Boehringer-Mannheim suministré: Ap, IPTG, poli(dIdC), el kit de PCR y los INTPs
y dNTPs no radiactivos. Pharmacia, el Sephadex G-50 y el kit de secuenciacién de la DNA
polimerasa det fago T7. La agarosa, acrilamida, bisacrilamida, TEMED y SDS fueron
suministrados por Bio-Rad. Para la mutagénesis se utilizé el kit de mutagénesis dirigida de
Promega, para aislar fragmentos de DNA de geles de agarosa se usaron los kits™* Geneclean"
y "MERmaid" de BIO 101 Inc. y para la determinacién de la concentracion de proteinas, el
método BCA de Pierce. El SME fue de la casa Eastman-Kodak, el PSA de BRL, la heparina
de Laboratorios LEO S.A, el Na-DOC de Difco, el EDTA, cloroformo, fenol, etanol,
formamida, Tris, DMSO y TCA de Merck. Los filtros de nitrocelulosa BA8S para la
transferencia de DNA fueron suministrados por Schieicher & Schuell y los filtros de didlisis
por Millipore. Los nucledtidos radiactivos se compraron a Amersham Internacional. El
material fotogréfico utilizado fue, peliculas T-55 de Polaroid y peliculas X-Omat S para
autorradiografias de Kodak. Las pantallas amplificadoras empleadas fueron Cronex

Lightningplus de la casa Dupont.
METODOS

1. CRECIMIENTO Y CONSERVACION DE LAS ESTIRPES BACTERIANAS

La temperatura de incubacidn fue de 37 °C para todas las estirpes utilizadas. Para S.
pneumoniae se emplearon condiciones microaeréfilas de crecimiento, tanto en medio liquido
como en placas. En el primer caso se utilizaron bafios termostatizados sin agitacién y en el
segundo, se cubrié la capa basal del medio de cultivo conteniendo las células de
pneumococos con una ligera capa de medio mds laxa. El crecimiento de las estirpes de B.
subtilis y E. coli en medio liquido, se realiz6 en baiios con agitacién vigorosa. En estos tres
casos, el crecimiento se siguié por turbidimetrfa, midiendo la absorbancia de los cultivos a
longitudes de onda de 650, 550, 600 nm, respectivamente. Para ello, se empled un
espectrofotdmetro Bausch & Lomb, modelo Spectronic 20. El crecimiento de S. aureus
también se realizé con agitacién vigorosa, pero se monitorizé por nefelometria con un filtro
de color verde o por turbidimetrfa a 600 nm. El cultivo de estos (ltimos organismos en

medio sélido se hizo en superficie sobre placas de petri con TY-agar o GL-agar. Todas las
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estipes fueron conservadas a -70 °C. Antes de ser congelados, se agregd un 10% de glicerol
a los cultivos de §. pneumoniae, E. coli y S. aureus y se mantuvieron 10 min a 37 °C. A
las células de B. subtilis se les afiadi6 DMSO al 5% y se congelaron rapidamente en una

mezcla de nieve carbodnica y etanol.

2. TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES

Para la preparacion de células competentes de S. pnemnoniae se‘emplé_'é el método
descrito por Lacks (1966). Para la transformacion, el cultivo competente debe diluirse 20
veces en AGCH suplementado con 0.2% de sacarosa y 0.001 % de CaCl, e incubarse 20 min
a 30 °C. A continuacién, se afiade el DNA (0.25 pg de DNA plasmidico es suficiente para
conseguir la saturacién de 1 ml de estas células) y se incuba 40 min mas. Para que el
marcador de seleccion se exprese, se mantiene el cultivo durante 90 min a 37 °C antes de
proceder a la siembra en placa para seleccionar los transformantes. Para la puesta en
competencia y transformacion de células de B. subtilis MB11 se sigui6 El método descrito
por Young y Wilson (1972). Las células competentes se descongelaron rzipidamente (a37°C)
y se diluyeron 100 veces en el medio correspondiente antes de agregar el DNA (0.5 ug).
Seguidamente, se incubaron durante 90 min a 37 °C con fuerte aereacién, para permitir la
expresion fentipica de los marcadores de seleccién. Para preparar células competentes de E.
coli se siguieron los métodos de Hanahan (Hanahan, 1983) y Kushner (Kushner, 1978). Sélo
en el primer caso las c€lulas competentes se pudieron almacenar a -70, °C. En varias
oportunidades, las células de E. coli fueron transformadas por electroporacién siguiendo el
método descrito por Dower {(Dower y cols., 1988) y utilizando el "Gene Pulser” acoplado
al "Pulse controller de Bio-Rad. Las condiciones empleadas fueron las siguientes: 25 uF,
2.5 kV y 200 9. Las células de S. aureus se electro-transformaron de la misma forma,
utilizando cantidades de DNA entre 10 y 500 ng/ensayo. Las células competentes de
estafilococos se prepararon de la siguiente manera. Se inocularon 200 ml‘kde medio GY-GP
con 2 ml de un cultivo crecido toda la noche. Cuando el nuevo cultivo aicanzé una Agg =
0.6, se centrifugé a 4 °C durante 15 min a 4000 xg. Las células se resuspendieron en tampén
A (7 mM Hepes pH 7.4, 272 mM sacarosa). Tras otra centrifugacién, las células se
resuspendieron en 2.4 ml del mismo tampdn y se dividieron en alicuotas de 0.16 ml, las
cuales se congelaron a -70 °C hasta ser utilizadas. Una vez electroporadas, las c_élulas se

diluyeron en 1 ml de medio GY-GP y se extendieron en placas 50 - 200 ul en GL-agar



Materiales y Métodos 54

conteniendo el antibidtico para la seleccién de transformantes.
3. PREPARACIONES DE DNA

3.1. Extractos crudos celulares

Se realizaron extractos crudos de las diferentes estirpes bacterianas para analizar su
contenido plasmidico. Dado que en estas preparaciones no hay etapas de purificacién del
DNA del pldsmido, aparece ademds el contenido cromosémico de las bacterias. Para S.
pneumoniae, se empled el método de Stassi y cols. (1981). Se centrifugaron 1.5 ml de un
cultivo crecido a DOy, = 0.4 y se resuspendieron en 100 pl de solucién de lisis (25%
sacarosa, 0.15 M citrato trisédico, 0.01% SDS, 0.1% Na-DOC, 25 ug/ml RNasa A). Se
incubé 10 min a 30 °C y se afiadié SDS hasta una concentracién final de 1%. Los lisados
celulares se agitaron vigorosamente durante 3 min y se sometieron a cuatro ciclos de
congelacidén a -70 °C (nieve carbénica/etanol) y descongelacién a 37 °C, con el fin de
disminuir su viscocidad por rotura del DNA cromosdémico. Se afladié proteinasa K a una
concentracién final de 200 ug/ml y se dej6 actuar a temperatura ambiente durante 20 min.
Finalmente, se agregaron 50 ul del colorante de carga CEC 3x (0.02% azul de bromofenol,
50% glicerol, 2.5 mM EDTA) para visualizar las muestras durante la corrida electroforética
y facilitar la carga del gel. Para B. subtilis las células se resuspendieron en 100 yl de
solucion de lisis (5 mg/ml lisozima, 25% sacarosa, 0.1M NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8.0,
0.5 pug/ul RNasa A) y se continﬁ;i igual que en el caso anterior. Para S. aureus, la solucién
de lisis empleada contiene: 20 mM Tris-HCI pH 7.0, 10 mM EDTA, 100 mM NaCl, 20%
sacarosa y 50 ug/ml (100 u/ml) de lisostafina. En este caso, los cultivos se recogieron a una

DOy = 0.6.

3.2. Preparaciones de plismidos

La preparacion de DNA plasmidico de E. coli a pequefia escala se llevd a cabo
siguiendo el método descrito por Birnboim y Doly (1979), basado en la desnaturalizacién
alcalina y posterior precipitacién del DNA cromosémico. En el caso de S. pneumoniae se
siguié el mismo método incluyendo las modificaciones descritas en Stassi y cols. (1981). En
varias dcasiones, se empled para E. coli el método de lisis alcalina descrito por le Gouill y

cols. (1994), dado que se trata de un sistema mds sencillo y rdpido. Para la preparacion a
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gran escala de DNA plasmidico de ambos huéspedes, se utilizd el método descrito por
Currier y Nester (1976), basado en la separacién mediante dos gradientes sucesivos de CsCl
del DNA de interés. Para calcular la concentracién del DNA se midié la absorbancia de las
muestras a 258 nm, teniendo en cuenta que un valor de absorbancia igual a 1 corresponde
a 50 pg/ml de dsDNA. |
4. MANIPULACION ENZIMATICA DEL DNA k

El tratamiento del DNA con enzimas de restriccion se realizé en las condiciones
aconsejadas por la casa comercial suministradora. Las condiciones de digestion con la
nucleasa BAL31 (cantidad de enzima y tiempo de digestién) se calcularon en funcién del
niimero de pares de bases de cada extremo del DNA que interesaba digerir. Para 4 ug de
DNA se emple6 una unidad enzimdtica en un volumen de 100 pl conténiendo el tampdn
especificado por la casa proveedora. La mezcla de reaccion se incubd a 30 °C y se tomaron
alfcuotas a distintos tiempos (entre 1 y 15 min) a las que se les agfegé EGTA a una
concentracién de 40 mM para parar la reaccién. El DNA digerido se fenolizé y precipité y
se recircularizé mediante la accidn del fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli
(PolIK) y de la DNA ligasa del fago T4. Ambos procedimientos se siguieron teniendo en
cuenta las indicaciones de la casa suministradora del enzima y las descritas por Sambrook

y cols. (1989).

5. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

Para la electroforesis del DNA en geles de agarosa se utilizaron geles horizontales a
una concentracién variable entre 0.7 y 1.2%, dependiendo del parémetro a analizar
(separacién de las distintas formas plasmidicas o separacion de fragmentos de DNA). Sélo
se empled una concentracién mayor (2.5%) para separar fragmentos de pequefio tamano (ver
més adelante). La agarosa se disolvi6, por calentamiento, en tampon de electroforesis TAE
(40 mM Tris base pH 8.0, 20 mM 4cido acético, 2 mM EDTA) o TBE (89 mM Tris base
pH 8.3, 89 mM dcido bérico, 2.5 mM ED'i‘A). A las muestras se les agregé tampén de
carga BXGE (0.025% BFB, 0.025% xilencianol, 6% glicerol, 1 mM EDTA) o CEC 1x. La
electroforesis se realizé a voltaje constrante. Las dimensiones de los geles, asi como la
duracién de la electroforesis y las condiciones de voltaje variaron segin las caracteristicas

del DNA a analizar. Los geles se tifieron en el mismo tampdn utilizado para la electroforesis

1
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conteniendo bromuro de etidio (EtBr) a una concentracion final de 0.5 pug/ml durante 30 min
y el DNA se observé mediante luz ultravioleta (uv) en un transiluminador de onda larga (360
nm) o de onda corta (254 nm). En algunos casos, el EtBr se incluyé en el tamp6n y en el gel

de agarosa, obteniéndose asi la tincion del DNA durante la electroforesis.

En los experimentos de retardo en gel, la electroforesis de los fragmentos pequeios
de DNA monocatenario se realizé en geles verticales de poliacrilamida (PAA; 40%
acrilamida : 1% bisacrilamida) al 3.5% en tampén TAE, polimerizado con 0.05% TEMED
y 0.1 persulfato aménico (PSA). Se utilizaron cubetas "Mini-protean” de Bio-Rad y las
dimensiones de los geles fueron: 8.4 cm de ancho, 7.2 cm de largo y 0.75 mm de espesor.
Para secuenciacién, asi como para determinar el extremo 5’ de la cadena complementaria
plasmidica y para identificar los productos de las reacciones de transcripcién in vitro, se
usaron geles de PAA (38% acrilamida ; 2% bisacrilamida) con 8 M urea. En los primeros
dos experimentos el gel se hizo al 6 u 8%. En el dltimo caso, se hizo al 15%. El tampdn
utilizado fue TBE. Las dimensiones de los geles fueron 36 cm de ancho, 40 cm de largo y
0.35 mm de espesor. Las muestras fueron resuspendidas en tampodn de carga BXF (80%
formamida desionizada, 10 mM NaOH, 0.1% BFB, 0.1% xilencianol, lmM EDTA) y se
desnaturalizaron por calor durante 3 min a 90 °C, enfridndolas rdpidamente a 4 °C antes de
ser cargadas en el gel. En estos casos se llevé a cabo una pre-electroforesis a 1700 V durante

1 h. La electroforesis se realizé a un voltaje constante de 1800 o 2000 V.

6. ELUCION Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA

Para la construccién de pldsmidos recombinantes, se extrajeron los fragmentos de
DNA correspondientes de geles de agarosa utilizando el método "Geneclean", siguiendo las
instrucciones de sus fabricantes. Para purificar los fragmentos ssDNA procedentes de las
reacciones de PCR se empled el sistema "MERmaid". Para ello, se sometieron los productos
de dichas reacciones a electroforesis en geles preparativos de agarosa (suministrada con el
kit) al 2.5% y se procedié segtin las instrucciones de la casa comercial. La concentracién de
estos fragmentos se calculé midiendo la absorbancia de las muestras a 258 nm y teniendo en

cuenta que una A,;3 = 1 corresponde a 33 pug/ml de ssDNA.
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7. SECUENCIACION DEL DNA

La mayoria de las construcciones y todas las mutaciones realizadas en el ssod del
plasmido pMV 158 se analizaron secuenciando la zona afectada del DNA. Para ello se sigui6
el método de Sanger (Sanger y cols., 1977), utilizando el kit comercial de Pharmacia LKB
con la DNA polimerasa del fago T7 y {a- *P] dCTP. Se usaron aproximadamente 2 ug de
DNA molde en cada caso y una relacién cebador:molde de 10:1. El oligonucledtido
empleado fue 5’-GGTATCATCCACTCAAG-3’. El mismo oligo se utili;zé para secuenciar
los productos sSDNA procedentes de las reacciones de PCR. Estos iltimos se analizaron

mediante secuenciacidén automdtica.

i

8. DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS PLASMiDIco_I

El nimero de copias de los pldsmidos utilizados en este trabajo se determiné
siguiendo el método descrito por Projan y cols. (1983), con las modiﬁcaciqnes realizadas por
del Solar y Espinosa (1992). Se prepararon extractos celulares a partir de los cultivos cuyo
contenido plasmidico se querfa analizar. El DNA presente en cada muestra se separd
mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.7 0 0.8% en tampén TAE a 2.5 V/cm
durante 14 h. Los geles tefiidos con 0.5 pg/ml de EtBr se iluminaron con luz uv de onda
corta (254 nm) y se tomaron varias fotografias con distintos tiempos de exposicidn, utilizando
peliculas T-55 de Polaroid. La cuantificacién densitométrica de las bandas de DNA se realizé
sobre los negativos de las fotos utilizando unas veces el densitémetro LKB Ultroscan 2202
acoplado a un ordenador Apple II, y mds recientementé, un densitémetro 400, usando el
programa ImageQuant (Molecular Dynamics). El nimero de copias de cada pldsmido se
calculé en relacién al de pLS1, cuyo valor en cada huésped se habfa determinado por marcaje
de DNA total in vivo (del Solar, 1991). Dado que el grupo planar del EtBr se intercala en
mayor grado en las formas lineares y circulares abiertas (oc) del plésmido, que en formas
circulares covalentemente cerradas (ccc), fue necesario aplicar un factor de correccion en el
cdlculo del nimero de moléculas de pldsmido por equivalente cromosémico (N). Este factor
de correccién fue estimado por Projan y cols. (1983) en 1.36. De esta mmera, el valor de

N se calculé a partir de la siguiente ecuacién:

N = (Dp + 136 Dp) X Mc
Dc X Mp '




Materiales y Métodos 58

donde: Dp, y Dp, son los valores determinados por densitometrfa para las bandas
correspondientes a las formas oc y ccc del pldsmido; Mc es el tamano del DNA
cromosémico, estimado en 3 X 10° pb para las especies bacterianas en estudio (Lacks y
cols., 1986); Dc es el valor determinado por densitometria para la banda correspondiente al
DNA cromosémico y Mp es el tamafio del DNA plasmidico en pb.
9. TEST DE ESTABILIDAD PLASMIDICA
Para el estudio de la estabilidad segregacional de los pldsmidos pMV 158 y derivados
de éste, en distintos huéspedes, se procedié segiin el método descrito por del Solar y cols.
(1987a). Se prepararon cultivos de las estirpes que contenfan los pldsmidos en estudio, en
medio liquido selectivo, y se crecieron hasta una DO de 0.4. Estos fueron considerados la
generacién de partida (g = 0). A continuacidn, los cultivos fueron diluidos sucesivamente
en una proporcién 1:1023 en medio liquido sin antibiético, y se crecieron hasta altanzar
nuevamente una DO de 0.4. El nimero de generaciones transcurridas entre una dilucién y
la anterior es de 10. Se tomaron muestras de cada uno de estos cultivos y se plaquearon en
medio s6lido con y sin presidn de seleccién. Mediante recuento de colonias se determing el
porcentaje de células con pldsmido cada 10 generaciones de crecimiento de la bacteria
huésped. La tasa experimental de pérdida del pldsmido por célula y generacion (Lex) se

calculd a partir de la siguiente ecuacion:
Lex = 1 - (P/Py)""

siendo Py, la frecuencia inicial de células con pldsmido y P, la frecuencia de células con

pldsmido tras crecer el cultivo durante n generaciones sin presion de seleccion.

10. MUTAGENESIS DIRIGIDA

Para la sustitucion de nucledtidos en la secuencia del sso4 de pMV158 se empled el
sistema de mutagénesis dirigida in vitro de Promega. Con el kit se suministré el fagémido
PALTER-1 que contiene el ori del fago f1, un sitio de multiclonado y dos genes de
resistencia a antibidticos, fet (para Tc) y bla (para Ap). El segundo de estos genes ha sido
inactivado mediante la modificacién puntual de su secuencia. Este sistema se basa en primer

lugar, en conseguir aislar sSDNA procedente de un fagémido recombinante derivado de
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pALTER-1 que contenga insertado el fragmento de DNA que se desea modificar. En nuestro
caso, se cloné el fragmento EcoRI - Ps conteniendo la regién sso4 de pMV 158, en el sitio
de multiclonado dél vector incluido en el gen lacZ. El producto de este gen es capaz de
degradar el compuesto X-Gal confiriéndole como consecuencia de la reaccién una coloracion
azul caracteristica a la bacteria huésped, en un medio que contenga IPTG. Los fagémidos
recombinantes que llevasen el inserto de pLS1 verfan alterada la expresién del gen lacZ y por
1o tanto el clon bacteriano aparecerd de color blanco en la misma preparacién. C%mo ademads
pALTER-1 pésee un determinante de resistencia a Tc, la seleccién de los recombinantes se
realizé en placas que también contenfan este antibidtico. Los oligos con cada una de las
mutaciones (Tabla 6) se anillaron por separado al ssSDNA molde junto con un oligo que
restaura la Ap” en la hebra mutante durante la reaccién de mutagénesis. Esta hebra se
sintetizé usando la DNA polimerasa y la DNA ligasa del fago T4. A continuacidn, se
realizaron dos rondas sucesivas de transformacién: primero, se utiliz6 una estirpe de E. coli
deficiente en el sistema de reparacién de apareamientos erréneos de bases (BMH71-18mutS),
la cual suprime in vive la reparacién del error mutagénico introducido en‘el gen bla y en €l
fragmento de DNA plasmidico. Después se realizé una segunda ronda de transformacién en
la estirpe TM109, para asegurar la segregacién de los recombinantes que posean la mutacion
deseada. La seleccién de los mismos se realizé en medios de cultivo con Ap 125 pg/ml. Sélo
pueden crecer las colonias que contienen el fagémido recombinante con el gen bla reparado
y por lo tanto, en los casos donde haya tenido lugar la hibridacién del oligo reparador con
el séDNA. Dado que se usa una cantidad en moléculas cinco veces mayor del oligo
mutagénico que del oligo reparador para la reaccién de anillamiento, la probabilidad de que
se haya anillado el primero cuando también lo ha hecho el segundo, esi muy alta. Por lo
tanto, la probabilidad de que los fagémidos Ap" contengan la mutacion deseada serd también
muy alta. En todos los casos, la presencia de dichas mutaciones se han verificado mediante

secuenciacion del DNA.

El procedimiento para aislar ssSDNA del recombinante se explicard mds adelante. Para
las reacciones de anillamiento se emplearon 0.2 pmoles de ssDNA, ':1 pmol del oligo
reparador del gen bla y 5 pmoles del oligo mutagénico. Ambos oligos fueron fosforilados
previamente para aumentar la eficiencia de ligacién durante la sintesis in 'vitro de la cadena

complementaria. El DNA de cada recombinante se extrajo de los clones seleccionados



Materiales y Métodos 60

siguiendo el método de Birnboim y Doly (1979).
11. MARCAJE RADIACTIVO DEL DNA

11.1. Preparacién de sondas radiactivas

Para la preparacién de sondas de pLS1 y pE194 marcadas radiactivamente, se
procedié segitin el método descrito por Feinberg y Vogelstein (1983), basado en el marcaje
al azar del DNA mediante la extensién de cebadores hexanucleotidicos. Para ello, se
desnaturalizé 1ug de DNA plasmidico por calentamiento (10 min, 95 °C) y se enfri6
ripidamente. La reaccidn se llevé a cabo en 20 ul, en presencia de 50 mM Tris-HCI pH 7.2,
10 mM MgCl,, 0.1 mM DTE (ditioeritritol), 0.2 mg/ml BSA, 20 uCi de [«- *P] dCTP
(actividad especifica de 5000 Ci/mmol), mezcla de los restantes dNTPs frios a 75 uM, 2.2
pg de hexanucleétidos cebadores y 1 u de Pol IK. La mezcla se incub6 durante 2 h a 37 °C,
y la reaccién se pard por adicién de 20 mM EDTA y 8 pg de DNA de timo de ternera. El
is6topo radiactivo no incorporado al DNA se eliminé pasando la muestra por una columna
de 1 mil de Sephadex G-50 equilibrada en TE (10:1). Antes de usarlas, las sondas se

hirvieron durante 5 min, seguidas de un enfriamiento rdpido en hielo.

11.2. Marcaje del extremo 5’ de ssDNA

Los fragmentos ssSDNA utilizados en los experimentos de migracion retardada en geles
de PAA como consecuencia de la unién de la RNAP, se marcaron en su extremo 5’
siguiendo el procedimiento descrite por Sambrook y cols. (1989). Para ello, se mezclaron
6 unidades de T4 PNK, 1 pmol de ssDNA de 313 nt y 20 uCi de [y- **P} dATP (actividad
especifica de 5000 Ci/mmol) en el tampén suministrado con el enzima, incubdndose 30 min
a 37 °C. Para la eliminacién del nucleétido radiactivo no incorporado, la mezcla se traté con
fenol:cloroformo (1:1, v/v) y el DNA se precipité con 3 M acetato aménoco y 3 volimenes
de etanol absoluto, seguido por un lavado con etanol al 80%. Para aumentar los niveles de
precipitacién del DNA en estas condiciones, dado qué se habia partido de una cantidad muy

baja del mismo, se empled poli(dIdC) como "carrier” en dicho proceso.

12. DETECCION DE FORMAS ssDNA PLASMIDICAS ACUMULADAS IN VIVO

Para la deteccion de las formas ssSDNA de pldsmidos contenidos en las estirpes S.
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pneumoniae 708, B. subtilis MB11 y S. aureus RN4220 se procedi6 segiin el método descrito
por te Riele y cols. (1986). En primer lugar se realizaron extractos crudos de células que
contenian los pldsmidos a estudiar. Las muestras se sometieron a electroforesis en geles de
agarosa 0.7% empledndose el tampén TBE con 0.5 pg/ml de EtBr. Se midid la distancia
desde los pocillos del gel de las distintas bandas del DNA plasmidico tras ser fotografiado
e irradiado con luz uv (254 nm). A continuacién se transfirid el DNA a un filtro de
nitrocelulosa siguiendo b4sicamente el método descrito por Southern (1975). ﬁependiendo
de 1a finalidad del experimento, el DNA de los geles fue o no desnaturalizado previamente
a su transferencia. El tratamiento desnaturalizante incluye la hidrélisis parcial del DNA con
HCl1 0.12 M e incubaciones sucesivas del gel en las soluciones Soak I (0.5 M NaCH, 1.5 M
NaCl) y Soak II (3M NaCl, 0.5 M Tris-HCI pH 7.2). Esta tltima solucién tiene efecto
neutralizante y fue la Unica empleada para el tratamiento de geles en condiciones no
desnaturalizantes. En el primer caso, se transferird tanto el DNA bicatenario como
monocatenario, mientras que en ¢l segundo caso sélo se transferird el ssDNA presente en el
gel. La transferencia del DNA de cada gel a filtros de nitrocelulosa se realizé por capilaridad
utilizado la solucién SSC 10 veces concentrada (1.5 M NaCl, 0.15 M citrato trisédico). Al
cabo de 14 h, el filtro fue secado a 37 °C y el DNA se fijé al mismo durante 2 h a 80 °C.
Antes de ser hibridados con la sonda radiactiva correspondiente, los filtros se prehibridaron
en un tampoén conteniendo 50% formamida, 5 mM EDTA, 0.9 M NaCl, 48 mM fosfato
sédico pH 6.8, 0.1% SDS, 100 ug/ml DNA de timo de ternera desnaturalizado y solucion
Denhart’s 1x (preparada segin Maniatis y cols., 1982) durante 2 h. Para la hibridacién se
agregd a este tampdn, la sonda previamente desnaturalizada por calentamiento y se incubé
14 h a 37 °C. Tras el lavado y secado de los filtros, se expusieron a peliculas
autorradiogréficas. La radiactividad presente en las bandas de ss y dsDNA de cada pldsmido
se cuantificé directamente de los filtros hibridados utilizando el equip6 PhosphorImager
asociado al programa de andlisis ImageQuant (Molecular Dynamics). A partir de los valores
obtenidos, se calculd la relacién ss/dsDNA en cada caso, teniendo en cuenta que el valor de
radiactividad incorporada a las bandas dsDNA es el doble que la registraéia para el ssDNA
(por tratarse de dos hebras de DNA por copia plasmidica). Este factor de correccion se

incluyd en todas los cdlculos realizados.

Cuando interesé cuantificar la cantidad de ssDNA acumulada al agregar rifampicina
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y/o eritromicina, se emplearon cultivos de S pnewmoniae 708 conteniendo el pldsmido en
estudio, crecidos a una DO de 0.4. Los antibiéticos se afladieron a una concentracién final
de 100 ug/ml y el procedimiento de deteccién de formas ssDNA y cuantificacién respecto

a las formas dsDNA se realizé de la misma forma anterior.

13. OBTENCION DE ssDNA CIRCULAR

Para aislar el ssDNA generado por los fagémidos recombinantes Eierivados de
pALTER-1 construidos en este trabajo, que se emplearon en los experimentos de mutagénesis
dirigida y de replicacién in vitro, se procedié segin las indicaciones dadas en el kit de
mutagénesis empleado. Un cultivo de E. coli IM109 conteniendo el recombinante de interés,
crecido en medio TYP suplementado con Tc (15 pg/ml), se infecté con el fago R408, usando
una multiplicidad de infeccién (m.o.i, nimero de particulas del fago/célula) de 10. Este fago
suministra las proteinas necesarias para que pueda generarse el sSDNA a partir del ori de f1
presente en el fagémido, y para su encapsidacién. Las particulas del fago y del recombinante
salen a través de las células, queddndose en el sobrenadante después que éstas hayan sido
centrifugadas. Dado que R408 sélo puede infectar células que contengan el factor F’, se
seleccionaron inicialmente los clones bacterianos que, ademds, no hubiesen perdido dicho
factor durante las etapas anteriores de crecimiento. Para ello, se sembraron placas con un
in6culo de estas bacterias en medio minimo M9 suplementado con tiamina 1 mM y Tec.
Como la estirpe JM109 es auxotrdfica para prolina, se seleccionaron los clones que al
contener el factor F’, poseen la informacién genética para la sintesis de la misma. El DNA
fagico junto con el DNA del fagémido recombinante se obtuvo siguiendo las indicaciones de
Maniatis y cols. (1982). La precipitacién de las particulas encapsidadas se realizo afiadiendo
200 ul de una solucién que lleva 20% PEG y 2.5 M NaCl a 1.2 m} cada sobrenadante. Las
proteinas de la cdpside se eliminaron tras sucesivas extracciones con fenol y
fenol:cloroformo. El DNA resultante se precipitd con 0.1 volimenes de acetato potasico 3M

pH 4.8 y 2 voliimenes de etanol absoluto. A continuacién se lavé con etanol al 70%.
14. PREPARACION DE EXTRACTOS LIBRES DE CELULAS

14.1 Extractos de S. aureus

Los extractos acelulares de estafilococos para los ensayos de replicacion in vitro a



Materiales y Métodos 63

partir de ssSDNA se realizaron con la estirpe S. aureus RN4220, siguiendo el método descrito
por Birch y Khan (1992). Un litro de medio Brain-Heart se inocul6 con 2 ml de un cultivo
de esta bacteria crecido durante la noche. El nuevo cultivo se crecié a 37 °C con agitacion
(250 rpm) hasta que se alcanzé una turbidimetrfa de 350 con el sistema dé medida utilizado
por los autores (aproximadamente una DOy = 0.6). Las células se recogieron por
centrifugacién a 5000 rpm, durante 10 min, a 4 °C en el rotor GS3 (Beckman), se lavaron
con tampén TEG (25 mM Tris-HCI, 5 mM EGTA) y se resuspendieron en 4 n{i del mismo
tampén. La suspensién se trasvasé a tubos de policarbonato del rotor SW41, los cuales se
congelaron inmediatamente en nieve carbdnica y se mantuvieron asf ‘durante 10 min,
descongeldndose a continuacién, a 15 °C. Se afiadié KCl a una concentracion final de 150
mM vy se repitié una segunda ronda de congelacién/descongelacién. La lisis celular se llevé
a cabo agregando 0.2 mg/ml (400u/ml) de lisostafina disuelta a 1mg/ml en TEG y dejando
actuar al enzima durante 45 min en hielo. Se repitié una tercera ronda de congelacién y
descongelacién a 15 °C y se centrifugd en rotor basculante SW41 previamente enfriado a 4
°C, durante 30 min a 33,000 rpm, para eliminar los restos celulares. Se midid el volumen
del sobrenadante y se transfirié a un vaso de Bohemia de 25 ml. A partir de este momento
se trabajé en una cdmara climatizada a 4 °C. Para precipitar el DNA cromosémico de la
preparacién, se agregé, gota a gota, 0.1 volimenes de una solucién de sulfato de
estreptomicina preparada al 30% en agua destilada, mientras se agitaba con un pequefio imédn
sometido a una fuente magnética. La agitacién se continué 30 min mds. Seguidamente, se
centrifugé durante 10 min a 13,000 rpm en un rotor SS-34 enfriado a 4 5C. Se decantd el
sobrenadante en otro vaso de Bohemia de 25 ml y se afiadié muy lentamente 0.472 g/ml de
sulfato aménico, agitando de la misma forma anterior. De esta manera se consigue precipitar
aproximadamente un 70% de las proteinas presentes en la preparacién. Se centrifugd 15 min
en las condiciones anteriores y el precipitado de protefnas se resuspendio en 1 ml de tampén
TDE (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 100 mM KCl, 1 mM DTT y 10% etilén
glicol). La resuspension se dializé en una bolsa de didlisis durante 2 h en TEG. La
concentracién de protefnas del extracto se determiné mediante el empleo del reactivo BCA

(Pierce). La concentracién de proteinas fue de 60 mg/ml.

14.2. Extractos de S. pneumoniae

Las estirpes empleadas en este caso, fueron, S. pneumoniae 708, S. pneumoniae
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MP547 y S. pneumoniae MP560. Se crecié en medio AGCH suplementado con sacarosa y
extracto de levadura (ver Materiales) un cultivo de cada bacteria hasta una DOy, = 0.4 (el
medio de cultivo de la estirpe MP560 contenia, ademds, 1.5 ug/ml de Cm). Se inoculé con
5 ml de cada cultivo, 1 litro del mismo medio y a la DO anterior se detuvo el crecimiento
por enfriamiento en hielo. Las células se recogieron por centrifugacion a 5000 rpm durante
10 min a 4 °C, se lavaron con un tampén que contenfa 50 mM Na,PO, pH 6.9, 1 mM
EDTA, 5 mM EGTA y 0.1 mM PMSF y se resuspendieron en 4 ml de la mista solucién.
Se transfirié la resuspencién a tubos de policarbonato y tras una primera ronda de
congelacién en nieve carbdnica/etanol y descongelacién a 15 °C, se afiadié KCI hasta una
concentracién final de 150 mM. Después de una segunda ronda de congelacidn y
descongelacién, las células se lisaron agregando 10 pg/ml (unas 100 u/ml) de autolisina pura
(purificada en el laboratorio del Dr. R. Lépez) e incubando la mezcla 7 min a 37 °C. El
procedimiento posterior fue idéntico al descrito por Birch y Khan (1992) y desarrollado en

el apartado anterior. La concentracién de proteinas obtenida fue de 55 mg/ml.

15. REPLICACION IN VITRO A PARTIR DE ssDNA

Los ensayos de replicacién in vitro a partir de DNA monocatenario se realizaron
siguiendo el método descrito por Birch y Khan (1992). Se emplearon bdsicamente las nﬁsmas
condiciones, tanto para el sistema de S. aureus como para el sistema de S. preumoniae,
difiriendo solamente en la naturaleza del extracto usado y en que en el primer caso se marcd
el DNA con [«->?P] dATP y en el segundo, con [a-**P] dCTP. Las reacciones se realizaron
en un volumen total de 30 ul conteniendo 150 ng de ssDNA, 3 ul de solucién RM 10x [0.4
M Tris-HCI, 120 mM Mg(OAc),, 1 M KCI, 20 mM ATP, 5 mM de cada rfNTP (GTP, UTP,
CTP), 0.5 mM cAMP, 0.5 mM NAD, 0.5 mM de dCTP, dGTP y dATP 6 dCTP], 20 uM
[@-**P] ACTP 6 [o-**P] dATP (10 xCi) y la cantidad de extracto ensayada. Las reacciones
se incubaron a 32 °C y se pararon con 30 ul de solucién de parada (50 mM EDTA, 2%
SDS, 25 pg/ml proteinasa K) y posterior incubacién a 37 °C durante 30 min. El volumen
de cada ensayo se elevd a 200 ul con TE 10:1 y se agregé 10 ug de tRNA como “carrier"
para 1a precipitacién del DNA. La desproteinizacion de las muestras, se realizé mediante dos
fenolizaciones sucesivas con 200 ul de fenol:cloroformo. El DNA se precipité con 80 ul de
7.5 M acetato aménico y 2.5 vollimenes de etanol absoluto, lavdndose posteriormente con

etanol al 70%. Las muestras se secaron al vacio durante 5 min y se resuspendieron en ¢l
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tampén correspondiente segin se fuera a tratar enzimdticamente o a cargar en un gel de
agarosa o de secuencia. Cuando se cuantificé la radiactividad incorporada al DNA, se
procedié segin el método de precipitacién diferencial con 4cido tricloroacético (TCA)

descrito por Sambrook y cols. (1989).

16. OBTENCION DE FRAGMENTOS ssDNA

Para los ensayos de retraso en gel y de transcripcion in vitro se emplearor'l’“ fragmentos
ssDNA con la secuencia plasmidica que se deseaba estudiar. Estos fragmentos se obtuvieron
por amplificacién asimétrica mediante PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) de la hebra
de DNA conteniendo dicha secuencia. Para ello, se utilizé el kit de PCR de Boehringer
Mannheim y se procedid segin sus instrucciones y manteniendo una relacién de 50:0.5
pmoles de los oligos, segin la hebra de DNA que se desease amplificar. Los oligos
empleados fueron:

1) 5>-TCAGCAAAATGACAAGATGCTAGG-3

2) 5-TCATCCACTCAAGACTTTTGACGC-3’
La temperatura de fusién de los oligos, asi como el disefio de los mismos de tal modo que
no hibridaran con otras zonas del DNA molde, se calcul con el programa OLIGO (version
3.4). Como molde se utilizaron aproximadamente 10 ng de un fragmento de 1.2 kb del
pldsmido con la secuencia de interés. Se realizaron 30 ciclos de 60 seg a 94 °C, 60 seg a 48
°C y 90 seg a 72°C, seguidos por dos ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min 248 °Cy S min a
72 °C. Los productos de cada reaccién se sometieron a electroforesis en un gel preparativo
de agarosa 2.5% y la banda de ssDNA se purificé por el método "MERmaid" (Bio 101,

USA). La concentracién de cada muestra se midi6 espectrofotométricamente.

17. ENSAYOS DE RETRASO EN GEL

Los ensayos de unién de la RNAP de B. subtilis a fragmentos ssDNA de 313 nt
obtenidos por el métodos anterior se realizaron en un volumen de 10 ul que contenfan 0.03
pmoles (30 000 cpm) del fragmento ssSDNA marcado en su e-xtremo 5%, 1 pg poli(dldC}, 1
ug BSA, cantidades variables (9 - 64 ng) de RNAP (preincubada en 25 mM Tris-HCl pH
8.0, I mM EDTA, 7 mM SME, 50% glicerol, con la subunidad ¢* en cantidades saturantes)
y el tampén de reaccién B (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 200 mM NaCl, 90 mM sulfato
aménico, 10 mM MgCl,, 4% sacarosa, 1 mM DTT). La RNAP utilizada fue purificada en
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el laboratorio de la Dra. M. Salas segiin se indica por Mencia (1996). Cada ensayo se incubé
a 4 °C durante 10 min y antes de ser cargado en un gel de PAA (40:1) 3.5%, se le afiadié
2 pl de glicerol al 30% sin colorantes. La electroforesis se llevé a cabo a 100V en una
cdmara climatizada a 4 °C. Los geles hiimedos se adsorbieron a papeles de filtro y se

cubrieron con film de pldstico para su exposicién autorradiogrifica.

18. ENSAYOS DE TRANSCRIPCION IN VITRO

Los ensayos de sintesis in vitro de pRNAs a partir de fragmentos ssDNA se realizaron
utilizando la RNAP de B. subtilis. Cada reaccién se llevd a cabo en 50 ul totales. Primero,
se agregaron 0.1 pmoles del fragmento ssDNA de 313 nt con la secuencia en estudio
resuspendidos en 1 ul y 20 ul de tampdén B. La mezcla se calentdé durante 3 min a 90 °C
y se enfri¢ lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente. A continuacidn, se afiadié 1
pmol de RNAP (1 ul) y se mantuvo 5 min en hielo antes de agregar 28 ul de tampén B
complementado con 0.36 mM de ATP, CTP y TTP, 5 ug de heparina, 5 unidades de
RNasina y 0.14 mM [«-**P] UTP (5 xCi). Cuando se utilizé SSB de E. coli, se afadieron
28.5 pmoles de la misma y se incubd con el ssDNA molde durante 20 min a 30 °C. Las
reacciones se incubaron 10 min a 37 °C y se pararon con EDTA a una concentracién final
de 10 mM. Los 4cidos nucleicos se precipitaron con 0.1 volimenes de acetato potdsico 3 M
pH 4.8 y 2.5 volimenes de etanol, empleando tRNA como "carrier'. Las muestras se
secaron al vacio durante 3 min, se resuspendieron en 6 pl de tampén de carga, se calentaron

a 90 °C durante 3 min y se sometieron a electroforesis en un gel de 15% PAA-8 M urea.

19. PROGRAMAS INFORMATICOS

Se utilizaron los programas DNASTAR para las comparaciones de secuencias de
DNA. Las predicciones de plegamiento de DNA se realizaron con los programas PCFOLD
y MOLECULE, desarrollados por M. Zucker y por J.R. Thompson, respectivamente. Para
todas las cuantificaciones realizadas a partir de imdgenes se usé el programa ImageQuant
(Molecular Dynamics) y para eleccién de oligos para PCR se empled el programa OLIGO
(version 3.4).
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1. DEFINICION DEL ssoA DE pMV158

Como se comenté en la Introduccién, es necesaric que en los pldsmidos con
replicacién RC exista una etapa de conversién de los intermediarios sSDNA a dsDNA para
que se complete su proceso replicativo (sintesis de la cadena retrasada). Esta etapa requiere
la presencia de una sefial que actiie como origen de replicacién de la cadena complementaria

(ss0), tal como ocurre en los colifagos de cadena sencilla durante el paso de SS - RF.

En el plismido pMV158 se han definido dos tipos de sso, segiin la homologfa de sus
secuencias: ssoA y ssoU (Novick, 1989; van der Lelie, 198%). Ambos estan localizados en
la cadena codificante del plasmido y estdn separados por el gen mobM (Fig. 9). Hasta la
fecha, éste es el dnico caso conocido donde en un mismo genoma se presentan dos sefiales
distintas de conversidn del ssDNA plasmidico. En este trabajo se estudiard la funcidon de cada
uno de estos origenes de replicacion, de forma separada y en varios huéspedes. El ssoU se
encuentra en el fragmento de DNA limitado por los sitios EcoRI entre las coordenadas 3170
y 4298 de pMV158 (Fig. 11). Este fragmento de 1.1 kb contiene, ademds, la regién
promotora y parte del gen mobM y su delecién dio lugar al pldsmido pL.S1 (4408 pb), cuyas
funciones replicativas y sistemas de control del nimero de copias en S. prneumoniae han sido
y siguen siendo objeto de estudio en nuestro laboratorio. Tanto pMV158 como pLSI1 se
mantienen de forma estable en esta especie bacteriana y presentan un promedio de 36 y 22
copias por equivalente cromosdémico, respectivamente. Dado que pLS1 posee un solo tipo de
550, el 5504, y se sabe que es completamente funcional en dicho huésped, se utiliz6 este
pldsmido para el estudio detallado de este origen de replicacién. Por lo tanto, y para
simplificar, en este apartado (y en los siguientes que traten sobre el sso4), en lugar de
referimos a la secuencia de su parental pMV158, se hablard en términos de coordenadas
definidas para pLS1 por Lacks y cols., (1986). En la Figura 12 se presenta un esquema de
pLS1 con los sitios de restriccién mds relevantes a este trabajo y su posicion correspondiente

en la secuencia del pldsmido.
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Figura 11. Mapa fisico y genético de pMV158. Los origenes de replicacion de las cadenas lider (dso) y
retrasada (ssoA y ssoU) se representan en un recuadro sombreado con sus respectivas direcciones de replicacidn
{flechas). Se indican las proteinas codificadas por el pldsmido y su direccién de sintesis (flechas anchas) y la
posicién de los RN As antisentido, RNA I y RNA 11 (flechas onduladas). Se sefialan fos sitios de restriccidn mds
relevantes y sus coordenadas de corte. .a delecién que da origen al pldsmido pl.S1 estd indicada con un
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Figura 12. Mapa fisico y funcional de pLS1, Los origenes de replicacidon de las cadenas lider (dso) y retrasada
(ss0A) se representan en un recuadro punteado y sombreado, respectivamente. La direccién de la replicacion:
a partir de estos origenes se indica con una flecha. Se muestra la extensidn de las deleciones en pLS5 (AS),
pLS4 (A7+A5), pLSIA24 (A24), los promotores (circulos pequeiios), los RNAs (flechas onduladas) y las
proteinas codificadas por el plismido (flechas anchas). Se indican los sitios de restriccién mds relevantes y las

coordenadas de corte,
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1.1. Andlisis de deleciones en la region del ssoA

En el momento de iniciar esta Tesis, se tenfan algunos datos sobre el origen de
replicacion de la cadena retrasada de pLS1 (ssod), relativos a su posicién y funcién en S.
pneumoniae (una especie relacionada a S. agalactiae, desde donde pMV158 fue aislado
originalmente), B, subtilis y E. coli (del Solar, 1991). Los derivados de pLS1 con los que
se contaba entonces para estos estudios eran pLSS y pLS4. El primero contiene {;na delecidn
de 332 pb (coordenadas 34 a 365; A5 en Fig. 12) que resulta en el aumento de su nimero
de copias al doble que el de su parental, en los tres huéspedes analizados. Aunque aiin no
se conoce exactamente la razén de este cambio fenotipico, se ha propuesto que la estructura
secundaria existente en el fragmento delecionado, actuarfa como un posible elemento negativo
del inicio de la replicacién. El pldsmido pLS4 fue construido a partir de pLS5 por
eliminacidn del fragmento HindIIl (3279) - Ncol (4221) (A7 en Fig. 12). El efecto de esta
segunda delecidn se manifesté en un incremento de las formas ssDNA intracelulares
generadas por el pldsmido y en el descenso de su nimero de copias a la mitad del de pLS1
en S. pneumoniae (es decir, que tendrfa un ndmero de copias cuatro veces menor que el de
su parental pLS5). Tanto en este huésped como en B. subtilis, pLS4 mostré adémds, un
grado de inestabilidad segregacional muy marcado, mayor incluso que el que le
corresponderia seguin un reparto al azar calculado tedricamente (del Solar, 1991; Tabla 3;:

ver Discusién).

La gran acumulacién de intermediarios replicativos ssDNA de pLS4 en S. pneumoniae
puso en evidencia que la sefial de conversién ss = dsDNA del pldsmido se encontraba en este
fragmento HindIIl - Ncol de pLSl. Esta regidn contiene una secuencia de nucledtidos
inversamente repetida, entre las coordenadas 4094 y 4225, con potencial para formar una
estructura tipo tallo-lazo en cada cadena del DNA, con un 70% de sus bases apareadas (del
Solar y cols., 1987a; Fig. 13). La presencia de este tipo de estructuras en el DNA es una
caracteristica compartida por todos los sso descritos hasta el momento, tanto para colifagos
de cadena sencilla como para pldsmidos con replicacién RC. La existencia de una estructura
secundaria en dicha regién de pLS1 se comprobé experimentalmente mediante digestion
controlada con nucleasa S1 de DNA superenrollado (del Solar y cols., 1987a). La homologia

de esta zona con los sso descritos para una serie de plasmidos de S. aureus permitié su
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inclusién dentro del tipo pald 6 ssoA de origenes de replicacién (Novick, 1989; Fig. 2). Al
igual que en éstos, en el sso4 de pLS1 se destacan dos zonas conservadas: la region RS,
ubicada en la base del tallo de Ia estructura secundaria formada y el hexanucleétido 5°-
TAGCGT-3" (que denominaremos CS-6), localizado principalmente en el lazo desapareado
de esta horquilla (Fig. 13). Por otro lado, se habfan propuesto mecanismos alternativos de
conversion ss = dsDNA en pLS4, dado que este pldsmido sigue siendo capaz dg replicar en
pneumococos a pesar de carecer de la sefial principal de conversion del ssSDNA i)lasmidico.
Estos mecanismos son, sin embargo, muy poco eficientes, puesto que sélo garantizan la
conversién a dsDNA de un porcentaje bajo de moléculas ssDNA, las cuales aparecen, como
consecuencia, acumuladas en alta proporcién en células de pneumococos que contienen pL.S4

(del Solar y cols., 1987a; ver Fig. 15).
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Figura 13. Estructura secundaria predicha del ssoA de pLS1. Se presenta el plegamiento intracatenario mds
estable predicho por ordenador (programas PCFOLD y MOLECULE) de la cadena (+) de pLS1, entre las
coordenadas 4000 y 4300 del pldsmido. Se indican las secuencias conservadas RS, y CS-6 y algunas
coordenadas de esta secuencia.
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Teniendo en cuenta estos datos, se procedid al diseiio de un estudio mds detallado del
$50A de pLS1. En primer lugar habia que acotar de forma experimental la regién minima que
funcionaba como origen de replicacién de la cadena complementaria en este pldsmido. Este
origen es completamente activo en §. pneumoniae, es decir, que las formas de ssDNA
plasmidico detectables son muy bajas, debidoe al alto indice de conversién a dsDNA de las
mismas. Esta caracteristica facilitaba la determinacién de variaciones en la acumulacién de
ssDNA plasmidico en células de pneumococos, fiel reflejo de variaciones en la fﬁncionalidad
de su sso4, por lo que se utiliz6é dicho huésped para analizar, de forma comparativa, el
contenido intracelular de ssSDNA generado por pldsmidos alterados en esta zona. Partiendo
de la base de que la sefial de conversidn ss - dsDNA de pLS1 se encontraba dentro del
fragmento HindllII - Ncol delecionado en pLS4 y que la estructura tipo tallo-lazo, asi como
las secuencias conservadas se localizan entre los sitios AfII (4022) y Neol (4221) incluidos
en esta region, se construyeron dos derivados de pLS1 que carecian de los fragmentos
HindIII - AfIII (pLS1AHA) y AfIIl - Ncol (pLS1ANA) (Fig. 14). Con estos pldsmidos se
transformaron células competentes de S. pneumoniae y los clones seleccionados se crecieron
en presencia de Tc (1pg/ml) hasta una D.O = 0.4, correspondiente a la mitad de su fase
exponencial de crecimiento. Estos cultivos se utilizaron para preparar extractos crudos
celulares. Como control se llevaron extractos de pneumococos que contenian los plasmidos
PMV158 (sso4 + ssoU), pLS1 (ssoA), pLSS (ssoA + AS), pLS4 (AssoA + AS) y pLS1A24
(ssoA + A24). Este ultimo replicdn contiene una delecidn que abarca desde el sitio Ncol

hasta la coordenada 401, cercana al dso de pLS1 (A24 en Fig. 12).

El DNA plasmidico de cadena sencilla se puede detectar en extractos celulares
siguiendo tres criterios: i) tiene una movilidad electroforética mayor en geles de agarosa que
la de las formas monoméricas de DNA de doble cadena ccc (circulares, covalentemente
cerradas superenrolladas); ii) se une a filtros de nitrocelulosa sin necesidad de
desnaturalizacién previa, y iii) es totalmente sensible al tratamiento con nucleasa S1 (te Riele
y cols., 1986). Por lo tanto, una forma de estimar la proporcién de ssDNA plasmidico
presente en un extracto celular, consiste en analizar {mediante hibridacién con una sonda
marcada) el DNA total transferido a una membrana tras su desnaturalizacién. La relacion
ss/dsDNA permitird evaluar la funcién de los sso plasmidicos de forma comparativa,

independientemente i) del nimero de copias promedio (medido como dsDNA) que tengan
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estos replicones en la poblacién bacteriana, siendo dsDNA igual a la suma de las formas ccc
mds las formas oc (circulares abiertas) del pldsmido, y ii) de variaciones experimentales entre
los distintos ensayos. Para la deteccién de los intermediarios ssSDNA y su cuantificacién

relativa al dsDNA en cada caso, se procedié segin los apartados correspondientes de

Métodos.
2 .
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Figura 14. Mapa de deleciones en pLS1. Se representa esquemdticamente la regién comprendida entre los
sitios Hindlll (coordenada 3279) y Apalll (coordenada 607) de pl.81. Se sefalan las deleciones (lineas
punteadas) producidas en los plisimidos indicados a la derecha de cada representacién. El origen de replicacidn
de la cadena lider (dso) se representa en un recuadro sombreado. Se indican algunos sitios de restriccién ¥ sus
correspondientes coordenadas de corte.

Los resultados obtenidos coincidieron con nuestras expectativas: sélo en el caso de
PLSIANA se detect$ un incremento intracelular de ssDNA plasmidico comparable al de
pLS4, mientras que pLS1AHA presentd un fenotipo igual al de su parental pLS1 (Fig. 15;
Tabla 3). Esto indica que las funciones implicadas en la conversién ss = dsDNA se hallan
en la regién AfII - Ncol de pLS1 y que tanto la zona hacia la derecha (pLS1AHA) como
hacia la izquierda (pLS5 y pLS1A24) de esta secuencia no influyen en la funcionalidad del
5504 de dicho pldsmido. Por otro lado, el mimero de copias de pLSIANA vy su estabilidad
segregacional bajan a niveles semejantes a los de pLS4, mijentras que pLS1AHA mantiene
ambos valores iguales a los de pLS1 (Tabla 5; ver Fig. 19). Nétese también, que en este
huésped no existen diferencias significativas en cuanto al nivel de acumulacién de ssDNA de
pLS1y de pMV158, a pesar de llevar este dltimo un segundo tipo de sso. Esta caracteristica
habia sido interpretada como la posible carencia de funcién del ssoU en S. pneumoniae

cuando el ss04 estd presente (del Solar y cols., 1993a) y se tratard mds adelante.
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Figura 15, Nimero de copias ¥ acumulacidin intracelular de ssDNA de pLS1 ¥ sus derivados en 5.
preumonine. El DNA olal procedente de extractos crudos dz cflulas dz pnaumococos contenisndo los
plasmidos indicados se sometid a electroforesis en un gel de agaresa 0.7 %, el cual se reveld por tincidn con
EtBr (A y D). El DNA s¢ trunsfirid & un filtro de nitrocelulosa con (B ¥ €) o sin {E v F) desnaturalizacidn
previa; agui se muestra la parte del gel que contiens sl ssDNA plasmidico. Las formas plismidicas transferidas
s detectaron por hibridacidn con una sonda de pLS1 marcads radiactivamente. Los autorradiogramas E v F
han sido sobreexpuestes para revelar las diébiles bandas correspondientes al DNA monocatenario (ssDNA)
generado por los plismidos pMV158, pLS1, pLS1AHA, pL55 y pLS1A24. Se indican las formas de DINA
plasmidico monomérico bicatenario: oc {circulares abjertas, gue probablemente se solapen o estén muy cercanas
a formas diméricas minorituras del misme) y coo (circulares covalentemeante cerradas, superenrolladas). chr;
DNA cromostmico.
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Tabla 5. Nimero de copias, relacién molecular ss/dsDNA y estabilidad de pMV158 y sus derivados en S.

preumoniae

Pldsmido Nimero de ss/dsDNA Lex*
copias *
pMV158 36 + 6 0.005 + 0.0006 { 0.004 .
pLS1 22 + 2 0.006 4+ 0.0003 { 0.004
pLSS 46 + 3 0.008 + 0.003 { 0.004
pLS4 11 + 3 0.34 + 0.10 0.1
pLS1AHA 20 + 4 0.0052 + 0.002 { 0.004
pLSIANA 13 + 3 0.31 + 0.01 0.07
pl.S1424 21 £ 2 0.008 + 0.002 { 0.004
pLS1A13 13+ 4 0.12 + 0.02 0.04
pLS1A14 12 +3 0.20 + 0.04 0.05

(a) Medido como dsDNA {ccc + oc)
(b) Frecuencia de pérdida plasmidica por generacidn (para su cdlculo, ver Métodos)

Quedando delimitado el ssoAd de pLS1 en el fragmento A1 (4022) - Ncol (4221) de
199 pb (Fig. 16), se procedio a indagar dentro de éste acerca de las secuencias nucleotidicas
que fueran importantes para su actividad in vive. En una primera aproximacién, se
construyeron una serie de derivados delecionados de pLS1 mediante digestion controlada con
nucleasa BAL31 a partir del plasmido linealizado con AfIII. La digestion con este enzima se
efectud en condiciones que permitieran conseguir deleciones entre 100 y 200 pb a partir del
sitio AﬂII._V Una vez tratada con BAL31, la mezcla de reaccidn se sometid a la accién de la
DNA PolIK de E. coli y de la'DNA ligasa de T4 para conseguir la recircularizacién del
DNA de los pldsmidos resultantes. A continuacién, se transformaron células competentes de
S. pneumoniae con el producto de ligacién, previamente cortado con AfIII para evitar los
pldsmidos en donde BAL31 no hubiese actuado. Esto se debe al mecanismo de incorporacién
de DNA exdgeno empleado por células de pneumococos, en donde la frecuencia de

transformacién de pldsmidos linealizados estd muy disminuida respecto a la de pldsmidos
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circulares (Lacks, 1968). El fenémeno de incompatibilidad plasmidica existente entre
elementos con el mismo replicén bdsico, permite que sélo un pldsmido (y no mds) se
establezca en cada célula. Por ¢llo, el fenotipo que adquiera una colonia bacteriana podria
ser indicativo del tipo de pldsmido que contenga. Por ejemplo, se sabe que las colonias de
S. pneumoniae que llevan un pldsmido estable y con un nimero de copias como el de pLS1
(alrededor de 20/equivalente cromosémico), en un medio con presion de seleccién para el
mismo (Tc), son de un tamafio mayor que las que contienen un pldsmido segreg;{cionalmente
inestable y con un mimero de copias relativamente mds bajo, como-el de pLS4 (unas 10
copias/equivalente cromosémico). El menor tamafio de estas colonias parece estar
determinado por un enlentecimiento del crecimiento celular ligado al grado de inestabilidad
de tales replicones, es decir, que un pldsmido que no se segregue homogéneamente durante
la divisién celular, dard origen a células que carezcan del mismo y que crecerdn como
consecuencia mds despacio en presencia de Tc. En estos casos, las colonias contardn con
células mds pequefias y por lo tanto, aparecerdn con un tamafio menor. Dado que pLS4 y
pLS1ANA ven reducido su nimero de copias respecto al de pL.S1 y son segregacionalmente
inestables en S. pneumoniae a la vez que carecen de su sefial principal de conversion del

ssDNA, se consideré que un bajo nimero de copias en las nuevas construcciones podria ser

indicativo “a priori” de la alteracién del ssoA.

Con el fin de conseguir un derivado de pLS1 cuya delecién mds pequeiia producida
por BAL31 tuviese un grave efecto en la funcionalidad de este origen, se seleccionaron los
clones conteniendo pldsmidos del tamafio mds parecido a pLS1 y con el nimero de copias
mds bajo. Para ello se analizé el contenido en DNA plasmidico de 20 clones transformados,
procedentes de colonias pequefias. Para valorar el tamafio y el nimero de copias de cada
pldsmido se prepararon extractos crudos celulares a partir de dichos clones bacterianos. Una
muestra (15u1) conteniendo el DNA total de cada uno se sometid a electroforesis en un gel
de agarosa 0.8% a bajo voltaje (30V) durante 16 h, para poder apreciar mejor la diferencia
de tamafio entre los distintos pldsmidos. El DNA de cada preparacién se visualizé tifiendo
el gel con 0.5 pg/ml de EtBr y exposicién a luz uv. Las formas dsDNA plasmidicas se
cuantificaron mediante densitometria de los negativos de varias fotografias realizadas en estas
condiciones y variando el tiempo de exposicién. Se aislaron dos pldsmidos que cumplian

ambos requisitos: pLS1A13 y pLS1A14. Ambos carecen del sitio Rsal (4130) pero mantienen
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el sitio Ncol (4221) (Fig. 16).

?888 F’AM
CTATAGACCGTCTTAAAAGCGAAATAAAGCGACTAAAAAACGARAATTCAATTTTACGTCAG
CATATCTEGCAGAATTTTCGCTTTATTTCGCTGATTTTTTGCTTTTAAGTTAARATGCAGTC
3949
A3

CAAAATGACAAGATGCTAGGGAAATTAAGAGAGTTAATGCCTGATAAAGCCTTTAAGAATTT
GTTTTACTGTTCTACGATCCCTTTAATTCTCTCAATTACGGACTATTTCGGAAATTCTTARA

4011
AfLLI L
GTTATCAGAACT TAAGGCGATTAAGCCAATCGTGAATATAATTAAAAAGGCTATTGAAAAGA
CAf TAGTCTTGAATTCCGCTAATTCGGTTAGCACTTATATTAATTTTTCCGATAACTTTTCT

RSae 813~ 4073

End Hob — 1

GCTTGTTCIQAGCGATTTATGCCGTGAAAGCTATTTGACAATAAGCAGTGACAGAGﬁCGCT
CGAACAAGACTCGCTAAATACGGCACTTTCGATAAACTGTTATTCGTCACTGTCTCATGLGA

4135

bia - -
7 C5-6

AGGACGTGCCEAGCCGAAAGGCTTTAGCGTTTCGGACGGACACGGACAAAGGACGGCAGTCA
TCCTGCACGGCTCGGCTTTCCGAAATCGLAAAGCCTGCCTGTGCCTGTITCCTGCCGTCAGT

4197

Hz2a
Ncoi

CTGETTACTTGTTGTCAAATAGACCATGGAATAAAAAGCGTCAAAAGTCTTGAGT
SACC JATGAACAACAGTTTATCTGGTACCTTATTTTTICGCAGTTTYCAGAACTCA

4252

Figura 16. Secuencia nucleotidica del ssoA y regiones adyacentes de pLS1. Las coordenadas de la secuencia
mostrada corresponden a las definidas por Lacks y cols. (1986). Los sitios de restriccién AfIll, Rsal y Ncol
estin subrayados. Se indica con una flecha los bordes de las deleciones A13 y Al4 y el borde izquierdo de la
delecidn A24. las secuencias conservadas RSy y CS-6 estdn encerradas en un corchete.

El grado de ssDNA acumulado por dichos replicones fue elevado (entre 15 y 30 veces
mds alto que el de pLS1, en cada caso) y la relacion ss/dsDNA era bastante parecida a la de
pLS1IANA (Fig. 17; Tabla 5). La secuencia del DNA de ambos plismidos reveld una
delecion de 141 pb (entre las coordenadas 3989 y 4130) para pLS1A13 y de 206 pb (entre
los nucledtidos 3931 y 4137) para pLS1Al4 (Fig. 16). Como se habia comprobado
previamente que la regién hacia la izquierda del sitio Af7II no tenia efecto en la funcionalidad
del ssoA (pLS1AHA), la atencién se concentré en las secuencias delecionadas hacia la
derecha del mismo. Ambos pldsmidos tienen delecionada la secuencia RSy, pero conservan
el hexanucledtido consenso 5’-TAGCGT-3". Asimismo, el nimero de copias y el grado de
inestabilidad segregacional de estos pldsmidos es bastante parecido a los calculados para

pLS1ANA (Fig. 19; Tabla 5).
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Estos resultados permiten deducir una implicacién importante de la secuencia y/o
estructura secundaria del RS, en la funcionalidad del sso4 de pLS1. Sin embargo, estos datos
no descartan que lo realmente necesario sea una estructura global especifica de este origen
de replicacion, mds alld de una secuencia o estructura localizada. lLa prediccion del
plegamiento mis estable de la region AfIII - Neol de estos dos pldsmidos, evidencio una clara
alteracion de la totalidad de la horquilla y un aumento de las zonas desapareadas, aunque la

region CS-6 se mantiene en un entorno similar que en el plismido silvestre (Fig. 18).

! <L
B 355 8 Sa¢ 4
=_ 93399« L e =
=20 nnmn >mun W TeRR )
p- S [ty R ey e ==l M et
RS ac D& [ = T o T o o &
I 1 | |

- pl

[

chr

-

b
]_ cee

.} ssONA

Figura 17, Nimero de copias y acumulacién intracelular de ssDNA de pl.51A13 y pL.S1414 en 5.
preamaoniae. Preparaciones de DNA total de células de pneumocncos gue contienen los pldsmidos indicados
se sometieron a electroforesis en un pel de apaross 0.7% y se reveld por tincion con EtBr (A). EI DNA,
desnaturalizado previamente, se transfind 2 un filtro de nitrocelulosa (B) y se detectd por hihnidacion con una
sonda de pLS]1 marcada radiactivamente. Se mndican las formas de DNA plasnudico bicatenano: oc {circulares
abiertas) ¥ cce (circulares covalenlemente cerradas, supersnrolladas) y las de DMNA monocatenanio (ssDNA).
chr: DNA eromostmico,
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Figura 18. Efecto de las deleciones A13 y A14 en la prediccién de la estructura del ssoA. Se presenta el

plegamiento intracatenario predicho por ordenador para el ssDNA de pLS1A13 y pLS1A14 desde las
coordenadas 3902 a 4300 de pLS1, generado como consecuencia de cada delecidn.
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Figura 19. Estabilidad segregacional de los derivados delecionados de pLS1 en S. preumoniae. La
proporcién de células con plismide en cultivos creciendo exponencialmente se determiné como el porcentaje
de células Tc' medido al cabo de las generaciones indicadas. Como control, se analizé simultineamente la

estabilidad de pLS1 y pLS4. Sfmbolos: pL.$1 (), PLSIAHA (), pLS1ANA (), pLS1A13 (), pLS1A14 (),
pLS4 ().

1.2. Andlisis de mutaciones en las regiones conservadas del ssoA

Continuando con el estudio de las regiones necesarias para la actividad del sso4 de
pLS1, emprendimos el andlisis de los requerimientos estructurales y de secuencia de las
zonas conservadas de este origen (CS-6 y RSp), mediante mutagénesis dirigida. La
dependencia de orientacién del sso4 de pLS1 habia sido comprobada in vivo (del Solar y
cols., 1993a) y también se habia descrito esta misma dependencia de cadena para el 5504 de
otros pldsmidos con replicacién RC (Gruss y cols., 1987). Esto permite suponer que al
menos parte de las secuencias esenciales para el reconocimiento de esta scfial en S.
pneumoniae deben estar en una regién desapareada de la estructura del origen. Esta es una

caracteristica que cumple la secuencia consenso CS-6, asi como una parte de la secuencia
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Figura 20. Mutaciones en la regién CS-6 del ssod de pLS1. Los nucledtidos sustituidos en Ia region CS-6
silvestre (centro) que dan lugar a cada mutacién (CM, GI, G3, G4) se indican con letras oscuras. Se presenta
la regi6n comprendida entre las coordenadas 4149 y 4170 de pLSI. En CM se sefala una secuencia muy
parecida a CS-6, generada como consecuencia de 1a sustitucién nucleotidica (corchete). La estructura secundaria
de la regién presentada se obtuvo mediante prediccién por ordenador del plegamiento adoptado por la secuencia
completa del 5504 una vez introducida cada una de las mutaciones, Estas no afectan al resto de la estructura

silvestre del origen.
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RSg. Si estas regiones no fueran relevantes se esperaria que preser;taran una mayor
variabilidad que la existente en regiones de apareamiento intracatenario, puesto que
mutaciones en zonas desapareadas no desestabilizarfan la estructura secundaria del sso4 ni
obligarfan a mutaciones compensatorias para mantener el apareamiento. Con el fin de
comprobar si efectivamente eran las zonas desapareadas de estas secuencias las que
determinaban la funcionalidad del origen, se disefiaron una serie de mutantes en donde se

/-

alteré la secuencia y/o la estructura local de ambas regiones conservadas.

En un primer grupo se introdujeron cambios sutiles (pLSICM) o totales (pLS1G3 y
pLS1G4) en la secuencia CS-6, en las secuencias desapareadas del RSy (pL.S1G7) 0 en ambas
regiones (pLS1G3G7). La modificacién de la estructura local en estas zonas como
consecuencia de las mutaciones generadas fue muy pequefia. En un segundo grupo de
mutantes se alterd €l apareamiento interno de la estructura adoptada por el sso4 de pLS1 en
la regién CS-6 (pLS1G1) o RSy (pLS1G5 y pLS1G6) variando la secuencia nucleotidica de
las zonas complementarias a ellas. Los cambios producidos y las predicciones de las
estructuras secundarias generadas en cada caso se esquematizan en las Figﬁras 20y 21. Aqui
se puede ver ademds, que estas mutaciones sélo afectan zonas especificas dentro del qrigen,

mientras que la estructura global del mismo permanece inalterada.

Para realizar los experimentos de mutagénesis dirigida, se cloné el fragmento pequefio
EcoR1 - Psil de pLS1 (coordenadas 3170 a 5; Fig. 12) que contiene ¢l 5504, en el fagémido
pALTER-1 cortado con las mismas enzimas de restriccién, dando lugar al fagémido
recombinante pA-pLS1ssoA” (Fig. 22). Los sitios EcoRI y PstI (coordenadas 5 y 48,
respectivamente) en este vector, se encuentran en una region de clonaje miiltiple incluida
dentro del gen lacZ. La seleccién del recombinante y el procedimiento de mutagénesis
dirigida seguido, se detallan en el apartado 10 de Métodos. Los oligonucleétidos empleados
par:i la mutagénesis, en cada caso, se presentan en la Tabla 6. A la vez que se modificé la
secuencia del ssoAd, se crearon sitios de restriccién que permitieron localizar la mutacidn

deseada mds facilmente.
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Figura 21. Mutaciones en i{a regién RS; del sso4 de pLS1. Se presenta la estructura secundaria predicha por
ordenador para los derivados mutagenizados del ssoA en la region RS, dando lugar a pLS1G5, pLS1G6,
pl.51G7 y al doble mutante (en RSy y CS-6) pL.S1G3G7. La regi6n plegada incluve las coordenadas 4000 y
4300 de pLS1. Los puntos negros sefalan los nucledtidos sustituidos en la secuencia silvestre. Se indican

algunas coordenadas del pldsmido, las secuencias conservadas que permanecen inalteradas y los extremos 5°
y 3" de la cadena plegada; cadena (+).
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Figura 22." Construccién de! fagémido recombinante pA-pLSlssoA”. Se digirieron 1 pg del DNA de
PALTER-1 y 3 ug del DNA de pLS1 con los enzimas Psfl y EcoRI. Los productos de cada digestién se
corrieron en un gel preparativo de agarosa 1%, a partir del cual se purificd el fragmento grande de pALTER-1
(5637 pb) y el fragmento Pst] - EcoRI pequefio de pLS1 (1243 pb). Ambos se mezclaron en una proporcién
1:1 en moléculas y se traté con T4 DNA ligasa. Se us6 un tercio de 2 mezcla de ligacidn para transformar
células competentes de E. coli JM109 y los clones conteniendo el fagémido recombinante se seleccionaron en
placas TY con IPTG (0.5 mM), X-Gal (20 ug/ml) y Tc (15 ug/ml). El sentido de la replicacién a partir de cada
uno de los origenes representados (recuadro blanco) se indica con una flecha. Se muestra la direccidn de
transcripcién de los genes (flechas anchas) y los sitios de restriccién mds relevantes. El gen lacZ queda

inactivado como consecuencia de esta construccién.
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Tabla 4. Oligonucleétidos y mutaciones generadas en la region del ssoA de pLS1

Mutacién Oligonucledtido (5° - 37)° Sitio de
X) restriccién
CM CGAGCCGAAAGGCTTATCGATTTCGGACGGACACGGA 7 Clal
Gl CGTGCCGAGCCGAAAATATTTAGCGTTTCGGAC Sspl
G3 CGTGCCGAGCCGAAGGATTTGGATCCTTCGGACGGACACGG BamHI
G4 CCGAGCCGAAGGGCTTGGAT CCTTCGGACGGACACGG BamHI
G5 CTTGTTGTCAAATAGAAATATTAATAAAAAGCGTCAAAAGTCTTG Sspl
Go CTTGTTGTCAAATAGCTITTCATGGCATAAAAAGCTTCAAAAGTCTT  HindlIIl

GAGTGGA
G7 TGAGCGATTTATGCCAGATCTGCTATTTGACAATAA Bglll

(a) Los cambios generados en la secuencia silvestre de pLS1 estdn subrayados; los sitios de restriccion creados y reconocidos por los

enzimas indicados a fa derecha, estdn en letras oscuras.

Para determinar si la acumulacién de ssDNA y/o nimero de copias de los plasmidos
derivados de pLS1 que contenian cada mutacién habia variado, se transfirié el fragmento
EcoRI - Pstl clonado en pALTER (y mutagenizado) nuevamente al plasmido original
(intercambiando el mismo fragmento silvestre de pLS1 por uno mutado) y los pldsmidos
resultantes se establecieron en S. preumoniae. A estos replicones se les denominé pLS1X,
donde X representa ¢l tipo de cambio generado (CM, G1, G3 - G7, G3G7). En todos los
casos, el nimero de copias que exhibieron estos derivados fue semejante al de su parental
(Fig. 23A). Solamente pLS1G3G7 se mostré un tanto inestable en este huésped (Lex =
0.02), mientras que los demds pldsmidos analizados (pLS1CM, pLS1G3 y pLS1G6) se

mantuvieron establemente en la poblacién al cabo de 60 generaciones ensayadas.

Cuando se analizé el nivel intracelular de ssDNA acumulado por estos pldsmidos, se
pudieron distinguir dos categorias de mutantes (Fig. 23B y C). Los pldsmidos que tenian
alterada la regién CS-6 (pL.SICM, pLS1Gl, pLS1G3 y pLS1G4) acumularon una cantidad

de ssDNA tres veces superior a la de pL.Si, independientemente de Ia naturaleza de la
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mutacién introducida. Por otro lado, los pldsmidos con la regidn RS, modificada (pLS1GS,
pLS1GEG y pLS1G7), asi como el doble mutante (pLS1G3G7), presentaron un fenotipo similar
al de los plismidos en donde la secuencia RSy se habia delecionado totalmente (pLS1A13 y

pL51A14) o carecian completamente de ssod (pLSIANA).
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Figura 23, Numero de copias y acumulacién intracelular de ssDNA de los derivados mutagenizados de
pLS1. El DNA total de célulss de pneumococos que contiensn los pldsmidos indicados se sometieron a
elecroforesis en un gel de agarosa 0.7% y tincidén con EtBr (A), transfiriéndose posteriorments u un filtro de
nitrocelulosa ¢con (B) o sin (C) desnaturalizacidn previa; aqui se musstra la parte del gel correspondiente al
s«DDNA plasmidico. Las formas plasmidicas transferidas se detectaron por hibridacion con una sonda de pl.S1
marcada radiactivamente. Ambuos autorradiogramas han sido sobreexpusstos para revelar las débiles bandas
correspondientes al ssDNA de los pldsmidos pLS1CM, pLS1GI1, pLSIG3 v pLS1G4. Cowo control se llevd
el mismo ensayo con pLEL. Se indican las formas plasmidicas bivatenarias: circulares abicrtas (oc) y circulares
covalentemente cerradas, superenrclladas (cee). chr: DNA cromosdmico.
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Estos resultados permiten concluir que, en S. pneumoniae, tanto la secuencia
nucleotidica de las bases desapareadas como el apareamiento intracatenario de la regién RS,
de pLS1 tienen un rol principal en el reconocimiento huésped-pldsmido para la conversion
ss — dsDNA plasmidico in vivo, y que la regién CS-6 tiene una influencia, aunque bastante
menor, en la funcionalidad de este origen. En segundo lugar, si el reparto de cada replicon
fuera completamente al azar durante la divisién celular y por lo tanto ligado vinicamente a
su mimero de copias, todos estos derivados deberfan ser tan estables como/"pLSI en la
poblacién, dado que ninguna de las alteraciones locales del ssoA supusieron un descenso
significativo en su nimero de copias. Sin embargo, no sucede asf para pLS1G3G7. Esto,
junto con otros datos de estabilidad obtenidos durante la realizacién de este trabajo, ponen
de manifiesto una relacién poco clara entre ambas caracteristicas plasmidicas (esta tltima

observacién se tratard en la Discusion).

2. EL MECANISMO DE INICIACION DE LA CADENA RETRASADA
DE pLS1

Los enzimas bacterianos que participan en la sintesis de la cadena complementaria
durante la replicacién RC habfan sido descritos para algunos pldsmidos de S. aureus (pT181,
pC194 y pUB110) e involucran a la RNAP en dicho proceso (Birch y Khan, 1992; Boe y
cols., 1989). Para estos pldsmidos se habfa sugerido entonces, un mecanismo de iniciacion
similar al utilizado por los fagos filamentosos de E. coli (ver Introduccién), en donde la
RNAP sintetiza un pequefio transcrito que oficia como cebador a las DNA polimerasas del
huésped en la replicacién de la cadena retrasada. Aunque nada se sabfa acerca de la forma
en que los pldsmidos de estreptococos iniciaban la sintesis de esta cadena, la gran homologia
existente entre el ss04 de pLS1 (funcional en S. pneumoniae) y el de los pldsmidos anteriores
(funcional en S. aureus), hacia suponer un mecanismo de accién semejante en todos estos
casos. Para determinar si 1a RNAP de pneumococos estaba realmente implicada en el proceso
de conversién ss = dsDNA, se analizaron los productos plasmidicos generados después de
tratar con rifampicina (100 ug/ml), eritromicina (100 ug/ml) o con ambos antibidticos juntos,
cultivos en crecimiento exponencial de células de S. preumoniae conteniendo pLS1 (ssoA)

0 pLS4 (AssoA). A intervalos de tiempo diferentes, se tomaron muestras de 1os cultivos asi
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tratados y con ellas se prepararon extractos crudos celulares. El DNA total de cada
preparacion se corri6 en un gel de agarosa 0.7% y se transfirid, con desnaturalizacién previa,
a una membrana de nitrocelulosa para determinar la cantidad relativa de cada una de las
formas de DNA plasmidico generadas. El tratamiento con rifampicina (Rif) inhibe la
actividad de la RNAP y por lo tanto, la sintesis de RNA. Si éste era el enzima responsable
de la sintesis del pRNA en pLS1, la adicién del antibi6tico debfa traducirse en el acimulo
de formas ssDNA como consecuencia directa de la falta de cebadores para la stntesis de la
cadena complementaria del pldsmido. Si estos pRNAs eran producto de alguna otra actividad
enzimdtica, como por ejemplo la primasa o el primosoma, la inhibicién de'la RNAP no debia
suponer ningin efecto en la acumulacion de las formas monocatenarias del pldsmido, al
menos a corto plazo. Para conseguir mantener una cantidad constante de DNA plasmidico
se tratd cada preparacién con eritromicina (Erm), un inhibidor de la sintesis proteica. El
tratamiento con este antibidtico impedia la sintesis de nuevas moléculas de RepB,

preveniendo asi préximas rondas replicativas desde el dso.

En la Figura 24A se muestran los geles tefiidos con EtBr y los autorradiogramas
correspondientes a los ensayos realizados con cultivos sin tratar o donde sé agregaron ambos
antibidticos juntos. Aqui se observa un notable incremento de las formas ssDNA genéradas
por pLS1 en las células tratadas con Rif, mientras que en las mismas bondiciones no se
registrd ninglin cambio para pLS4. Se cuantificaron las diferentes formas de DNA plasmidico
en cada preparacion y la relacién molecular ss/dsDNA se graficé en funcién del tiempo de
tratamiento con los antibiéticos mencionados (Fig. 24B). Los resultados?obtenidos indican
la actuacién directa de la RNAP de S. preumonice en el inicio de la sfﬁtesis de la cadena
retrasada de pLS1. Tras la adicién de Rif o de Rif + Erm, la relacién' ss/dsDNA se vio
incrementada rdpidamente alcanzando a los 15 min un nivel 10 veces més é.lto respecto al del
cultivo no tratado. Este comportamiento sélo se observo en las preparaciones que contenian
pLS1, indicando que la RNAP actia de forma especifica en pldsmidos que llevan la sefial
ss0A. Por el contrario, pLS4 no experimentdé ningin cambio en su comportamiento
replicativo cuando se inhibi6 la sintesis proteica y/o del RNA, siendo la cantidad de ssDNA
plasmidico acumulada igual (y alta) en todos los casos, tanto con como sin antibiético. Esto
puso de manifiesto que los mecanismos alternativos de inicio de la sintesis de la cadena

complementaria, en ausencia del 5504, que deben existir en pLS4 para permitir su replicacion
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Figura 24. Efecto de la rifampicina en la conversién ss — dsDNA en pL51 y pLs4. Cultivos de
poeumococos en crecimiento exponencial, gue contiensn el pldsmido pLS1 o plS4 se trataron {+) o oo (=)
con rifampicina (Rif), eritromicina {Erm} o ambos antibidlicos juntos. A los tiempos indicados (min) se tomarun
muestras de cada uno, con los que se prepararon extractos crudos. El DNA de los mismos se sometié a
elecroforesis en geles de aparoza 0.7% y posterior transferencia a mitrocelulosa con desnaturslizavion. Las
distintas Tormas de DNA plasmidico se visualizaron como en el caso anteriur. A. Eu el gel tefiido con EtBr y
en Ins autorradiopramas cormespondientes s indican las formas de DNA monocatenario (ssDNA) y bicatenano
(dsDNA): oc (circulares abiertas) y coo {circulares covilentemente cerradas v superanralladas). chr: DMNA
cromostmico. B. Se cuantificaron las formas ss v dsDNA (coc + oe) de cads pldsmido y la relacién molecular
ssfdsDN A se representa en funcidn del tiempo de tralamicato con los antibidticos indicados. Simbolos: Rif (
be Erm () Rif + Erm ( ).
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en S. pneumoniae, son independientes de RNAP. Por otro lado, cuando los cultivos
conteniendo pLS1 se trataron solamente con Erm, se observé un claro descenso en la relacion
ss/dsDNA del pldsmido con el transcurso del tiempo (Fig. 24B). Dado que este antibidtico
s6lo actda a nivel de la sintesis proteica (sin alterar la sfntesis de RNA), evitando asi la
produccién de nuevas moléculas ssDNA del pldsmido, este hecho podria tener dos
explicaciones: i) que el descenso en la cantidad relativa de formas ssDNA de pLSl
observado, fuera producto de la propia degradacién de estas moléculas pgr nucleasas
existentes en el cultivo o en los extractos celulares procedentes del mismo, o ii) que el
contenido en ssDNA plasmidico descendiera como consecuencia de su conversién posterior
a formas dsDNA, promovida por la accién de la RNAP que hubiese todavia en el sistema.
Como en los cultivos que contenian pLS4 no se observé un descenso tan acusado de las
formas ssDNA plasmidicas tras el tratamiento con Erm, parece ser que la segunda
explicacion es la m4s probable, ya que si fuera degradacién, y por tratarse de un experimento
realizado en el mismo hospedador y en las mismas condiciones, tanto la monocadena de uno

como del otro pldsmido deberian haber sido atacadas de igual manera.

Si la causa del descenso de las formas ssDNA generadas por pLS1, en un sistema
donde estd inhibida la replicacidn a partir del dso, fuera debido realmente a su posterior
conversién a formas dsDNA, estos resultados confirmarian una vez mds, que la RNAP que
hubiese en estos cultivos (o extractos) no actiia en los mecanismos alternativos de conversion
ss = dsDNA de pLS4, al menos de una forma evidente, y sélo interviene en la sintesis de

la cadena complementaria de pldsmidos que contengan el s504.

3. REPLICACION IN VITRO A PARTIR DEL ssoA DE pLS1

La sintesis in vitro de la cadena complementaria de pLS1 y sus derivados se estudid

en dos sistemas diferentes: el de S. aureus y el de S. pneumoniae.
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Figura 25. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del 5504 de pLS1 y del ssoA de pE194, Se indican
los nucledtidos idénticos entre ambos origenes de replicacidn (*). Las coordenadas del alineamiento son: pLS1
(4082 a 4240; Lacks y cols., 1986) y pE194 (632 a 802; Horinouchi y Weisblum, 1982a).

3.1. El sistema de Staphylococcus aureus

Este sistema de replicacién fue el primero que se ensayd, entre otras cosas, por
disponerse de los protocolos de trabajo para el desarrollo del mismo (Birch y Khan, 1992).
También se habia puesto a punto un sistema de replicacién in vitro de la cadena lider de
pLSI en E. coli (del Solar y cols., 1987b), pero como se sabia que la eficiencia de
conversion ss = dsDNA a partir del sso4 de pLS1 es muy baja o nula en esta bacteria (del
Solar y cols., 1987a), era poco adecuado para nuestros objetivos en un primer momento.
Aunque nada se conocfa acerca de la funcionalidad de este origen de replicacién en S.
aureus, se sabia que pE194, un pldsmido perteneciente a la familia de pMV158 y original
de este huésped, replicaba consecuentemente muy bien en él. Ademds, pE194 contiene una
sefial de conversién ss — dsDNA andloga al ssoA de pLS1 (Fig. 25). Asi fue, que se decidid
realizar los experimentos de replicacién de la cadena complementaria de pLS1 empleando
extractos libres de células de S. aureus. Para ello se utilizé la estirpe RN4220, por ser un
mutante defectivo en el sistema restriccién-modificacién de la bacteria, lo que le permite
aceptar DNA exogeno sin degradarlo. El ssDNA utilizado como sustrato se obtuvo a partir
del fagémido recombinante pA-pLS1ssoA (pALTER-1 con el fragmento HindIIl (3279) - PstI
(5) de pLS1 clonado en la orientacién correcta; Fig. 26). Esta construccion presenta la sefial

s50A de pLS1 clonada de tal forma que al generarse el ssDNA a partir del dso del vector,
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por superinfeccién con un fago "helper", esta sefial queda contenida en el elemento
monocatenario y correctamente ubicada respecto a la direccién de replicacién de la cadena

retrasada plasmidica.
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Figura 26. Construccién del fagémido recombinante pA-pLSlssoA. Se digirieron 1 ug del DNA de
PALTER-1 y 3 ug del DNA de pLS1 con los enzimas Ps:1 y HindlIl. Los productos de cada digestién se
corrieron en un gel preparativo de agarosa 1%, a partir del cual se purific el fragmento grande de pALTER-1
(5672 pb} y el fragmento pequefio Psel - HindIl] de pL.S1 (1134 pb). Ambos se mezclaron en una proporcién
1:1 en moléculas y se traté con T4 DNA ligasa durante 16 h a 14 °C. Para la deteccién de los recombinantes
se procedid igual que para la construccién de pA-pLS1ssoA” (ver Fig. 22). El sentido de la replicacién a partir
de cada uno de los origenes representados (recuadro blanco) se indica con una flecha. Se muestra la direccién
de transcripcion de los genes (flechas anchas) y los sitios de restriccion mds relevantes. El gen lacZ queda
inactivado como consecuencia de esta construccién.
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Cada reaccion se llevé a cabo en un volumen total de 30 ul conteniendo 40 mM Tris-
HCI pH 8.0, 100 mM KCI, 16 mM Mg(OAc),, | mM DTT, 50 uM NAD, 50 uM cAMP,
200 uM ATP, 50 uM de GTP, UTP y CTP, 50 uM de dATP (6 dCTP), dGTP y dTTP, 20
pM [o-°P] dATP (6 [o-*P] dCTP) 10 xCi, 150 ng de ssDNA y la cantidad de extracto
necesaria para obtener una concentracion final de proteinas de 5 - 20 ug/ul. La temperatura
de incubacion fue 32 °C. La reaccién se detuvo y el DNA se extrajo de la preparacién
mediante fenolizacién y precipitacién con etanol. Estos productos fueron tratad(;\s en algunos
casos con enzimas de restriccién y se visulalizaron en geles de agarosa 0.8% o en geles de

secuencia (8% PAA/8 M urea), segin el caso.

3.1.1. Determinacion de las mejores condiciones para la sintesis irn vitro de la cadena

complementaria de pLS1

El primer paso consistié en probar si el sseA de pLS1 era eficientemente reconocido
en el sistema de replicacion in vitro, descrito por Birch y Khan (1992) para pldsmidos de S.
aureus. S1 la sintesis de DNA tenfa lugar, se debia optimizar el sistema para conseguir el
mejor rendimiento para pLS1. La obtencidn de los sustratos ssDNA, asi como la preparacién
de extractos acelulares de S. aureus y las reacciones bdsicas de replicacién, se detallan en
los apartados correspondientes de Métodos. Como control positivo, se llevé el ssDNA de un
fago derivado de M13 en donde se habia clonado la sefial sso4 de pE194 (M13-pE194550A)
y para el que ya se habian definido las condiciones de replicacién de la cadena retrasada: la
sintesis completa de esta cadena para 150 ng de ssDNA aislado de M13-pE194ss0A se
consiguio al cabo de 60 minutos de reaccién (a 32 °C) en una mezcla que contenia Sug/ul
de proteinas del extracto (Dempsey y cols., 1995). Para determinar las condiciones necesarias
para una ronda de replicacion a partir del ssSDNA de pA-pLS1ssoA, se probaron dos
cantidades de extracto (5 y 10 pg/ul) y dos tiempos de reaccién (60 y 90 fnin). A
continuacién, el DNA producto de cada ensayo se purific de la mezcla y se digirié con
HindIIl, con el fin de homogeneizar las diferentes formas plasmidicas (circulares abiertas,
circulares cerradas, superenrolladas y/o lineales) generadas al completarse la sintesis de la
cadena complementaria. En ambos casos, este enzima sélo tiene un sitio de restriccién en el
recombinante: en M13-pE194ssoA, HindIll corta a unos 150 pb “corriente abajo” de la zona

desde donde se inicia la sintesis de la cadena retrasada (Dempsey y cols., 1995), mientras
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que en pA-pLSlissoA corta a unos 870 pb "corriente abajo" de esta region (ver mds
adelante). En este dltimo caso, ademds se realizaron los mismos ensayos utilizando EcoRV,
cuyo sitio de restriccidn se encuentra a unos 1450 pb del inicio de la replicacidn a partir de
este ss0A. Los productos obtenidos fueron: una banda muy definida e intensa para M13-
pE194ssoA y una banda algo mds difusa, de intensidad similar para pA-pl.S1ssoA (Fig. 27).
Aqui, altas concentraciones de extracto (10 pg/ul) v un elevado tempo de reaccidn (90 min)
perjudican la replicacidn, ya que el patrdn de bandas observado tras la di gestiﬁnl con HindIll
o EcoRV ponen de manifiesto la degradacion del DNA. Fsta podria deberse al incremento
en la mezcla de reaccidn de las DNasas presentes en el extracto y al mayor tiempo para que
cstas actuasen. Por otro lado, la replicacidn a partir del ssDNA procedente de pALTER-]
{pA, vector del ssod de pl.S1) es prdacticamente nula, indicando que toda la replicacion

observada proviene del reconocimiento de la senal de conversion clonada en dicho vector.

Ext{pgsply & 10 ] 18] 5 1a
1 T 1 1T 1T — 1
[THiM el &0 60 60 50 50 B0 80 90 90 60 30 &0 90
Enz H E ,H E H E H E H E HH H H
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Figura 27. Replieacidn in vifro a partir del ssod de pLS1 v pE194 en el sistema de S, aurens, Para los
vnsayos de sintesis de la cadena complementaria (30 pl) se emplearon 150 ng del ssDNA aislado de pA-
pl51ss0A ¥ de M13-pE194ssoA en preseacia de [a-P] dJATP (10 pCi), ubilizando diferentes concentraciones
de extracto ncelulur (Ext). Al cabo de Ios iempos indicados, s pard |a reaceidn con 30 pl de solucidn de parada
(2% 5DS, 50 mM EDTA y 25 pg/ml proteinasa K). El DNA se purificd de la wezcla v s¢ cortd con lus
enzimas HindIll (H) o EcoRY (E). El producto de la digestitn sa corrid en un gel de agarosa O.8% y se secd
posteriormente al vacfo para su exposicidn autorradiogréfica. Como control se llevé el ssDNA aislado de
pALTER-1 (pA).
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Se puede concluir entonces, que el ssoA de pLS1, que actia eficientemente como
sefial de conversion ss — dsDNA irn vivo en S. pneumoniae, es también reconocido por
ciertos factores de S. aureus, in vitro, que permiten la conversién completa de la mayorfa
de las moléculas de ssDNA que contienen esta sefial (pA-pLS1ssoA). Sin embargo, parece
que la replicacion a partir del sso4 de pE194 es mds eficiente que desde el origen homénimo
de pLS1, ya que, en las mismas condiciones, hay un nimero mayor de moléculas ssDNA de
M13-pE194ss0A que completan la sintesis de la hebra complementaria de DNA (mayor
definicion de bandas), mientras que la difusion de las bandas de pA-pLSissoA podria ser
indicativo de formas parcialmente bicatenarias producto de una replicacién incompleta, que
no desaparecen al aumentar la cantidad de proteinas del extracto ni el tiempo de reaccién.
Los mejores indices de conversion ss - dsDNA desde el ssoA de pL.S1, se consiguieron con
5 ug/pl de extracto de S. qureus RN4220 y 60 min de reaccion a 32 °C y coinciden con las
condiciones previamente descritas para pE194, pT181 y pSN2 (Dempsey y cols., 1995). A
no ser que se indique otra cosa, éstas han sido las condiciones empleadas en los experimentos

de replicacion que se describirdn a continuacién.

3.1.2. Efecto de las mutaciones en las regiones conservadas del ssoA de pLS1

Una vez definidas las condiciones dptimas para la replicacién a partir del sso4 de
pLS1, se procedié al andlisis de los mutantes en donde se habian alterado (mediante
sustitucion o delecién de nucleétidos) las regiones conservadas de este origen. Para ello, se
construyé una serie de fagémidos recombinantes similares a pA-pLS1ssoA, que contenian el
fragmento HindIlII (3279) - Pstl (5) de los derivados de pLS1 (pLS1X, pLS1A13, pLS1A14
y PLS1ANA) con su sso4 alterado o delecionado, clonado en los correspondientes sitios de
restriccién en pALTER-1. Como en los casos anteriores, el ssSDNA generado por estos
fagémidos, contenfa la sefial de conversién ss - dsDNA (mutagenizada) expuesta en la
orientacion correcta empleada para la replicacién. Las reacciones de replicacion se realizaron
empleando estos ssSDNA como sustrato. En cada caso, se corri6 la mitad del DNA replicado
por este sistema en un gel de agarosa 0.8% durante 12 h a 2.5 V/cm (Fig. 28) y la otra
mitad se utiliz6 para cuantificar la radiactividad incorporada mediante unién del DNA

marcado a filtros y precipitacion diferencial con TCA (ver Métodos).
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Figura 28, Replicacidn in vitre a partic de los ssod mutagenizados de pLS1 en 50 aurens. Tos ensayos se
realizaron en un volumen total de 30 pl que contienen 150 ng del ssDNA de los fagémidos recombinantes
indicados y 5 pg/ul de extracto proteico en presencia de [o-"P] dATP (10 pCi). A los 60 min de incubacidn
a 32 "C la reaccion se detuve con 30 gl de solucidn de parada y los productos DNA se purificaron y digirieron
con Hindl]l antes de someterlos a electroforesis en un gel de agarosa 0.8%. Se muestra el autorradiograma del
gel secado al vacio.

El valor de incorporacion de nucledtidos marcados al ssDNA (indicativo de la
eficiencia de sintesis de la cadena complementaria) fue muy similar para todos los mutanies
no delecionados (pA-X) y correspondid aproximadamente a la mitad de la radiactividad
incorporada por el fagémido recombinante que contenia el 554 silvestre (no se muestra). Por
otro lado. los derivados delecionados (pA-413 y pA-Al4) presentaron un nivel més bajo de
los productos de replicacidn, de forma proporcional a la extension de la delecidn. En pA-
ANA, donde la region A/ (4022) - Neol (4221) que comprende el ssod de pLS1 se halla
fotalmente ausente, sdlo se delectaron niveles basales de replicacion, semejantes a los
presentados por el vector solo (pA en Fig. 28). Estos resullados indican que, al igual que lo
que sucedia en S. pneumoniae, el reconocimiento del ssod de pl.S1 en S. awreus es
especifico y no existen regiones alternativas eficientes de conversion ss = dsDNA en los
fragmentos HindIII(3279) - Af1I(4022) ni Neol(4221) - Pstl(3), en este huésped. Sin

embargo, los resultados anleriores eran bastante curiosos, ya que también se esperaba una
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correspondencia con los datos obtenidos in vivo para S. pneumoniae (es decir, una marcada
reduccion en los niveles de replicacién a partir de los origenes con mutaciones en la regién
RSg en relacién a los que contenian alterada la regién CS-6 del sso4). Sin embargo, en S.
aureus 10s datos indican que la eficiencia de replicacién a partir de los ssDNA conteniendo
cada uno de los derivados mutagenizados del ss04 de pLS1 es muy parecida y sdlo existe una

diferencia significativa respecto a los derivados delecionados de éste.

L

Un caso hasta ahora inexplicable, lo representa la mutacion Gé (total apareamiento
de las regiones desapareadas del RS;; Fig. 21). El fragmento de DNA que contiene dicha
mutacion es incapaz de actuar como sefial de conversion ss - dsDNA in vitro en el sustrato
monocatenario correspondiente (pA-G6). Esta mutacién determina ademds, que pLS1G6 no
se pueda establecer en S. aureus indicando que este plasmido es incapaz de replicar en dicho

huésped (ver mds adelante).

3.1.3. Mecanismo de iniciacién de la cadena retrasada de pLS1 en S. aureus

Para comprobar si la RNAP de S. aureus estaba implicada en la sintesis de cebédores
para la replicacion de la cadena complementaria de pLS1 como sucede en S. pneumoniae,
se probé la replicacién a partir del ssDNA aislado de pA-pLS1ssoA en presencia de Rif y/o
en ausencia de rNTPs, usando el sistema de replicacion in vitro de §. awreus. La Rif se
afiadi6 a una concentracion de 100 ug/ml, antes de agregar el extracto proteico y los ensayos
sin INTPs se realizaron con un tampdn de reaccién que carece de UTP, CTP y TTP,
manteniendo el resto de sus componentes bdsicos. Como control se llevé el ssDNA aislado
de M13-pE194ss0A, en donde ya se habfa demostrado la necesidad de la RNAP para iniciar
la sintesis de la cadena retrasada (Dempsey y cols., 1995). Los productos obtenidos de cada
reaccién se linealizaron con HindIIl y se corrieron en un gel de agarosa 0.8% durante 12 hs
a 2.5 V/em, que se secé posteriormente al vacio para su exposicion autorradiografica. En
ambos casos, la sintesis de la cadena complementaria se vio afectada por la ausencia de
INTPs o por la adicién de Rif, ya que el grado de replicacién a partir de estos sustratos
ssDNA descendié notablemente, sobre todo en las preparaciones que contenian Rif (Fig. 29).

En los ensayos donde se suprimié la adicién de rNTPs se pudo observar cierto grado de
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incorporacién de nucledtidos marcados durante la sintesis de DNA, que probablemente sc

debiera a la presencia de ribonucledtidos en el extracto empleado.
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Figura 29. Efecto de la rifampicina o ausencin de rNTPs en la sintesis de la cadena retrasada de plL.S]
y pE194. Se empled el sistems de replicacién in vitro de 8. aurews. Los ssDNA aislados de pA-pLElssoA,
M13-pE194ss0A y pALTER-1 (pA) se incubaron junto con 3 pg/ul de extracto proteico y el lampdn de reaccion
correspondiente con (+) o sin (—) fNTPs en pressncia de [e-"P] dCTP (10 pCi). Se agregd (+) o no (=)
rifampicina (Rif) 2 las muestras indicadas. Los productos DNA se purificaron ¥ digirieron con Hindlll antes
de someterlos a eleciroforesis en gel de agarosa. Se presenta el autorradiograma del gel secado al vacio.

3.1.4. Especificidad de inicio de la cadena refrasada a partir del sseA

Los datos obtenidos hasta ahora nos proveen informacidn acerca de la eficiencia de
replicacidn de la cadena retrasada, pero no sobre la especificidad del procese de iniciacion
de la misma. Nos interesaba saber entonces si, a pesar de no haber diferencias significativas
en cuanto a la eficiencia  de replicacién de la hebra complementana en los derivados
mutagenizados del sso4 de pLS1, existia al menos, alguna particularidad relativa a la
especificidad de inicio de esta cadena a partir de ellos, En primer lugar, se determinaron los
sitios de iniciacion de la cadena complementaria de pLS1 a partir del ssod silvestre v a
continuacion, se determinaron los sitios de iniciacidn en los derivados mutagenizados de éste.

Para ello, se empled el sistema de replicacidn de S, aurens utilizando como sustrato el
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- Figura 30. Esquema del experimento base para determinar los puntos de iniciacién de la cadena
retrasada. El ssDNA que se utiliza como sustrato lleva clonado el sso del plésmido que se desea estudiar. El
ensayo de replicacién in vitro de la cadena complementaria se realiza como en los casos anteriores. La cantidad
de extracto proteico, el tiempo de incubacién y los enzimas de restriccién empleados son especificos en cada
caso. Luego del tratamiento enzimidtico, cada muestra de DNA se fenoliza, precipita y desnaturaliza por
calentamiento antes de cargar en el gel de secuencia (6% PAA/8 M urea). Como control de peso molecular se
lleva una secuencia de nucleStidos conocida. La cantidad y tamafio de las bandas (lineas punteadas) que aparecen
separadas en el gel representan el o los puntos de iniciacién de la cadena retrasada. La posicién de los mismos
se puede calcular sobre la secuencia de DNA del plasmido correspondiente (ver texto).
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ssDNA aislado de los fagémidos recombinantes correspondientes. Con el fin de realizar un
estudio comparativo se llevaron, a modo de control, los mismos ensayos descritos por
Dempsey y cols. (1995) para determinar los sitios de iniciacién de la cadena retrasada a
partir del ssoA de pE194. En la Figura 30 se presenta un esquema del experimento
generalizado para tal efecto. Este experimento se basa en conseguir la mayor cantidad posible
de moléculas ssDNA parcialmente replicadas, en donde sdlo se debe elegir el tiempo
adecuado de reaccién para que la conversion ss - dsDNA no llegue a completafr‘se mediante
la ligacién de la cadena recién sintetizada. Estas moléculas se digieren posteriormente con
un enzima de restriccién que contenga un inico sitio de corte en el DNA sustrato, préximo
a la region del ssoA y ubicado en la direccién empleada por la replicacién, obteniéndose
fragmentos lineales parcialmente bicatenarios. La hebra de DNA recién sintetizada (y por lo
tanto marcada radiactivamente) presente en estos fragmentos, se puede visualizar en un gel
desnaturalizante de PAA, en donde ¢l tamafio y la definicién de las bandas dardn una idea
acerca de los puntos de iniciacién de la cadena complementaria a partir del sso estudiado.
Para fragmentos definidos, su extremo 3’ corresponderd al sitio de restriccion conocido y el
extremo 5’ se remontard al sitio del DNA desde donde se ha iniciado su sintesis. El enzima
empleado para el andlisis de la replicacién desde el ssod de pLS1 y sus derivados fue AfII,
ya que su sitio de corte define este origen hacia la izquierda, coincidiendo con la direccién
de la replicacién a partir del mismo. Una vez que la sintesis de la cadena complementaria
tiene lugar en la tnica direccién posible (5° = 3’) debe pasar por el sitio A/l para asi
continuar la replicacién hasta el final. Por lo tanto, el corte con este enzima y posterior
tratamiento electroforético de los fragmentos de DNA resultantes dard lugar a productos de
replicacién marcados, cuyos tamaifios corresponden a la distancia entre los sitios de iniciacién
y el sitio de restriccion. Para la determinacién de los sitios de iniciacién de la cadena
retrasada a partir del ssod de pE194, el enzima utilizado fue HindIll (Dempsey y cois.,
1995).

Para realizar este 'experimento habia que elegir en primer lugar, el tiempo de reaccién
que permitiera conseguir un méximo niimero de moléculas del sustrato ssDNA parcialmente
replicadas. Si el tiempo de incubacién era demasiado largo y la sintesis de la cadena
complementaria se completaba, al cortar con el enzima de restriccion y correr los productos

en el gel desnaturalizante de PAA, se obtendrian moléculas del tamaiio total del sustrato, en
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el caso que ambos extremos de la cadena recién sintetizada ya hubiesen sido ligados por las
ligasas del extracto, Por otro lado, el tiempo de reaccion debia ser suficiente para que la
sintesis de l1a nueva cadena de DNA llegase hasta el sitio de restriccion correspondiente. Este
estudio se llevo a cabo para el ssod de pLS1, en donde se determino el grado de replicacion
a diferentes tiempos utilizando el ssDNA de pA-pLSlssoA. Para ello se procedid segiin el
protocolo general de sintesis in virre, pero partiendo de un volumen de reaccidon 7 veces
mayor que ¢l de una reaccidn individual, es decir de 210 gl y una cantidad de ssDNA
correspondiente (Ipg). Al cabo de los tiempos de incubacién indicados en la Figura 31 se
extrajeron muestras de 30 gl a las que se agregd rdpidamente un volumen igual de solucitn
de parada (50 mM EDTA, 2% SDS, 25 ug/ml Proteinasa K). El DNA producto de cada
reaccion se corrié en un gel de agarosa 0.8% sin digestion enzimdtica previa. Los resultados
indicaron que al cabo de 40 min todas las moléculas ssDNA de pA-pLS1ssoA sc encuentran
totalmente replicadas (Fig. 31). Como las muestras no se linealizaron previo a la corrida
electroforénica, se observd un barrido correspondiente a las diferentes formas adoptadas por
el dsDNA circular, Se necesilan alrededor de 20 min para que la mayoria de las moléculas
ssDNA se encuentren parcialmente duplicadas. Para la replicacion a partir del ssod de pE194

se habia delinido el tiempo correspondiente, en 15 min (Dempsey y cols., 1995),

min 5 10O 1B 20 3 40 €0

il
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Figura 31. Replicacidn a partir del ssoA de pLS1 a diferentes tiempos. Se empled el sistema de replicacidn
in vitra de 5. aureus como en los casos anteriores, pero partiendn de un volumen de reaccidn v cantidad de
ssDNA correspondiente a los 7 ensayos preseatados (210 ul ¥ 1 pg, respectivaments). Se incubd a 32 °C ya
los tiempos indicados se retiraron muestres de 30 gl y s¢ pard la reaceidn cun otros 30 gl de solucidn de parada.
El DNA se purificd y se somelié o clecroforesiz en pel de agarosa 0.8% sin digestidin enzimdtica previa,
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Para comprobar el efecto del tiempo de reaccion en la especificidad de sintesis de la
cadena retrasada, se determinaron los puntos de inicio de la replicacién a partir del ss04 de
pLS1 tomando muestras a intervalos de tiempo diferentes y siguiendo el esquema
experimental comentado anteriormente (Fig. 30). Se llevaron también las correspondientes
reacciones de sintesis a partir del ssoA de pE194. La mitad del DNA producto de cada
reaccién se digirié con AfIII (para pA-pLS1ss0A) o HindIII (para M13-pE194ss0A); la otra
mitad se llevé como control sin digerir y cada una de estas muestras sg sometié a
electroforesis en un gel de 8% PAA/8 M urea. Sélo se consideraron especificas las bandas
de DNA procedentes de la digestién enzimdtica, mientras que las bandas que aparecian en
ambas muestras se consideraron como productos de iniciacién inespecifica. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 32.

Los productos generados a partir del ssoA de pLSl tras el corte con AfIII consisten
en un grupo de bandas muy definidas de tamafios comprendidos entre 115 y 132 nt, que
corresponden al menos a seis puntos de iniciacién especificos de la cadena complementaria,
localizados préximo a la secuencia CS-6 y a las repeticiones directas éontenidas en este
origen (ver Fig. 40) Para determinar la localizacién de los sitios de iniciacion, sdlo se
necesita contar desde el sitio Af7II y hacia el extremo 5° de la secuencia' de pLS1 sobre la
cadena (-), el nimero de nucledtidos que corresponden al tamano de las bandas generadas.
En el caso de pE194 también aparecen miiltiples bandas asociadas a diferentes puntos de
iniciacion de la cadena complementaria. Auﬁ'ci-ue en este caso el patrén es algo diferente, la
localizacién mayoritaria de iniciacién coincide con la de pLS1, es decir, préximo a una
secuencia homodloga a CS-6 presente en el ssod de pE194 (Dempsey y cols., 1995; ver
Discusién). Los productos de replicacién no digeridos consisten fundamentalmente en una
serie de moléculas de gran tamafio, aunque también se puede ver una proporcién de
productos pequefios, tanto en las muestras que contienen el sso4 de pLS1 como de pE194
(de 43 a 46 nt para ¢l primero y de 53 a 59 nt para el ségundo). Estos fragmentos, que
también son evidentes en las muestras digeridas, habfan sido interpretados como moléculas
que no habian alcanzado el sitio de restriccion correspondiente (Dempsey y cols., 1995). El
tamafio tan definido de estas pequefias bandas podria deberse a la existencia de una estructura
0 secuencia especial en el origen que fuese dificil de ser atravesada por las DNA polimerasas

del extracto, induciendo la detencién temporal de las mismas.
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Figura 32. Sitios de iniciacidn de la eadena complementaria de pLS1 y pE194 en S, aureus. Los ssDNA
que contienen el ssod de pLS1 (pA-pLS1ssoA) o de pE194 (M13-pE1%4s50A) s¢ utilizaron como sustrato para
los ensayvos de replicaciin in vitro de 14 cadens retrasads. A los tempos indicados se detuvo la reacciion y el
prodocia N A e purificd, diginéndose la mitad con AT (A) o HindlIL (H). Las muestras tratadas o sin digerir
{ =) se sometieron a electroforesis en un gel desnaturalizantc de PAA (6% - 8 M urea). Como control de puso
molecular se levd una secoencia de DNA de MI3mp1 8 (AGTC), Los numeros indican el tamano en nucledtidos
de las handas senaladas. En la parte inferior de la figura s muestra la regidn del gel correspondiente a las
bandas que contienen ¢l sitio de iniciacidn de la cadena retrasada, en un sutormadiogrema poco expuesto donde
puede apreciarse una mejor definicidn de las mismas,
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Estos datos permiten concluir que la iniciacién de la replicacion a partir del ssoA de
pLS1 y de pE194 en §. aureus es especifica y abarca un pequefio rango en la secuencia
nucleotidica de ambos pldsmidos, ya que existen varios puntos para la iniciacién de la cadena
complementaria. El cambio observado en la intensidad de las bandas mayoritarias con el
transcurso del tiempo podria tener dos explicaciones. Como se ve en la Figura 32, a medida
que pasa el tiempo, las bandas mds pequefias van adquiriendo mayor intensidad mientras que
las mayores se hacen cada vez menos intensas. Dado que la RNAP de S. aureu.s'r\sintetiza los
RNA cebadores para la sintesis de la cadena complementaria de pLS1 (ver apartado anterior)
y de pE194 (Dempsey y cols., 1995), una posible explicacién serfa que los fragmentos de
mayor tamafio presentes sobre todo a intervalos cortos de tiempo (10 y 20 min) representasen
al hibrido pRNA-DNA y que, en las bandas menores, este RNA se encontrase degradado.
A tiempos préximos a los 60 min, todas las moléculas ya no serfan hfbridas y presentarian
el tamafio menor. Esta posibilidad es improbable, ya que el tratamiento del DNA producto
de una reaccién de 20 min con RNasa A, RNasa H o 4dlcali (después de su desnaturalizacién
por calentamiento), no alterd el patrén de bandas observado (no se muestra para pLSI;
Dempsey y cols., 1995 para pE194). Este dato permite concluir, sin embargo, que los puntos
de iniciacién de la cadena complementaria mapeados en este experimento corresponden a los

puntos de transicion de pRNA a DNA, ya que carecen del "primer".

Otra explicacion seria que, a medida que pasa el tiempo, el extremo 5° de los
fragmentos mds largos se ligasen m4s rdpidamente al extremo 3’ del DNA recién sintetizado
que los fragmenos menores, consiguiéndose asi la sintesis completa de esta cadena. Estas
moléculas circulares, tras la digestién con el enzima de restriccién se retendrian junto con
las moléculas de gran tamafio presentes en la zona préxima a los pocillos del gel y ésto
permitiria visualizar durante mds tiempo los fragmentos mds cortos. Sin embargo, esta
explicacion es también poco probable, ya que la velocidad de sintesis del DNA es muy alta
y la diferencia de unos pocos nucledtidos entre unas y otras bandas no serfa suficiente para
explicar esta situacién de forma satisfactoria. Por lo tanto, no parece existir una explicacién
simple para el cambio en el patrén del tamafio de estas bandas con el transcurso del tiempo

de reaccion.
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3.1.5. Iniciacién de la cadena complementaria a partir de los derivados mutagenizados

del ssoA

Para determinar el efecto de las mutaciones en las regiones conservadas del ss0A de
pLS1 en la especificidad de inicio de la cadena retrasada del pldsmido, se realizé una
segunda serie de experimentos utilizando como sustrato el ssDNA procedente de algunos de
los fagémidos recombinantes que contenian cada una de estas secuencias alterddas (pA-Gl,
pA-G3, pA-G5, pA-G7, pA-G3G7). Como control, se llevo el mismo ensayo de replicacion
con el ssDNA aislado de pA-pLS1ssoA. El tiempo de reaccién empleado fue 20 min, ya que
era ¢l tiempo en que la mayoria de las moléculas sSDNA se encontraban parcialmente
replicadas. El mutante G6 y los derivados con una delecién total o parcial del sso4 no se
emplearon como sustrato para estos ensayos, dada la falta o baja funcionalidad registrada en
este sistema de replicacion. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 33. Las
bandas conseguidas tras la digestion con AfII del DNA que lleva las mutaciones en el s504,
cuando se observan, son menos intensas que las bandas procedentes de la replicacidn a partir
del origen silvestre. En el caso de los mutantes en la region CS-6 (pA-G1 y pA-G3) todavia
pueden verse, en autorradiografias sobreexpuestas, algunas bandas definidas (Fig. 33, abajo).
Esto indica que la especificidad de inicio de la cadena retrasada es muy baja y algo diferente
para esta clase de mutantes. Por otro lado, los mutantes en RSy ensayados muestran un
patrén de bandas pricticamente invisible, incluso en autorradiografias muy expuestas, a
excepcion de G7 (cambios en la secuencia que mantienen casi inalterada la estructura local
del RSg). En este caso, el patrén especifico de bandas es muy parecido al obtenido a partir
del ss0A silvestre, aunque es mucho menos intenso. El doble mutante G3G7 carece
totalmente de especificidad de inicio. Se puede concluir entonces, que en §. aureus, cambios
locales en el ssoA4 de pLS1 que afecten la estructura y/o la secuencia de las dos regiones
conservadas, disminuyen y/o alteran bastante la iniciacién especifica de la cadena retrasada

a partir de esta senal.
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Figura 33. Iniciacidn de Ia cadena retrasada a partic de los derivados mutagenizados del ssed de pL51
en 5. aurens. Se empled el sistema de replicacidn in vitro de 8. awrews ulilizando como sustrato 150 ng del
ssDNA que Heva el ssod silvestre (pA-pLS1ss0A) como control positivo, 150 ng del ssDINA de pALTER-1 (pA)
como control negativo, ¥y 150 ng del ssDNA que lleva algunos derivados mutagenizados del mismo (pA-Gl,
pA-G3, pA-GS, pA-GT y pA-G3GT). A los 20 min de incubacidn s= pard la reaccidn y el DNA purificado de
cada ensayo se diginid (A) 0 no (=) con el enzima AT antes de sometedo a clectroforesis en un gel de 6%
FAA/E M urea. Se llevd una secuencia de M13mpl# como control de peso molecular (AGTC). Los nimeros
indican el tamano en nucledlides de las bandas sefaladas, Para ver con mds detalle el comportamiento de los
mutantes, se amplid la regidn de una autorradiografia sobreexpuesta del gel gue contiene las bandas con los
sitios de iniciacidn de la cadena retrisada en cada caso (abajo).
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3.1.6. Eficiencia de replicacién in vive de la cadena retrasada de pLS1 y sus derivados.

Con el fin de establecer una relacién entre los resultados obtenidos in vitro en el
sistema de replicacion de S. aureus, con los correspondientes datos in vivo, se electroporaron
células competentes de esta bacteria con 10 ng del DNA de pLS1, pLS1X, pLS1A13,
pLS1A14, pLSIANA y pLSIAHA. No se obtuvo ningiin transformante con el pldsmido
pLS1G6, pese a que se realizaron varios intentos, incluso con cantidades muyﬂelevadas de
DNA plasmidico (100 ng y 500 ng). Esto indica que, por razones aiin desconocidas, esta
mutacién confiere un fenotipo letal a la mutacion G6 en S. aureus. Para determinar la
cantidad de ssDNA plasmidico acumulado en este huésped, se crecieron los cultivos
conteniendo el pldsmido pLS1 y los derivados mencionados hasta la mitad de su fase
exponencial (DOyy = 0.6). Con ellos se prepararon extractos crudos y el DNA total se
sometid a electroforesis en un gel de agarosa (0.7% y posterior transferencia a una membrana
de nitrocelulosa, previo tratamiento desnaturalizante del mismo. Las diferentes formas
plasmidicas presentes en cada muestra se visualizaron mediante hibridacién con una sonda
de pLS1 marcada radiactivamente. Como control, se llevaron muestras de DNA total
preparadas a partir de cultivos de estafilococos conteniendo dos pldsmidos derivados de
pE194 (pSK270 y pE194cop6) de los cuales se sabia que su ssoA era perfectamente funcional
en esta bacteria. Las distintas formas del DNA de estos pldsmidos se visualizaron con una
sonda radiactiva de pE194. La relacion ss/dsDNA calculada para ambos replicones fue menor
que la de pLS1, indicando que el ssoAd de pLS1 es reconocido con menor eficiencia que el

de pE194, en S. aureus.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, se
esperaba que, a diferencia de lo que sucedfa en S. pneumoniae (distinto grado de acumulacion
de ssDNA plasmidico segiin la regién del sso4 mutagenizada), el efecto de las mutaciones
en este origen fuese similar en todos los casos. Esto fue efectivamente lo que se observd, ya
que el grado de acumulacién de ssDNA de cada uno de los pldsmidos pLS1X ensayados fue
el mismo, independientemente de la regién alterada (Fig. 34). Por otro lado, el nivel de
ssSDNA acumulado por pL.S1AHA (carece del fragmento HindIIl - AfIIl de pLS1, pero
mantiene la sefial ssoA intacta) es mayor que el de pLS1 y que del resto de sus derivados.

Esto podrfa indicar que el fragmento delecionado contiene alguna regidon que favorece la



Resultados

w0

= S -

O
o o E_gﬂ'mr-.%——.r:l'
i » o W w @ e o< 3= =
ol e S Sl i S A i
e T Em e e o n oD on
(7 R 7Y QY [N N N VNS AT [ N Eps Y BN |
O o on oo @G aco a ca c
T Y AN N Y A AN Ul AR Y I I A

=
o .......-..
L .
CCC = CCoG
@
RAAAAAAAQ . ssDNA

- .-

=] iﬂm#%“‘f
o o E_._ﬂﬂ‘:s‘]f"r\".--a T
N1 OB o 08 gad4aaq
v & B m oot .o o 0
(75 S Y ERNEE (N DU T SR [N QY [Sn (et S I [Pt
o o o o MR = S o TR = T = W = S = E & SRR & SR = Sap o X
TR T comm S DS T S OO SO A GO N

|

Figura 34. Acumulacidn de ssDNA de pLS1 y sus derivados en S. aurews. El DNA total de cultivos de
estafilococos que contienen los pldsnudos indicados se corrié en un gel de aparosa 0.7% y se transfiri6 a
nitrocelulosa con (A} o sin (B) previa desnaluralizacidin. Comao control se llevaron los pldsmidos pSK270 (pE194
con el sitio de clonado miltiple de pUCIY) y pE194copt (mutante de copias de pE194 ¢n este hudsped). Las
mucsiras se visualizaron por hibridacidn con ung sonds radisctiva de pLS1 y pE194, dado que no existe
hibridacién cruzada entre mmbos plismidos en las condiciones usadas. Se indican las posiciones de las formas
plasmidicas monocalenarias (ssDNA) v bicatenanas {oc: circulares abiertas y coe: circulares eovalentemnente
cerradas y superenrolladas).
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actuacion del origen de hebra sencilla o, que alli exista alguna sefial de conversién ss —
dsDNA de pLS1 que sdlo sea reconocida en la célula viva. Basindonos en los datos que se
tenian de la replicacion in vitro (ver Fig. 28), se esperaba que existiera un nivel intracelular
de ssDNA mayor para los mutantes que presentaban la delecién parcial o total del ss0A.
Contrariamente a nuestras expectativas, no se observé diferencia alguna, que fuese
significativa, entre el grado de acumulacién de ssDNA de pLS1 y el de pLS1A13, pLS1A14
y pPLS1ANA. En conjunto, estos datos indican que no existe una relacién clara entre la
eficiencia de replicacién in vitro, la especificidad de iniciacién de la cadena retrasada y la
acumulacidn de ssDNA in vivo de cada uno de estos pldsmidos en S. aureus. Esta cuestién

se tratard con mds detalle en la Discusion.

3.2. El sistema de Streptococcus pneumoniae

Los resultados obtenidos de los ensayos de replicacién in vitro a partir del ssoA de
pLS1 y sus derivados indicaron un claro efecto de las mutaciones generadas en este origen
en el proceso de iniciacién especifica de la cadena complementaria en S. aureus. Sin
embargo, el nivel de replicacién total, tanto in vive (medido como acumulacién de formas
ssDNA plasmidicas) como in vitre, no permitié distinguir un comportamiento replicativo
diferente entre las distintas clases de mutantes. Por el contrario, los datos que se tenfan del
grado de acumulacién de ssDNA de estos pldsmidos en S. pneumoniae revelaba un
comportamiento diferente segiin la regién del sso4 que estuviese alterada en cada replicén.
Este hecho ponfa de manifiesto la existencia en pneumococos de un mecanismo de replicacién
de la cadena retrasada mds sensible al tipo de mutacién introducida. Con el fin de
comprender mejor las diferencias existentes entre los mecanismos empleados por ambos
huéspedes para la replicacién de pLS1, se decidié poner a punto un sistema de replicacién

in vitro de S. pneumoniae.

3.2.1. Preparacién de extractos libres de células de S. pneumoniae

En primer lugar, habfa que elaborar un procedimiento para preparar extractos
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acelulares de pneumococos con un alto contenido de las enzimas necesarias para la
replicacion plasmidica. Como también se requerfa que estas protefnas estuvieran en su mayor
parte activas, se evité el tratamiento cldsico con deoxicolato sédico (Na-DOC, detergente
suave que induce la lisis enddégena en S. prneumoniae) para romper la pared celular de esta
bacteria y se puso a punto un sistema de lisis enzimdtica, utilizando autolisina pura. Al igual
que en todas las bacterias gram(+), la pared celular de S. pneumoniae se compone de una
gruesa capa de peptidoglicano, a la cual se encuentran asociadas algunas enzimas (sidasas,
amidasas, endopeptidasas) encargadas de degradar pequefias porciones de la estructura rigida
de la pared, durante diversos procesos fisioldgicos (crecimiento celular, separacidn de células
hijas, transformacién genética). Adem4s del peptidoglicano, la pared celular de pneumococos
contiene un alto porcentaje en 4cidos teicoicos, que poseen residuos{ de colina como
sustituyente mds frecuente (Mosser y Tomasz, 1970). El enzima autolitico mayoritario en esta
bacteria es una N-acetilmuramil-L-alanina amidasa (denominada cominmente, autolisina),
que depende de la presencia de colina en la pared celular para adquirir su conformacién
activa, reconocer su sustrato y ejercer su accién degradativa sobre la capa de peptidoglicano
celular (Howard y Gooder, 1974, Garcfa-Bustos y Tomasz, 1987), Se sabe que este enzima
puede actuar de forma exdgena, ya que es el principal responsable de la lisis bacteriana
cuando ésta alcanza una etapa avanzada de su fase exponencial. Por lo ténto, constitufa un
elemento adecuado para la digestién enzimdtica de la pared de células pneumocdcicas para

la preparacion de los extractos.

La autolisina empleada en este trabajo, fue purificada en el laboratorio del Dr. R.
Lépez segiin el protocolo descrito por Garcfa y cols. (1987). Se sabia ademds, que la
actuacion de este enzima sobre paredes celulares aisladas de pneumococos es maxima si se
incuba a 37 °C en tampdn fosfato o tris-malato 2 - 10 mM pH 7.0 y NaCl hasta 100 mM,
durante algunas horas (Mosser y Tomasz, 1970; Howard y Gooder, 1974). Para producir la
lisis de células de pneumococos concentradas 100 veces, bastaba incubarlas en el mismo
tampén anterior (20 - 50 mM) con 5 pg/ml de autolisina pura, durante 15 min a 37 °C (E.
Garcia, comunicacién personal). Con el fin de determinar las mejores condiciones de lisis
para la preparacion de extractos de replicacion, es decir, el menor tiempo de incubacién a
la temperatura mds baja posible para evitar la degradacién de las protefhas de interés por

proteasas que hubiese en el sistema, se hicieron varias pruebas utilizando en cada ensayo una
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misma concentracion de células y diferentes cantidades de autolisina, temperatura y tiempos
de incubacion en tampén fosfato (Na,PO,) 25 y 50 mM pH 6.9. Para ello, se concentré 100
veces un cultivo de §. preumoniae crecido hasta una DOgy, = 0.4, que corresponde a la
mitad de su fase exponencial de crecimiento, y se resuspendieron las ¢élulas en el tampén
de lisis correspondiente (ver Tabla 7) que ademds contenfa 1 mM EDTA, 5 mM EGTA y
0.1 mM PMSF. Dado que la estabilidad de las proteinas es mayor en una solucién con alta
concentracion salina y que se habia visto que el KCl potenciaba la accién de la autolisina en
paredes celulares aisladas de pneumococos (Howard y Gooder, 1974), se agregé 150 mM
KCl a cada preparacién. Una vez resuspendidas, las células se sometieron a dos series de
congelamiento a -20 °C (nieve carbonica) y descongelamiento a 15 °C, para desestabilizar
la estructura de la pared bacteriana antes de agregar el enzima. A continuacién, se incubé
cada muestra con varias cantidades de autolisina a la temperatura y tiempos indicados en la
Tabla 7 y se realiz$ otra ronda de congelacion/descongelacion. Se centrifugd a alta velocidad
y se midid la concentracién de proteinas presentes en cada sobrenadante. Como control de
lisis total, se traté una cantidad de células igual a la de los ensayos anteriores, con Na-DOC
5%.

La concentracion de protefnas en el sobrenadante indica el grado de lisis conseguido
en cada preparacidn, ya que las células que no han sido lisadas precipitan durante la
“centrifugacién y no aportan sus proteinas al sobrenadante. El total de proteinas medido en
la muestra control, se tomé como'un 100% de células lisadas y se relacioné a éste, el valor
obtenido en los otros ensayos para calcular €l porcentaje de lisis en cada caso. Los resultados
obtenidos se presentan en la Tabla 7. Estos indican que la temperatura de incubacién es un
factor principal para conseguir la lisis de un alto porcentaje de células, siendo ésta médxima
a 37 °C. De acuerdo con estos datos, las mejores condiciones para la actuacién de la
autolisina se consiguen empleando una cantidad de 10 ug/ml, tampén 50 mM Na,PO, e
incubacién a 37 °C durante 15 min. Sin embargo, para la preparacién de extractos a mayor
escala (empleados en los ensayos de replicacién), se eligié un tiempo de reaccién de 7 min
(que también aseguraba un alto porcentaje de células lisadas, ver Tabla 7) para afectar lo
menos posible 1a calidad proteica del extracto. Una vez conseguida la lisis de las células de
pneumococos por este procedimiento, se continué de la misma forma empleada para la

elaboracion de extractos acelulares de S. aureus (ver Métodos).
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Tabla 7. Lisis de células de pneumococos

Na,PO, autolisina temp. tiempo % lisis
pH 6.9 (ug/ml) (°C) (min)
25 mM 5 0 45 25
25 mM 10 0 45 30
50 mM 10 0 45 34 -
50 mM 10 22 15 53
50 mM 10 22 30 62
50 mM 20 22 15 52
50 mM 10 37 7 87
50 mM 20 37 7 87
50 mM 10 37 10 89
50 mM 10 37 15 92
50 mM + - 37 10 100
DOC 5%

3.2.2. Determinacién de las mejores condiciones para la sintesis in vitro de la cadena

retrasada de pLS1 y pE19%4

Para conseguir las condiciones necesarias de replicacién a partir del sso4 de pLSl1,
utilizando extractos de S. pneumoniae, se empled como suétrato de la reaccion, el ssDNA
generado por pA-pLS1ssoA (150 ng) y se probaron diferentes cantidades del extracto proteico
(4, 8, 16 y 32 ug/ul). Estos ensayos se realizaron también con el ssDNA aislado de M13-
pE194ssoA (150 ng), con el fin de probar si el ssod de este plismido de estafilococos era
reconocido como senal de iniciacién de la cadena retrasada en este sistema. Las reacciones
se llevaron ﬁ cabo siguiendo el mismo procedimiento del sistema anterior. Los ensayos se
incubaron durante 60 min a 32 °C, ya que este tiempo era suficiente para conseguir que cada
recombinante complete la sintesis de la cadena complementaria (ver mds adelante). El DNA
purificado de cada reaccion se linealizé con HindIIl en ambos casos y se sometié a

electroforesis en un gel de agarosa 0.8%. El mejor rendimiento replicativo a partir del
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ssDNA de pA-pLSlssoA se obluvo cuando se empled una concentracidn de proteinas del
extracto de 8 pg/ul (Fig. 35). Se necesité una cantidad igual de extracto para conseguir los
mejores indices replicativos a partir del ssDNA de M13-pE194ss0A. Sin embargo, la menor
intensidad de la banda obtenida tras la digestion enzimidtica del DNA evidencia una cliciencia
de replicacion menor que la conseguida a partir del sso4 de pL.S1 en este sistema. Si se
emplean concentraciones de extracto mds altas (16 y 32 pg/ul), la replicacidn en ambos casos
s¢ ve perjudicada, ya gue ¢l patron de digestion con Hindlll indica la existencia de
degradacidn del DNA (Fig. 35). Estos datos-pusieron de manifiesto que se habfa conseguido
un sistema clectivo de replicacion in vitre (independiente de sintesis proteica) de S,
pneimaniae y que el ssod de pE194 era efectivamente reconocido como senal de conversion
58 = dsDNA en este sistema. Dado que la incorporacidn de nucledlidos marcados [ue
practicanmente nula cuando sc utilizé ¢l ssDNA aislado desde los vectores de ambos ssoA
plasmidicos (pA y MI13), se puede concluir que la sintesis de DNA en los recombinantes

procede de las seiiales clonadas en los sustratos empleados.

pA pA-pLSlssoh ME-pEl9dssod MI3
Ext{ug/pl) 16 &4 8 § 32 :

-
A1 TRA

Figura 35, Replicacidn in virro a partir del ssod de pLS1 y pE19%4 en el sistema de 5. prewmoniae, Se
utilizaron 150 ng de los ssDNA aislados de pA-pLS1ssoA v M13-pE194ss0A como sustrato de la replicacidn.
Como control negativa se llevd 150 ng del ssDNA de ambos vectores pALTER-1 y M13mpl2 (pA vy M13).
Cada ensayo se realizd con cualro concentraciones de proteinas del extracro (Ext) diferentes v siguiendo el
mismi procedimivate empleado en el sistema de 8 aurews. El tiempo de incubacion de cada reaceion fue de
6t mun y los productos DNA obtenidos se digineron con Hindlll ¥ se cormeron en un gel de agarosa (LE%
durante 12 hs a 2.5 Viem. Se presenta €] sutormadiograma d¢l gel secado al vacio.



Resultados 113

3.2.3. Efecto de las mutaciones en las regiones conservadas del ssoA de pLS1

Como habiamos observado anteriormente, el sSDNA acumulado por los pldsmidos
pLS1X en S. pneumoniae ponia en evidencia dos categorfas de mutantes, segiin la zona del
$50A que se hubiera mutagenizado. Los cambios en la regién CS-6 provocaban un incremento
de tres veces en el nivel de ssDNA acumulado por estos pldsmidos, mientras que los
replicones que contenian la region RS; alterada presentaban un grado de acnﬁnulacién de
ssDNA tan alto como pL.S1ANA (AssoA). Como el nivel de ssDNA acumulado por todos los
mutantes en CS-6 fue ¢l mismo, se tomé un representante de esta categorfa (pLS1G1) para
realizar los ensayos de replicacién in vitro. Para ello, se empled el ssDNA del fagémido
recombinante que contiene el ssoA de pLS1 con la mutacién G1 (pA-G1). Lo mismo ocurria
para los integrantes de la categoria de mutantes en RS,. Aqui se selecciond un representante
de cada clase de mutacién [pLS1G6 (pA-G6): cambios en la estructura local del RSg;
pLS1G7 (pA-G7): cambios en la secuencia conservada del RSy y pLS1G3G7 (pA-G3G7):
cambios en ambas secuencias conservadas, CS-6 y RSg]. Como control negativo se llevo un
sustrato monocatenario con la regién complementaria del origen de hebra sencilla de pLS1.
Este sustrato se consiguié a partir del fagémido recombinante pA-pLS1sscA~ (Fig. 22) que
presenta el fragmento Psfl - EcoRI de pLS1 conteniendo la regién del ss?‘oA, clonado en la
orientacién contraria a la empleada para la replicacién del pldsmido, de tal forma que la
monocadena generada por éste posee la secuencia complementaria de dicho origen (ssoA).

El DNA producto de cada reaccidn se tratd igual que en el caso anterior.

Los resultados obtenidos (Fig. 36), se resumen a continuacién. La eficiencia de
conversién ss - dsDNA a partir del mutante en CS-6 (pA-G1) fue pricticamente idéntica a
la del ssoA silvestre (pA-pLS1ssoA), ya que la intensidad que presentan ambas bandas de
DNA son parecidas. Por otro lado, cualquier alteracion en la region RSy produjo un drdstico
descenso en la intensidad de tales bandas o, lo que es lo mismo, en el nivel de sintesis de la
cadena complementaria a partir de los sustratos correspondientes (pA-G6, pA-G7, pA-G3G7).
Estos datos coinciden con los resultados obtenidos in vivo, presentados en la Figura 23, All{
se hablaba de acumulacién intracelular de ssDNA plasmidico, lo que es igual a eficiencia de
conversion ss - dsDNA (valorada en los experimentos in vitro), ya que si ésta es baja, la

cantidad de ssDNA acumulada in vivo serd alta. Sin embargo, se esperaba que los valores
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de replicacion in vifro para el mutante G| fuesen menores, concretamente la tercera parte del
nivel obtenido, para poder conscguir una correspondencia exacta con los datos in vivo. Eslo
no ocurrio, probablemente porque las condiciones empleadas en este sistema de replicacidn
(alta concentracidn de ssDNA y alta concentracién de proteinas del extracto) compensen de
alguna forma las dificultades que presentan los mutantes en CS-6 para replicar al mismo nivel
que el plasmido silvestre in vivp. La dependencia de orientacion del ssod de pLS1, para
poder ser reconocido por la maguinaria replicativa del huésped como senal de iniciacion de
la cadena retrasada, se habia demostrado en in vivo en 8. preumoniae (del Solar y cols.,
19934), por lo tanto, se esperaba que esta dependencia también se manifestara in vitro.
Cfectivamente, el sistema empleado permind solamente la replicacién de la cadena
complementaria a partir del ssod y no del svod", confirmando asf los datos previos. Por otro
lado, ¢l grado casi indetectable de incorporacion de nucledtidos marcados al ssDNA de pA-
ANA corrobora el hecho de que en este sistema la replicacién tiene lugar tinicamente a partir

del segmento AL - Neol icluido en el fragmento de DNA clonado en pALTER.

—pl-pLSlssoh
— pl-pLSissol”
—pA

ph-G1
—~ph-Gb
—pA-GT
— pA-G3GT
—pA-ANA

Figura 36, Sintesis de la cadena retrasada o partir de los ssad mulagenizados cn 8. preumanioe. Sc sipuid
el misme procedimicnlo anledor empleandn & pp/pl de extracto protasico v 150 ng del ssDNA aislado de los
fagémidos recombinantes indicados. El autorradiograma se sobreexpuso para poder visualizar las bandas
correspondientes a los mutantes en la repidn RS, (pA-G6 v pA-GT) v 4l doble mutante (pA-G3GT).
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3.2.4. Iniciacidn de la cadena complementaria a partir del ssoA de pLS1 y sus derivados

Para determinar la especificidad de inicio de la sintesis de la cadena complementarna
a partir del ssoA de pLS1 v sus derivados, se procedio de la misma forma que en el sistema
de S§. aurcus, siguiendo el esquema de trabajo presentado en la Figura 30. Con el fin de
obtener las condiciones en que la mayor parte de las moléculas ssDNA estuviesen
parcialmente replicadas, se analizd el grado de replicacidn a diferentes tie:mpm;.\ﬂ partir del
ssDNA procedente de pA-pLS1ssoA y M13-pEl%4ssoA. A los 60 min de reaccion ambos
sustratos ya habfan conseguido completar la sintesis de la cadena complementaria, mientras
que a los 20 min la mayoria de estas moléculas se encontraban parcialmente replicadas (Fig.

7).

min 0 20 30 B0 D 30 60
i I
pA-plLSlsso /A MI3pE 124ss0l

Figura 37. Sintesis de la cadena relrasadas a partir del ssoA de pL.S1 y pE194 a diferentes tiempos. En el
primer caso, se partid da un volumen de reaceidn toal de 120 pul que contenian 600 ng dal ssDNA aislado de
pA-pLSlssoA. En el segundo caso, se partié de un volumen de 90 gl conteniendo 450 ng del ssDNA de MI13-
PE1%4s50A. Para amboes ensayos de replicacidn se emplearon & pg/pl de extracto obtenido de pneumococos y
se incubdi a 32 °C. A los tiempos indicados s extrajeron muestras de 30 ul 2 las que s= les agregd otras 30
ul de solucidn de parada, para detensr la reaccidn. Los productos DNA de cada muestra se purificaron v se
sometieron dircelamente a electroforesis en gel de aparosa 0.8%, sin digestion enzimdtica previa.

Para comprobar el efecto del tiempo de incubacidn en el procesa de iniciacidn de la
replicacion a parlir del sso4 de pL.S1, se analizaron los productos generados tras el corte con
AfIL del DNA luego de transcurridos 10, 20 y 40 min de reaccidn (Tig. 38). Tras la

electroforesis de dichos productos, se obtuvieron cuatro bandas de tamanio bien definido (130,
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106, 99 y 85 nt) cuyos extremos 5* mapearon en diferentes zonas de este origen. El extremo
5’ correspondiente a la banda de 130 nt coincide con la regién de inicio de la hebra
complementaria definida para pL.S1 (pr6xima a CS-6) en el sistema de S. aureus (ver Fig.
40). El fragmento de 85 nt comienza mds cerca del RSy, mientras que los dos restantes lo
hacen en la zona comprendida entre ambas secuencias conservadas. Por el contrario, no se
encontraron puntos especificos de iniciacién de esta cadena a partir del sso4 de pE194, ya
que no se ven bandas definidas tras la digestién con HindIll del DNA proc?ucto de una
reaccién de 20 min que contenia el ssDNA de M13-pE194ss0A (Fig. 38). Este hecho podia
significar que la iniciacién de la replicacién a partir de este origen fuera inespecifica en §.
pheumonige 0 que estos puntos mapearan en una zona lejana a la regién homdloga a CS-6

y no fuera posible detectarlos con dicha enzima.

A continuacion, se analizaron los puntos de iniciacién de la cadena retrasada a partir
de los derivados mutagenizados del ssod de pLS1. Para ello, se empled como sustrato el
ssDNA procedente de los fagémidos recombinantes conteniendo cada una de las mutaciones
producidas en este origen (pA-X). Después de un periodo de incubacién de 20 min, se
analizaron los productos generados tras la digestion con AfI{l del DNA purificado en cada
reaccion. Los resultados conseguidos (Fig. 39) revelaron nuevamente la existencia de dos
categorias de mutantes. Mientras que los que tienen la regién CS-6 alterada mantienen puntos
de iniciacion de la cadena retrasada similares a los generados a partir del ssoA silvestre
(representados por las bandas de 130, 106, 99 y 85 nt), la iniciacién a partir de los origenes
que tienen el RSy o ambas regiones conservadas mutagenizadas es completamente
inespecifica, ya que no se ve ninguna banda definida en las muestras tratadas con el enzima.
Ademds, en la primera clase de mutantes, asi como a partir del ssoA silvestre, se observan
dos pequeiias bandas de 53 y 54 nt tras la digestion del DNA que, si bien también aparecen
como productos de replicacidn desde los mutantes en RSy, aqui son de intensidad mucho mas
baja. Por otro lado, existen algunas diferencias entre €l patrén de bandas generado a partir
del ssoA silvestre y el obtenido a partir de alguno de los mutantes en CS-6. En el primer
caso, as{ como a partir del mutante CM, aparece una banda de 130 nt bien definida (Fig. 38
y 39) que sélo puede intuirse muy débilmente en otros mutantes de esta categoria como Gl,
G3 y G4.
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Figura 38, Sitios de iniciacidn de la cadena complementaria o partir del ssed de pLS1 v pE1%4 en .
prewmoniae. Se empled el mismo procedimiento que el seguido para el sistema de 5. aureus, pero utilizando
B pg/ul de extracto obtenido de pneumococos. Los ssDNA gue se usaron como sustralo en cada reaceion
proceden de pALTER-1 (pA, control negative), pA-pLSlssoA v M13-pElI%4ss0A. Las reacciones se llevaron
a cabo durante distintos tiempos (min) de incubacidn a 32 °C y la mitsd del producto DNA purn feado de cady
una se bratd o no (—) con las enzimas A/ (A) o Hindlll (11). Ambas muesteas se corrieron en un gel de 6%
PAAME M urea, llevando una secuenciy de pLS1 como control de peso moleculur (ACGT). Los mimeres indican
el tamuno en nucledtidos de las bandas sefinladas.
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Figura 39, Iniciacidn de [a cadena complementaria a partir de los derivados mutagenizados del ssed de
pL.S1 ¢n 8. prewmoniae, Como sustrato de cada reaccidn se utilizaron los ssDNA procedentes de los fagémidos
recombinantes indicades y se prosiguid igual que ¢1 ensave anterior. Bl DM A s2 purificd de la mezela v 1a mitad
de cads muesira se dipind con AT (A). El DNA tratade o no (=) con el snzima de restriccidn se corrid en
el gel desnaturalizants de PAA llevando una secuencia de pLS1 como control de peso molecular (ACGT). Los

numeros indican el tamaio en nucledtidos de Jas bandas sefaladas.
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El conjunto de datos obtenidos nos permiten concluir que el sistema de replicacién
in vitro de 8. pneumoniae es funcional y especifico del sso4 de pLS1, ya que no se consiguié
sintesis a partir del ssod™. La replicacién de la cadena complementaria a partir de los
mutantes en CS-6, a pesar de ser menos eficiente in vive, mantiene una especificidad de
inicio muy parecida a la del pldsmido silvestre. Por otro lado, cualquier mutacién en la
region RSy se traduce en una eficiencia mucho menor de sintesis de esta cadena, tanto invivo
como in vitro, y ademds ésta se inicia de forma inespecifica. La baja propormén de
moléculas ssDNA aisladas de pA-G6, pA-G7 y pA-G3G7 que habian completado la sintesis
de la hebra complementaria (Fig. 36) provendrian, segin estos datos, de diversos puntos de
conversion ss -» dsDNA inespecificos. En la Figura 40 se sefialan los nucledtidos y regiones
de la secuencia del sso4 de pLS1 desde donde tiene lugar el inicio de la replicacién de la
cadena retrasada de este pldsmido en los sistemas de S. aureus y S. pneumoniae, para una

visualizacidn comparativa entre ambos.
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Figura 40. Puntos de iniciacién de la cadena retrasada de pLS1 en S. qureus y S. pneumoniae. Se muestra
la secuencia nucleotidica de la hebra de DNA de pLS1 entre las coordenadas 4021 y 4240, que contiene la
regi6n del ss0A. Se indican los sitios de restriccién AfIII y Neol (subrayado doble), los bordes hacia la derecha
de las deleciones A13 y Al4 (flechas quebradas), la regién RS, (sobrerrayado), la secuencia conservada CS-6
(recuadro sombreado) 'y las repeticiones directas (flechas con punta negra). La zona que incluye los sitios desde
donde se inicia la sintesis de la cadena complementaria en S. aureus se sehala con un corchete en linea
discontinua y los puntos principales de iniciacion en S. pneumoniae se marcan con un tridngulo negro. Los
ntimeros indican la distancia entre estos puntos y el sitio Af71.
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4. INTERACCIONES ENTRE ssoA Y RNAP

Los resultados obtenidos hasta ahora permitfan concluir que las mutaciones
introducidas en las regiones conservadas del ssod de pLS1 afectan tanto la eficiencia como
especificidad de inicio de la sintesis de la cadena retrasada, en mayor o menor grado
dependiendo de la regién del origen que se alterase. Sin embargo, dichos resultados no
explican las razones de estas diferencias fenotipicas. Por ejemplo, los car;lbios en la
secuencia o en la estructura local del RSy tienen consecuencias muy drésticas en la
replicacion del plasmido (baja eficiencia e iniciacion inespecifica de la cadena retrasada) en
S. pneumoniae, mientras que las mutaciones en CS-6 producen sélo un leve descenso en la
eficiencia de conversion ss - dsDNA in vivo, sin alterar pricticamente la especificidad de
inicio de dicha cadena. Estos datos pueden ser interpretados al menos de tres formas: i) que
la regién RSy esté implicada en la unién directa de la RNAP, encargada de sintetizar el
"primer" para que tenga lugar la replicacién de la cadena retrasada, ii) que esta region sea
el sitio de union de algin otro factor bacteriano necesario para activar la funcién de la RNAP
o posibilitar su unién al ssDNA, o iii) que la regién RS; esté implicada en la unién de otro
factor bacteriano indispensable para que tenga lugar la sintesis del DNA de la cadena
retrasada una vez sintetizado el "primer". Cualquiera de estas teorfas explicarfan por qué
alteraciones del RSy interfieren negativamente en la sintesis de Ia cadena complementaria de
pLS1. Por otro lado, la secuencia y estructura local de CS-6, aunque no es fundamental,
parecia tener una funcién colaboradora en la replicacion de esta cadena. Con el fin de
determinar el significado de cada una de estas regiones conservadas del sso4 en la unién de
la RNAP y/o en la sintesis del pRNA, se realizaron experimentos de retardo en gel y de
transcripcion in vitro usando la RNAP purificada de B. subrilis y como sustrato, un

fragmento pequefio de DNA monocatenario que contenia el ssoA silvestre o mutado de pLS1.

4.1. Retardo en gel de fragmentos ssDNA con la secuencia ssoA

Para probar el primer supuesto, es decir, si RS, constitufa el sitio de unidn de la
RNAP al ss04, se analizé la capacidad de este enzima de retardar la migracién (como

consecuencia de su unién especifica) de fragmentos de DNA monocatenario que contenian
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la senal ssod de pLS1. Como control negativo se utilizaron 6tros fragmentos sSDNA del
mismo tamafio con la secuencia complementaria del ss04, s504~. Ambos sustratos sSDNA
se obtuvieron por amplificacion asimétrica, mediante PCR, de una regién de 313 pb del DNA
de pL.S1 que comprende la secuencia ssod. Para ello, se utilizaron dos oligonucledtidos que
delimitan las zonas conservadas de este origen de replicacidn: hacia la izquierda, el oligo 1,
5'-TCAGCAAAATGACAAGATGCTAGG-3’, presente en los fragmentos ssDNA que
contienen la secuencia s504 producidos tras la reaccién de amplificacién y haci;i la derecha,
el oligo 2, 5’-TCATCCACTCAAGACTTTTGACGC-3’, el cual se encuentra en los
fragmentos sSDNA que llevan la regién sso4~. Las reacciones de PCR se realizaron con 50
y 0.5 pmoles de cada uno de estos oligos, donde el oligo que se puso en mayor cantidad,
dependia de 1a hebra de DNA se quisiese amplificar. En ambos casos {cuando se amplifico
una u otra hebra) se obtuvieron, ademds de los fragmentos ssSDNA correspondientes de 313
nt, otra banda correspondiente al producto de DNA bicatenario de 313 pb (no se muestra).
Para purificar los fragmentos ssDNA de cada reaccidn, se sometio el producto total de cada
ensayo a electroforesis en un gel preparativo de agarosa que permitia la separacién de
pequefios fragmentos de DNA, desde el cual se extrajeron las bandas ssDNA de interés (ver

Métodos).

IL.a RNAP utilizada fue la de B. subrilis, ya que se trataba de la iinica RNAP de
bacterias gram(+) de la que podiamos disponer. Esta fue puriﬁcada_‘ con su factor o
mayoritario (¢*) en el laboratorio de la Dra. M. Salas por el Dr. M Mencia, segun el
protocolo descrito por Moreno y cols., 1974. Los fragmentos sSDNA se marcaron en su
extremo 5’ (mediante tratamiento con T4 PNK y [y-*2P] dATP) y se precipitaron junto con
poli(dIdC), de tal forma que en los 2 ul (0.003 pg) de ssDNA utilizados en cada ensayo de
retardo hubiese aproximadamente 200 veces mds de competidor (1.0 ug) respecto al ssDNA
marcado. Se probaron distintas cantidades de RNAP y cada reaccién (10 ul) se incubd 5 min
en hielo antes de cargar un gel nativo de PAA (40:1) 3.5%. El tampén de incubacién
contenfa 200 mM NaCl y 90 mM sulfato aménico para promover la interaccién especifica
entre ambos elementos, dado que en ausencia de sulfato amdnico o si se utilizaban
concentraciones menores de NaCl, se habia observado un grado considerable de interacciones

inespecificas entre ellos (no se muestra).
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Figura 41, Andlisis de unidn de la RNAP de B. subrilis al ssod v ss04 de pLSL. Sc incubaron 300 pg

(30,000 cpia) de los fragmentos ssDNA de 313 nt, aishulos de reaccidnes de PCR asimétricn (ver texto),
contenicndo la secuencia svod de plLS1 (850A) o la regidén complementaria de ésta (ssoA’) marcados en su
extremo 5' con ¥P, eon las cantidades indicadas de RNAP (satwrnda con su subunidad o) durante 5§ min en
hielo. Ll tampén de reaccién se compone de 25 mM Tris-HCI pH 7.6, 10 mM MpCl,, 200 mM NaCl, 4%
sacarosa, 1 mM DTT y 90 mM sulfato amionico, Todas las muestras (10 pl) contenen 1 gg de DNA competidor
(polidIdC). Se carparon en un gel nativo de PAA (40:1) 3.5% y s& corrieron a 100 V a 4 °C. Se caleuld la
relacidin entre los pmoles de ssDNA y de RNAP utilizados en cada caso. Se muestra la aulorradioprafia del gel,
donde pueden verse lus bandas correspondientes al ssDNA libra y retrasado por [a vnidn da la RNAP,

Los resultados oblenidos se presentan en la Figura 41. Cuando se incubaron 12 ng
de RNAP con el ssDNA que contenia ¢l ssod de pLS1, se observo la formacion de una
pequefia cantidad de complejos ssDNA-RNAP, de migracién retrasada respecto a la del
5sDNA libre, Estos complejos no se formaron cuando se empled la misma cantidad de RNAP
con el ssDNA que contenia la secuencia ssoA4”, Al incrementar a 32 ng la cantidad de enzima
utilizado, aumentdé considerablemente la proporcidn de complejos ssDNA-RNAP formados,
cuando el ssDNA empleado contenia la secuencia ssod. En las mismas condiciones,
continuaba sin verse un retardo significativo de los fragmentos ssDNA con la secuencia ssod
Cuando la cantidad de RNAP utilizada se elevd a 64 ng, todo el ssDNA conteniendo la
sccuencia ssod empleado en el ensayo se encontraba acomplejado 2 la proteina, mientras que
s6lo se observd una pequefia fraccién de complejos ssDNA-RNAP, cuando el sustrato
empleado fue el ssDNA con la secuencia sso4 . Estos datos demuestran que la RNAP de B.
subrilis reconoce especificamente el sso4 de pLS| y no su secuencia complementaria ssod’,
ya que la afinidad de unidn del enzima al ssDNA que contiene la primera de estas secuencias

es mucho mayor que en ¢l segundo caso. El hecho de que cantidades elevadas de RNAP (64



Resultados 123

ng) induzcan la formacién de una pequefia proporcién de complejos DNA-proteina cuando
se emple6 el ssDNA con la secuencia ssod’, no es de extrafiar, ya que la RNAP se une
naturalmente al DNA y aunque su afinidad por este ssSDNA es baja, serfa 16gico observar
algiin tipo de unidn (inespecifica) en estas condiciones de ensayo. Por otro lado, los datos
obtenidos en este experimento permitieron concluir que no es necesario la presencia ni unién

de otro factor del huésped para que la RNAP reconozca la sefial sso4 de pLSI.

Y

4.1.1. Efecto de mutaciones en el ssoA en la interaccién con RNAP

Para estudiar el efecto que tenfan las mutaciones generadas en la regiones conservadas
del ssoA frente a la unién de la RNAP, se realizaron experimentos de retraso en gel
utilizando fragmentos sSDNA que contenfan las mutaciones X (CM, G1, G3 - G7 y G3G7)
incubados con diferentes cantidades de RNAP. Los fragmentos ssDNA empleados se
obtuvieron por amplificacién asimétrica, mediante PCR, de una regién de unos 313 pb que
contenia la secuencia con cada mutacién del ssod, presente en los pldsmidos pLS1X, y
purificacién posterior siguiendo el procedimiento anterior. Cada una de las reacciones de
PCR se realizaron empleando 50 pmoles del oligo 1 y 0.5 pmoles del oligo 2. Los
fragmentos ssSDNA purificados se marcaron en sus extremos 5° como en el caso anterior. Los
ensayos de retardo se realizaron con una cantidad de ssSDNA marcado correspondiente a
30,000 cpm (unos 3 ng) en cada caso. Las cantidades de RNAP utilizadas se indican en la

Figura 42.

Cuando se ensay6é la unién del enzima a estos fragmentos ssDNA, se observé
nuevamente dos categorias de resultados, dependiendo de la regién del origen que se hubiese
alterado. El defecto mayor en la unién de la RNAP se observé para los fragmentos que
tenian la regién RS, mutagenizada. Todos ellos presentaron un comportamiento similar al
observado para el ssSDNA con la secuencia ssod’, es decir, que no se detecté unidn de la
RNAP cuando se emplearon 12 ng de la misma y s6lo se observé una escasa proporcién de
ssDNA acomplejado cuando se usaron cantidades muy altas del enzima (64 ng; Fig. 42A).
Estos complejos, al igual que en el caso anterior, son probablemente consecuencia de la

unién inespecifica de la RNAP al DNA. Por el contrario, la unién de la RNAP a todos los
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Figura 42. Unién de la RNAP de B. subtilis a los derivados mulagenizados del ssoA de plL.S1. Se emplearon 300 pg (30 000 cpm) de los fragmentos ssDNA de
313 nt que contenfan cada una de las mulaciones indicadas, en RSy y el doble mutante G3G7 (A} y en C5-6 (B y C), para los expenmentos de retraso en gel. Se
llevd como control positivo y negulivo, respectivamente, los ssDNA usados antes (ssod y ssoA7), Sz incubaron con las cantidades de enzima indicadas y se prosiguid
dz la misma forma y en las mismas condiciones que en el ensayo anterior,
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fragmentos ssDNA que presentaban la secuencia CS-6 alterada fue similar a la observada con
los fragmentos que tenian la regién ssoA silvestre. Cuando se emplearon 12 ng del enzima,
se observé una pequefia proporcion de complejos sSDNA-RNAP que se incrementé cuando
se aiadieron 32 ng de proteina. En la mayorfa de los casos, todo el ssDNA presente en cada
ensayo se unié al enzima cuando se emplearon 64 ng de RNAP (Fig. 42B y C). Para probar
si la RNAP de B. subrilis era capaz de unirse al 5504 y a los mutantes en la secuencia CS-6
de este origen, en cantidades menores, se realizaron los mismos ensayos éon 9 ng de
proteina, observdndose todavia una pequefia cantidad de complejos (Fig. 42B). En este caso,
la banda retrasada correspondiente a los complejos sSDNA-RNAP para los fragmentos con
las mutaciones CM, G1 y G4 es mds débil, pero sigue siendo visible en autorradiografias

sobreexpuestas (no se muestra).

Dado que cualquier mutacion generada en la regién RSy del ssod de pLS1 impide la
unién de 1a RNAP al ssDNA que la contenga (G5, G6, G7 y G3G7), se puede concluir que
la RNAP de B. subtilis interacciona directamente con esta region, necesitando para ello que
tanto la secuencia como Ia estructura local de esta zona se encuentren intactas, o bien, que
la region intacta del RSy determine la configuracion necesaria del DNA para que la RNAP
pueda unirse a su correspondiente sitio en el sSDNA. De todas formas, la falta de unién del
enzima al ssSDNA traerfa como consecuencia que no se sintetice el RNA cebador para la
sintesis de la cadena complementaria de pLS1, lo que derivaria en el ‘incremento de las
formas plasmidicas de DNA monocatenario detectadas in vivo y en la baja eficiencia de la

replicacion de esta cadena observada in vitro, en S. pneumoniae.

Todos estos datos nos proporcionaban una valiosa informacién acerca de la interaccion
entre la RNAP y el ssod, asi como del efecto en esta unién de los diferentes tipos de
mutaciones generadas en el origen. Sin embargo, estos datos no nos proporcionaban ninguna
informacidn acerca de la actividad de este enzima en el sistema empleado para los andlisis
de retardo, en donde no intervenfan otros factores bacterianos., Es decir, que los datos
obtenidos hasta €] momento no nos permitian descartar la participacién de otros componentes
del huésped en la sintesis del pRNA. Fue entonces, que emprendimos un proyecto con el fin
de crear un sistema en donde se pudiera sintetizar el RNA cebador de la cadena retrasada de

pLS! a partir de su ssoA. Hasta ahora, s6lo se habian ideado sistemas para la sintesis del
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pRNA de la cadena complementaria en colifagos de cadena sencilla (ver Introduccion), pero
no se habia descrito nada comparable en la sintesis de “primers" para pldsmidos con
replicacién RC. Basdndonos en los experimentos de transcripcion in virro descritos por
Mencia y cols. (1996), se desarrollé un sistema que permitid determinar la capacidad de la
RNAP de B. subrilis para sintetizar los RNA cebadores de la cadena complementaria a partir

del ssoA de pLS1 y desde los derivados mutagenizados de éste.

5. SINTESIS IN VITRO DE pRNAs A PARTIR DEL ssoA DE pLS1

Los primeros ensayos, se realizaron con los fragmentos sSDNA que contenian la sefial
s50A silvestre y con los que contenfan la secuencia complementaria (sso4’), como control
negativo. Los sustratos ssDNA se obtuvieron de la misma forma que para los ensayos de
retardo anteriores. Para detectar los productos de cada reaccién, se empled una mezcla de
tNTPs que contenia [x-?P] UTP. Las dimensiones de los transcritos sintetizados se
determinaron por comparacién con oligonucleétidos de DNA marcados radiactivamente, de
tamafio conocido. Para cada clase de fragmentos ssSDNA se realizaron dos reacciones: una
con y otra sin SSB, para valorar ¢l efecto de esta proteina en la configuracién del sso para
que actiie como sustrato de la RNAP. Se calculd que eran necesarios 28.5 pmoles (0.53 ug)
de SSB para cubrir totalmente los 0.1 pmoles (0.01 pg) del ssDNA de 313 nt utilizado como
sustrato en cada reaccién, Para asegurar la saturacion, se puso un exceso de esta proteina (1
ug). La cantidad de RNAP empleada fue 1 pmol (0.4 pg) por reaccién. Los ensayos se
realizaron en un volumen total de 50 ul siguiendo el esquema de trabajo que se detalla a
continuacién: 1) El ssDNA (1 ul) se calenté durante 2 min a 90 °C junto con 20 ul del
tampén de reaccion (25 mM Tris-HCi pH 7.6, 10 mM MgCl,, 200 mM NaCl, 4% sacarosa,
1 mM DTT, 90 mM sulfato aménico), para eliminar las posibles estructuras intracatenarias
formadas durante el proceso de purificacién del ssDNA. Seguidamente, se enfrié cada
muestra gradualmente durante 45 min, para que pudieran formarse las estructuras secundarias
funcionales propias de estos fragmentos, en una situacién mds fisiolégica. 2) A continuacién,
se agregl SSB a la parte correspondiente de los ensayos y se incubd 20 min a 30 °C. Las
reacciones que no llevaban SSB se mantuvieron en hielo durante el mismo periodo de tiempo.

3) A cada preparacidn se le agreg6 1 ug de BSA para contribuir a la estabilidad de la RNAP,
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la cual se ahadid a continuacién. La RNAP utilizada habia sido previamente incubada con
la subunidad ¢* pura, con el fin de complementar las moléculas de RNAP que hubiesen
perdido esta proteina durante el proceso de purificacién. Se mantuvo cada preparacion
durante 5 min en hielo antes de agregar el tampdn de reaccién suplementado con ATP, GTP,
CTP necesarios a una concentracién final de 200 uM, 80uM [o-**P] UTP (5 uCi), 5 ug
heparina, para inhibir una segunda ronda de trascripcién llevada a cabo por la misma
molécula de RNAP, y 5 unidades enzimdticas de un inhibidor de RNasas. 4) Las reacciones
se incubaron a 37 °C durante 10 min y se pararon agregando 5 ul de una mezcla conteniendo
100 mM EDTA y 2 ug/ul tRNA, empleado como "carrier” para facilitar la precipitacion de
los dcidos nucleicos. 5) Los dcidos nucleicos se aislaron de cada mezcla de reaccién mediante
precipitacién con 5.5 ul de acetato potdsico 3M pH 4.8 y 140 ul de etanol absoluto. Las
muestras se resuspendieron en 6 pul de tamp6n de carga y se calentaron durante 3 min a 90°C
para desnaturalizar ia unién entre el RNA recién sintetizado y su sustrato ssDNA,

sometiéndose posteriormente a electroforesis a 2000 V en un gel de 15% PAA - 8 M urea.

Los resultados obtenidos de la autorradiografia del gel correspondiente se presentan
el la Figura 43. Cuando se empled como sustrato €l ssDNA que contenia Ia secuencia ssoA
de pLS1 se obtuvieron productos de la reaccion de transcripcion, en donde el RNA
mayoritario conseguido fue un pequeno transcrito de 21 nt, visible incluso en
autorradiogramas poco expuestos (Fig. 43A y B). Si se sobreexpone la imagen, se puede
observar ademds, una banda de 22 nt, aunque de menor intensidad, asi como toda una gama
de fragmentos de mayor tamafio poco intensos (Fig. 43C y D). Cuando se ensayd el sustrato
ssDNA que contenia la secuencia ssoA", no se obtuvieron productos significativos de la
reaécién de transcripcidn (en autorradiografias muy expuestas sélo puede observarse una
banda muy débil de unos 65 nt; Fig 43C). Esto era esperable, dado que en los experimentos
de retardo (Fig. 41) no se habia detectado unidn especifica de la RNAP a fragmentos ssDNA
conteniendo esta secuencia. Los datos obtenidos confirman entonces, que la RNAP de B.
subtilis reconoce especificamente el origen de replicacién de la cadena retrasada de pLS1
(ssoA) y que no es necesario la presencia de un factor adicional del huésped para promover
la sintesis de RNA cebadores de dicha cadena. Dado que el tamaifio del pRNA mayoritario
sintetizado es de 21 nt y que no se detectaron productos de mayor tamafio cuando se

analizaron las mismas muestras en geles de PAA menos concentrados (6%-8 M urea; no se



ssoA ssoA G3 Ge 67 G3G7 sscA CN{ Gl G4 '_Gfl
T 17 10 11 ar ir 1 = 1 ¥ 17 1

55H -+ -+ -+ -+ -4+ -+ - -+ -4+ -+ -+

ss0A ssoA G3 G6 G7 G3G7 sscA CM GI G4 GS
F—=rl 'l_ll—-lr [N § 1T | ¥ LI 11 LI r 1
SSB -+ —4 =+ =+ —+ -+ - =4 =+ -+ -+

34

24

gl —=

Figura 43. Sintesis in vifro de pRNAs & partir del ssoA silvestre y mutagenizados de pLS1. Las reacciones
se realizaron con 0.1 pmol (10 ng) de los fragmentos ssDNA que contienen el ss0A silvestre o cada una de las
wutaciones indicadas, Como control negative se llevd ssoA”. Les muestras con 33B (1 pg) se incubaron 20 min
a 30 °C antes de agregar 1 pmol de ENAP (0.4 ug). A continuacién, se dejd reposar cada preparacidn 5 min
a4 "C para permitir la interaccidn enzima-sustrato. La reaccidn de sintesis se llevd a cabo a 37 °C en presencia
de [e-"P] UTP. Loy deidos nucleicos se extrajeron de le meecls mediznte precipitacion con seelaly poldsico
IM pH 4.8 ¥ etanol. T.as muestras se desnaturalizaron por calentamiento y se somelivron a electriforesis en
un gel de 15% PAA/E M urea, Como control de peso molecular s& llevd un grupo de oligonucledtidos marcados
de tamano conocido (entre 14 v 34 nt). Se scasls con una flecha la posicién del producto RNA mavoritario (21
nt). Su tamano se caleuld teniendo en cuanta qua el RNA tiene una migracion electroforética mayor que ¢l DNA
utihizado como control de peso molecular,
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muestra), se puede proponer la existencia de un punto principal en el ssoA de pLS1, donde
finaliza la sintesis de este RNA y como consecuencia de ésto, la transcripeidén "run off" no
tiene lugar a partir de dicha seifial de replicacién. Por otro lado, los resultados presentados
en la Figura 43 indican que, tanto en presencia como en ausencia de SSB, el sustrato
monocatenario adopta la conformacién necesaria para ser reconocido por el enzima, ya que
los productos obtenidos en ambos casos (con y sin proteina) son los mismos (este hecho se

7
Y

comentard mds adelante).

5.1. Efecto de mutaciones en el sso4 en la sintesis de pRNAs

Los ensayos de transcripcion in vitre realizados con los fragmentos ssDNA que
contenian las diferentes mutaciones en el ssoA de pLS1 se llevaron a cabo de forma andloga
a la expuesta anteriormente. En estos casos, los resultados coincidiefon con los datos
obtenidos en los experimentos de retardo en gel (ver Fig. 42). Solo los sustratos ssDNA que
presentaban mutaciones en la regién CS-6 del ssoA (CM, G1, G3 y G4) permitieron la
sintesis de pequefias moléculas de RNA (Fig. 43), mientras que en los ensayos realizados con
los fragmentos ssDNA que presentaban la regién RS; alterada (G5, G6, G7 y G3G7), no se
obtuvieron productos significativos de esta reaccién (en autorradiografias sobreexpuestas tan
solo puede observarse una banda muy débil cuyo tamano coincide con el de la banda
generada a partir del fragmento ssoA4"; en el caso de G6 y G7 se ve también una débil banda
de 21 nt; Fig. 43C). Este comportamiento seria esperable, dada la falta de interaccién
detectada entre 1a RNAP y los fragmentos ssDNA conteniendo este dltimo tipo de mutacién.
El patrén de bandas observado, tras la sintesis de RNA a partir de los fragmentos ssDNA
con la regién CS-6 alterada, dependia del tipo de mutacién y fue diferente al obtenido cuando
se utilizé el sustrato con la secuencia ssoA silvestre. Mientras que en los ensayos realizados
con los fragmentos de ssDNA que llevaban la mutacién CM se contintia viendo el producto
mayoritario de RNA de 21 nt a la vez que otra banda de 22 nt, igualmente intensa, los
productos obtenidos con los sustratos ssDNA conteniendo las mutaciones G1, G3 y G4 son
bastante mds dispares. En las reacciones con los fragmentos con la mutacién G1 se ven tres
bandas de intensidad similar (24, 25 y 26 nt), en G3 los productos de 24 y 25 son los mds

aparentes, asi como un transcrito mayor de unos 60 nt, que también aparece en G4. En este
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dltimo caso, los RNAs son de tamafios diversos y las bandas mayoritarias (21, 22, 33 y 34
nt) son poco intensas (Fig. 43B). La variedad de productos sintetizados a partir de estos
sustratos, podria estar asociada a una funcién de la regién CS-6 durante el proceso de

terminacidn de la sintesis del RNA cebador de la cadena complementaria de pLS1.

5.2. Efecto de la proteina SSB en la sintesis in vifro de RNA aﬁpartir del
ss0A de pLS1

Dado que se habfa comprobado que la presencia de SSB era necesaria para que se
pueda sintetizar de forma especifica el RNA cebador de 1a cadena retrasada en colifagos de
cadena sencilla (Zechel y cols., 1975; Arai y Kornberg, 1979; Sun y Godson, 1993), se
decidi6 analizar el efecto de esta proteina en la sintesis del pRNA a partir del sso4 de pLS1.
Para ello, se procedié segiin el esquema de trabajo detallado anteriormente para la sintesis
in vitro de RNA agegando, donde se indica, la cantidad calculada de SSB para saturar los
0.1 pmoles de sustrato ssDNA utilizados en cada reaccién. Los resultados obtenidos se
presentan en la Figura 43. Aqui se ve que, independientemente del fragmento ssDNA
empleado como sustrato de la reaccidn, la adicién de SSB no modifica en absoluto el patron
bandas (sintesis de RNA) obtenido en ausencia de esta proteina. Este hecho sugiere que en
el caso de pLS1 no parece ser necesaria la estructuracion del origen de replicacién de la
cadena retrasada por parte dé- SSB, para conseguir, in vitro, la sintesis especifica de RNA
cebadores de la replicacién, como se habia visto en los colifagos de cadena sencilla (ver
Introduccién). Sin embargo, cabfa la posibilidad de que en las condiciones empleadas en
estos ensayos, SSB no se estuviera uniendo a los sustratos ssSDNA y por eso no se hubieran
registrado diferencias en el patrén de sintesis de estos pequefios transcritos. Para
comprobarlo, se realizd un experimento de retardo en gel empleando las mismas
proporciones moleculares de ssDNA y SSB que para el ensayo de transcripcidn in vitro. En
este caso, los fragmentos sSDNA se marcaron en sus extremos 5° con 2P (ver Métodos) para
poder visualizarlos y se incubaron 30,000 cpm de ssDNA (unos 3 ng) con {a cantidad de SSB
(16.13 pmoles) correspondiente para saturar dicho sustrato. Cada reaccién de unidn se llevé
a cabo en un volumen total de 10 ul, en el mismo tampén empleado en los ensayos de

transcripcién y siguiendo el procedimiento detallado anteriormente para los mismos. Los
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resullados presentados en la Figura 44 indican que SSB se une efectivamente a estos sustratos
en las condiciones ensayadas, confirmando asi la prescindibilidad in virro de S5SB en la
sinlesis especifica de pRNAs a partir del ssod de pLS1. Los mismos resultados de retardo
se obtuvieron para los fragmentos con las demds mutaciones (CM, G1, G4 - G7; no se
muestra). La formacién de un complejo de unién mds pequefio asi como de menor afinidad
entre SSB y el fragmento ssoAd, indica que podria existir cierta especificidad de orientacion

de esta secuencia para la interaccidn SSB-ssDNA.

8504 G3 ssoA G3AGT

I 1T | | 8]

1
55B - 4+ = 4+ = 4 = 4

— gsDNA unido

v wly

— ssDNA libre

Figura 44. Unidn de 55B a fragmentos ssDNA. Sz analizd ¢l retraso en la migracidn de los frapmentos
ssDNA (3 ng) contemiends la secuencia ssod de pLSI (ss0A), la secuencia complementaria de Ssla (ssoA]) y
las mutaciones G3 y G3G7, como consecuencia de la unidn de S5B (0.6 pg), agregado en cantidad suficiente
como pars saturar el sustrato. Las muestras s¢ incubaron 20 min 4 30 °C ¥ se corrieron en un gel nativo de
PAA (1) 3.5%.

6. MUTACIONES EN LA DNA POLIMERASA I DE S. pneumoniae
AFECTAN LA REPLICACION A PARTIR DEL ssoA DE pLS1

La DNA polimerasa I de §. pneumoniae (Spn Poll) estd codificada por ¢l gen pold
de esta bacteria y pertenece a la familia A de polimerasas, en donde también se incluyen la
DNA polimerasa I de E. coli (Eco Pell) y la DNA polimerasa de Thermus aquaticus (Taq
Pol) (Lopez vy cols., 1989; Ito y Braithwaire, 1991). Estas tres enzimas poseen un dominio
polimerasa encargado de catalizar la incorporacion de dNTPs durante la sintesis de DNA

(frapmentos de Okazaki, reparacion del DNA, etc) y un dominio exonucleasa 5' — 37, cuya
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funcién principal consiste en eliminar los pequefios fragmentos de RNA que ofician de
cebadores durante la replicacion cromosdmica. Tanto Taq Pol, como Spn Poll carecen de la
actividad correctora 3’ - 5’ detectada en Eco Poll (Diaz y cols., 1992a; Kornberg y Baker,
1992). Aunque la actividad exonucleasa 5’ - 3’ de Spn Poll es esencial para la viabilidad
celular en S. preumoniae (Diaz y cols., 1992b), se han conseguido estirpes mutantes, en
donde esta funcion se encuentra disminuida. Ademds, se han generado mutantes que carecen
del dominio polimerasa de este enzima, sin que ésto haya supuesto un efecto den{ésiado grave

para la célula (Diaz y cols., 1992a).

En un trabajo previo, Diaz y cols. (1994) habian demostrado la necesidad de la
actividad polimerasa de Spn Poll en la replicacién y establecimiento de pldsmidos con el
replicén de pLS1. Aqui se habfa visto que la transferencia de pldsmidos como pLS1 o pLS5
a estirpes mutantes de S. pneumoniae que carecian de la actividad polimerasa de Spn Poll,
experimentaba un descenso notable (aproximadamente 100 veces menos) respecto a los
resultados de transformacién plasmidica obtenidos con la cepa silvestre. También se observé
una marcada inestabilidad segregacional de estos replicones (Lex = 0.1, para pLS1), asi
como una elevada acumulacidn intracelular de formas ssDNA (hasta 10 veces mds que la
acumulada en la estirpe silvestre) del plasmido pLS86 (un derivado de pLS1 que contiene un
inserto de 5.2 kb del cromosoma de S. pneumoniae; Lopez y cols., 1984), en las estirpes
carentes de la actividad polimerasa de Spn Poll. Cuando se estudiaron los productos
replicativos de este pldsmido en dichos huéspedes, se encontraron ademds, dos puntos de
discontinuidad en la sintesis de las cadenas lider y retrasada préximos a las secuencias dso
y 5504 del mismo. Este hecho habia sido interpretado por los autores, como una posible
funcién de la actividad polimerasa de Spn Poll en el inicio de la replicacién a partir del dso,
asf como al comienzo y/o al final de la replicacién a partir del sso4. Se habia postulado
ademds, que la actividad exonucleasa 5’ - 3’ era la encargada de asistir la terminacién de
la sintesis de la cadena complementaria mediante la eliminacién del pRNA. Sin embargo, se
habfa considerado mds probable que fuese la DNA polimerasa III (Spn Pollll) la que
realmente llevase a cabo el proceso integro, desde el principio, de sintesis de ambas cadenas
plasmidicas, y que los efectos observados en las etapas iniciales de la replicacién de estos
pldsmidos, en los huéspedes carentes de actividad polimerasa de Spn Poll, fueran causadas

por el secuestro del holoenzima Pollll o de alguno de sus componentes, para cumplir las
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funciones que normalmente lleva a cabo la Poll durante la replicacién cromosémica (Diaz,
1993). Es decir, que Pollll o alguno de sus ensamblajes probablemente sustituirian en los
mutantes polA al dominio polimerasa de Spn Poll, en el procesamiento de los fragmentos de
Okazaki durante la replicacién cromosémica y este hecho supondria una elevada utilizacién
de Pollll, produciéndose una descoordinacion entre las iniciaciones de la replicacidn de las
dos hebras de DNA del plasmido y la posterior elengacién por Pollll, aumentando la vida
media de las moléculas que contienen un "nick” en el dso y las formas ssDNA""plasml’dicas
que no han iniciado la sintesis de la cadena retrasada, dando lugar a su deteccion en los

extractos celulares de DNA total (Diaz, 1993).

Con el fin de profundizar en la funcién que tendria Spn Poll en la sintesis de la
cadena retrasada de pLSl, se realizaron ensayos de replicacion in vitro utilizando extractos
acelulares procedentes de dos estirpes de S. preumoniae donde se habia mutado el gen polA:
MP547 y MP560. La primera de estas estirpes expresa un derivado de Spn Poll (Polln351a)
que carece de la actividad polimerasa (por insercion del gen car de pC194 en el sitio HindIIl,
coordenada 1052, del gen pold; Diaz y cols., 1992b) y posee la actividad exonucleasa 5’ —
3’ disminuida en un 15%. La segunda presenta dos genes pol4 mutantes, uno integrado
ectépicamente en el locus malM del cromosoma bacteriano, que codifica el derivado
PolIn351b con actividad udnicamente exonucleasa 5’ — 3" (por delecion del dominio
polimerasa) y otro, presente en el locus pold que expresa el polipéptido Pollc269, con
actividad solamente polimerasa (por delecién del dominio exonucleasa), aunque disminuida
al 20% (Diaz y cols., 1992b). Los extractos de ambas estirpes, asi como el de la cepa
silvestre (S. pneumoniae 708) se realizaron el mismo dia, para evitar cualquier diferencia en
las condiciones de ensayo o en la manipulacién de uno respecto a los otros. La cantidad de
sustrato monocatenario empleado (ssDNA aislado de pA-PLS1ss0A) fue la misma que se
utilizé para los experimentos de replicacién in vitro anteriores (150 ng). Se probaron dos
concentraciones de extracto diferente (8 y 16 ug/ul) de MP547 y MP560. Como control se
llevé un ensayo realizado con el extracto silvestre (8 y 16 ug/ul), del cual ya se conocia el
resultado replicativo (ver Fig. 35). Al cabo de 60 min de incubacién, el DNA obtenide como
producto de cada reaccion se purificd y corrié en un gel de agarosa 0.8% durante 12 hs a
2.5 V/cm sin digestién enzimética previa, ya se querfa comparar niveles de replicacion total

y alin no se sabfa st el sistema de replicacién de los mutantes permitiria la conversién
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completa ss = dsDNA de al menos una parte del sustrato. Los resultados (Fig. 45A) pusieron
de manifiesto la incapacidad presentada por los extractos de las estirpes mutantes para iniciar
la sintesis de la cadena complementaria a partir del ssoA de pLS1. Sin embargo, se pudo
apreciar una pequefia diferencia en cuanto al nivel de replicacién alcanzado por cada uno de
los mutantes. Mientras que en los ensayos realizados con extractos procedentes de MP547
no se consiguid un grado detectable de replicacion de la cadena retrasada, el nivel de
incorporacion de dNTPs promovido por MP560 fue un poco mayor, aunque mLi-'y por debajo
del alcanzado por la estirpe silvestre (Fig. 45B). Esta mejor eficacia de sintesis de la cadena
retrasada podia deberse al pequefio porcentaje de actividad polimerasa de Pollc269 (20% del
enzima silvestre) presente en MP560, en cuanto que el derivado de Spn Poll presente en la

estirpe MP547 (PolIn351a) no posee tal actividad.

Para verificar si este defecto se debia a la falta de los niveles apropiados de Spn Poll
o solamente de su dominio polimerasa, se tomé el extracto que consegufa el menor grado de
conversion del ssSDNA de pA-pLSlIssoA (MP547; Fig. 45B) y se complement$ con el
dominio polimerasa de Spn Poll (Pollc269) o con el enzima completo (Poll) purificadas.
Ambas proteinas se purificaron en el laboratorio de la Dra. P. Ldpez siguiendo el
procedimiento descrito por Pons y cols., (1991). Para conseguir las condiciones de
complementacidn del extracto celular mds parecidas a la fisioldgica, es decir, las unidades
enzimdticas de Spn Poll que habrian en 240 ug de extracto silvestre (esta cantidad
corresponde al total de proteinas utilizadas por reaccién), se calculd que era necesario
aproximadamente 1 unidad de cada proteina (5.9 u/ug para Poll y 8.3 u/ug para Pollc269).
Los cdlculos realizados se basaron en los datos provistos por Lopez y cols., (1989), en donde
se habia estimado el niimero de moléculas de Spn Poll por célula, en aproximadamente 500.
Teniendo en cuenta que la cantidad (en gramos) de proteinas totales por ¢élula es igual a
1.2x10" y que el peso molecular de Spn Poll predicho de acuerdo a su secuencia
nucleotidica es 99.5 kDa, se pudo calcular la cantidad de esta enzima (en ug) que estaria
presente en los 240 ug de extracto proteico empleados. Con este dato, y dado que se habia
conseguido una concentracién de 65 ng/ul de Spn Poll purificada, que correspondia a 0.38
u/ul (M. Amblar, comunicacién personal), se obtuvo el valor final de las unidades de enzima

necesarias para complementar cada extracto.
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Figura 45, Replicacidn in vitro u partir del ssod de pL.S1 en distintos sistemas de S preumaonine. A, Efccto
de mutaciones en Spn Poll para [a sintesis de ln cadena retrasada de pLS1, Bdsicamente se signid el
procedimiento peneral de replicacidon empleado anteriormente, wtilizando 8 gpful (calles 1, 3 vy 33 ¥ 16 pgful
{ealles 2, 4 y 6) de extractos preparados 2 partir de las estirpes silvestre (708) 0 mutadas MP347 (347) y MP360
(5604 de 8. prewmoniae, La estirpe MP547 carece de la actividad polimerdsica de Spn Poll y posee la actividad
exonucleass 5° — 3" disminuids ¢n un 15 %. La estirpe MP360 presenta un 20% de actividad polimerasa ds este
enzima y niveles silvestres de actividad exonucledsica. Como sustrato sz emplearon 1530 ng del ssDNA aislado
de pA-pLSlssoA. El DMA se purificd de la mezcla de reaccidn v se somend a electroforesis sin digestidn
enzimdtica previa, en un gel de agarosa 0.8%. Las flechas sefialan la posicidn de los productos de replicacidn
ohtenidas con los extractos de las estirpss mutadas. B, Sz presenta unz parte de la autorradiogralia
sobreexpuesta del gel antenor. C, Complementacién con Poll ¥ Polle268. Los ensayos de replicacidn con log
extractos de las estirpes salvaje (708) y mutante (547) de S, preumoniae (8 pg/pl) s¢ realizaron wiilizando el
ssDNA de pA-pLSlsscA v 58 continud el mismo procadimiento anterior. Un los casos donds se indica, =&
complemento el extracto con I o 2 unidades del dominio polimerass dz la Poll purificado (Pollc269) o con el
eneima complels (Poll, dominios polimerass + exonucleasa 5° - 37,

Las variaciones en el procedimiento general de replicacién in virre, empleando el
sistemna de §. preumoniae, fueron las siguientes: antes de comenzar las reacciones, se calentd
el sustrato ssDNA a 90 °C durante 3 min para climinar la asociacion de posibles cebadores

de la replicacidn que pudiesen haber sido copurificados con el ssDNA; el extracto, el tampon



Resultados 136

de reaccion y la Poll o Pollc269 se incubaron durante 5 min en hielo; luego se afiadi6 el [a-
“P] dCTP (10 uCi) y por dltimo, el ssSDNA. Se mezcl6 suavemente y se incubé durante 60
min a 32 °C, purificindose a continuacién el producto DNA, el cual se sometié a
electroforesis en un gel de agarosa 0.8%. Los resultados del autorradiograma de dicho gel
se presentan en la Figura 45C. Cuando se complementaron 240 ug de extracto procedente
de MP547 con 1 unidad del dominio polimerasa de Spn Poll (Pollc269) o con el enzima
completo (Poll), se consiguieron los mejores niveles de replicacién, ya que si rée utilizaban
2 unidades, los niveles bajaban considerablemente. La adicién de Pollc269 a la reaccién
incrementa bastante los niveles de incorporacién de dNTPs respecto a la reaccién sin
complementar (calles 2 y 3, Fig. 45C), pero cuando se agregé Poll, el grado de replicacién
obtenido fue muy superior y equiparable al conseguido por la estirpe silvestre, indicando que
ambas actividades enzimdticas (polimerasa y exonucleasa) son necesarias para obtener los
mejores indices replicativos. Los primeros datos coinciden con los observados previamente
in vivo en S. pneumoniae (Diaz y cols., 1994) y los segundos, ponen de manifiesto la
participacion directa del enzima Poll completo en 1a iniciacién de la cadena complementaria
a partir del ssoA de pLS1, adem4s de otros factores del huésped como por ejemplo la RNAP,
dado que si no se agrega extracto proteico a la reaccidn, la Poll pura es incapaz de iniciar
por si sola la sintesis de esta cadena sobre un sustrato ssDNA conteniendo este origen de
replicacion (calle 7, Fig. 45C).

7. FUNCION DEL ss0A DE pLS1 EN B. subtilis

Al iniciar este trabajo, se sabia que, contrariamente con lo que sucede en S.
pneumoniae, el ssoA de pLS1 es poco o nada funcional en otros huéspedes como B. subtilis
y E. coli (del Solar y cols., 1987a). En B. subtilis, 1a cantidad de ssDNA acumulado tanto
por pLS1 como por pLS4 (AssoA) en cultivos creciendo exponencialmente, es alta y parecia
ser practicamente la misma en ambos casos (del Solar y cols., 1987a; Fig. 46B y ©). Sin
embargo, cuando se cuantificé el contenido en formas ss y dsDNA de cada pldsmido,
presentes en muestras de DNA total procedentes de extractos de células que contenfan dichos
replicones y se calculd la relacion ss/dsDNA en cada caso, se pudo valorar una pequefa pero

significativa diferencia entre ambos, siendo esta relacién para pLS4 1.5 veces mds alta que
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Figura 46. Ndmero de copias y acumulacidn intracelular de ssDNA de pMV138 y sus derivados en B.
subtilis. El DNA total procedente de células que contienen los pldsmidos indicados se sometid a electroforesis
en un gel de agarosa 0.7% ¥ se visualizd medianle tineidn con EtBr (A). El DNA se transficié a un flteo de
nitrocelulosa con (B) o sin (C) desnaturalizacidn previa. Las formas plasmidicas transferidas se detectaron por
hibridacién con una sonda de pLS1 marcada radiactivamente. Se indivan las formas de DNA plasmidico
manoménico monocatenario (ssDNA) v bicalenario: oc y cce. En este hudsped se hacen evidentes unas bandas
por debajo de los ve que corresponden a formas diméricas del pldsmido (d). chr: DNA crumosdmico.



Resuftados 138

la de pLS1 (Tabla 8). Estos resultados permiten concluir entonces, la existencia de una
funcionalidad minima del ss04 de pLS1 en B. subtilis. Por otro lado, €l nivel de ssDNA de
pMV 158 acumulado en este huésped es practicamente nulo, indicando que en en el fragmento
EcoRI B delecionado para dar lugar a su derivado pLS1 (ver Fig. 11), se podria encontrar
una sefial muy eficiente de conversidn ss — dsDNA (Fig. 46). Al analizar la cantidad de
ssDNA intracelular acumulado por pl.S1A13 y pLS1A14 en B. subtilis, no nos sorprendié
observar que los niveles ss/dsDNA de ambos replicones presentan un valor inte;:medio entre
los calculados para pLS1 y pLS4. Por otro lado, el grado de acumulacién de ssDNA de
pLS1AHA es a penas perceptiblemente mayor que el de pLS4, aunque curiosamente, muestra
un grado de inestabilidad segregacional semejante al presentado por pLS1A13 y pLS1A14
(Fig. 47; Tabla 8). La inestabilidad de estos dos dltimos pldsmidos, asi como la de pLS4
podria deberse a la delecion parcial o total del sso4, como habiamos visto que sucede en
pneumococos, mientras que la inestabilidad de pLS1AHA podria estar asociada a la secuencia
nucleotidica presente en el fragmento HindIII (3279) - AfII (4022) de pLS1, delecionado en
este pldsmido (ver Fig. 14).

En pUB110 se habian descrito cuatro zonas, denominadas BA (BAl, BA2, BA3 y
BA4) que inclufan puntos de unién del pldsmido a la membrana de B. subrilis y eran
necesarias para la replicacién normal del mismo. Ademds, se habia visto que algunas de estas
regiones BA contienen una secuencia de 7 nucleGtidos (5’-TTGCTGA-3’), la cual se
encuentra repetida siete veces en el genoma plasmidico, distribuida de la siguiente forma: una
en la regién BA 1, dos en BA 3, tres préximas a los extremos de BA 3 y una fuera de las
regiones BA. La delecion de uno de los dos heptanucleétidos repetidos en BA 3 impedia su
actuacion como region de anclaje plasmidico a la membrana bacteriana (Tanaka y Sueoka.,
1983; McKenzie y cols., 1986). En el fragmento HindIIl - AfIII de pLS1 se encuentra una
secuencia idéntica a los heptanucleétidos presentes en pUB110. Esta secuencia estd repetida
tres veces dentro de dicho fragmento. Esto podrfa estar indicando que la estabilidad
segregacional de pLS1 observada en este huésped se deba, en parte, a la presencia de estas
secuencias nucleotidicas, mientras que la inestabilidad detectada en pLS1AHA podria estar

relacionada con la carencia de las mismas.
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Figura 47. Estabilidad segregacional de los derivados delecionados de pLS1 en B. subtilis. Los cultivos de
esta bacteria conteniendo pldsmidos se crecieron en medio liquido sin antibidtico durante las generaciones
indicadas. Mediante recuento en placas se calcularon los porcentajes de células resistentes a Te y se
representaron en funcién del mimero de generaciones en ausencia de presidn selectiva. Como control se analizd
simultineamente la estabilidad de pMV 158, pLSt y pLS4. Simbolos: pMV158 (), pLS1 (), pLS1A13 (),
pl.31A14 (), pLS1AHA (), pLS4 ().

En ningun caso parece haber una relacidn causal entre el nimero de copias de los
pldsmidos estudiados (Tabla 8) y su estabilidad Segregaci&nal, ya que tanto pLS1 como sus
derivados mantienen un mismo valor de copias promedio en esta poblacién (alrededor de 4
copias/equivalente cromosémico). Por otro lado, si los heptanucledtidos repetidos, presentes
en el fragmento HindIIl - AflIl de pLSI estaban relacionados de alguna forma con la
estabilidad del pldsmido en este huésped, queda claro que por si solas, estas secuencias no

son suficientes para determinar dicha caracteristica fenotipica, ya que los pldsmidos pLS1A13
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y pLS1A14 poseen el heptanucletido repetido tres veces en su genoma, pero siguen siendo
inestables en esta poblacion. Es posible entonces, que tanto estas secuencias, como la
integridad de la sefial ssoA, estén implicadas de una forma conjunta en el mantenimiento
estable de estos replicones, ya que pLS4, que carece de ambas regiones, es de todos, €l
pldsmido que se pierde con mayor rapidez en la poblacién estudiada (esta cuestién se tratard

con mds detalle en la Discusidn).

Tabla 8. Numero de copias, relacién molecular ss/dsDNA y estabilidad de pMV 158 y sus

derivados en B. subtilis

Plasmido Nimero de ss/dsDNA Lex ®
copias *
pMV158 743 { 0.001 ( 0.004
pLS1 4 41 0.67 + 0.09 { 0.004
pLS4 4+1 1.02 + 0.05 0.1
pLS1AHA 4 +1 1.14 + 0.10 0.045
pLS1A13 4 +1 0.87 + 0.02 0.02
pLS1A14 4 41 0.75 + 0.07 0.042

(a) Medido como dsDNA (cce + oc)
(b) Frecuencia de pérdida plasmidica por generacién (para su célculo, ver Métodes)

8. El ssoU DE pMV158

El ssoU de pUB110 habia sido definido en un fragmento de 277 pb comprendido entre
las coordenadas 1523 y 1246 de dicho pldsmido (Boe y cols., 1989; ver Fig. 3). Esta region
presenta un grado de identidad del 97% con una secuencia presente entre los nucledtidos
3228 y 3500 de pMV158 (Pricbe y Lacks, 1989; ver Apéndice). Con el fin de determinar
si esta secuencia actuaba como sefial de iniciacién de la cadena retrasada en pMV 158 al igual
que su homdloga lo hacfa en pUB110, se construyeron dos pldsmidos derivados del primero

que sélo contuvieran el putativo ssoU clonado en las dos orientaciones posibles. Para ello,
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se insertd el fragmento EcoRI B de pMV 158 (coordenadas 3170 a 4298) en el inico sitio
EcoRI (3170) de pLS4. Este fragmento de 1128 pb, ausente en pLS1, comprende ademds del
ssoU, la regién promotora y parte del gen mobM de pMV 158 (ver Fig. 11). El derivado de
pLS4 que contenia esta secuencia clonada en la misma orientacién que su plidsmido parental
se denominé pLS4EC y el que la tenfa en la orientacion inversa, pLS4EI (Fig. 48). Estas
construcciones se utilizaron para analizar el comportamiento de este ssoU en diferentes
huéspedes, asf como para realizar un estudio comparativo entre el funcionamiento de los dos

tipos de sso presentes en pMV158,

8.1. Analisis comparativo entre la funcién del ssoA y ssoU de pMV158 en

diferentes bacterias

El primer huésped en donde se ensayd la funcionalidad del ssoU de pMV 158 fue §.
pneumoniae. Para ello, se transformaron células competentes de esta bacteria con el DNA
de los plasmidos pLS4EC y pLS4EI y los clones seleccionados se crecieron en medio lquido
con Tc para estudiar su contenido plasmidico. Una muestra del DNA total procedente de los
extractos realizados con cada cultivo, se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al
0.7% y se transfirid a una membrana de nitrocelulosa, en donde las diferentes formas
plasmidicas se detectaron mediante hibridacién con una sonda de pLS1 marcada
radiactivamente. Como control, se llevaron muestras de DNA total procedentes de extractos

de pneumococos conteniendo los pldsmidos pMV158, pLS1 y pLS4.

Ya habiamos comentado que pMV 158 (ssoAd + ssolU) y pLS1 (ss0A) acumulan la
misma cantidad de ssDNA en este huésped y que se segregan de forma estable en esta
poblacion bacteriana durante al menos 60 generaciones. Esta equidad fenotipica habia sido
interpretada como la posible ausencia de funcién del ssoU en S. preumoniae o, que este
origen fuera dispensable cuando €l ss0A se encontrara presente en el mismo replicén (del
Solar, 1991; del Solar y cols., 1993a). Sin embargo, cuando se analizé el contenido de
“ssDNA plasmidico en las preparaciones que contenian las nuevas construcciones, se vio que
PLS4EC era tan eficiente como pLS1 en la conversién ss - dsDNA, dado que ambos

pldsmidos acumularon un nivel similar y muy bajo de formas monocatenarias (Fig. 49). Esto
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Figura 48. Construccion de los plasmidos pLS4EC y pLS4EI Se digirieron 1 ug del DNA de pl.S4 ¥ 3 pg de pMV158 con EcoRI. Los preductos de este 1iltimo
se corrieron en un gel preparativo de agarosa 1%, a partir del cual se purifics el fragmento pequefio (1128 pb). Este y el DNA de pL$4 digerido se ligaron en una
proporcion 1:1 en moléculas. La mezcla de ligacién se utilizé para transformar células competentes de S. preumoniae, desde donde se aislaron los recombinantes.

Se muestra la direccién de replicacién a partir de los orfgenes correspondientes (recuadro blanco) y de la transcripcién de los genes {flechas anchas). Se indican los
sitios de restriccién més relevantes.
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indica en primer lugar, que la secuencia homdloga al ssoU de pUBL10 presenta en pMV 158
también una homologia funcional, ya que aciiia como origen de replicacion de la cadena
retrasada. En segundo lugar, quedaba demostrado que ¢l ssell de pMV155 [unciona en §.
preumoniae, de forma independiente v con la misma eficiencia que la del ss04. La presencia
del syoU en pLS4 conseguia ademds, reestablecer su nimero de copias al valor original de
su parental pLS1 y estabilizarlo en la poblacién bacteriana (Tabla 9). Por el contrario,
pLS4El se comporta practicamente igual que pLS4 en cuanto a estas tres Viiriilhii;::ﬂ, indicando
que, al igual que en pUBL10, ¢l ssol de pMV 158 funciona sélo en una orientacién adecuada

para su replicacién.
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Figura 49. MNimern de copias y acumuolacidn intracelular de ssDNA de pLS4EC y pLS4ET en S.
preumoniae. Ll DNA total procedeate de extractos de células de pnenmococos que contienen los plismidos
indicados se someticron a electroforesis en un gel de aparosa 0.7 % tefido con EtBr (A). El DNA se trans{ind
a un filtro de nitrocelulosa con desnamuralizacidn previa (B). Las formas plasmidicas transfaridas ss datectaron
por hibridacidn con una sonda de pLE1 marcada radisctivaments. Se sefialan las formas d= DNA monomérico
monocatenario (ssDMNA) v bicalenarior ve y cee. chr: DNA cromosdmico,

A continuacion, se analizd el contenido intracelular de las formas ssDNA generadas
por los plasmidos pLS4EC y pLS4El en B. subilis y en §. aureus. Para ello, se procedid
igual que en el caso anterior. En los capitulos previos habiamos visto que, in vivo, el ssod
de pMV 155 actioa de forma poco eficiente como senal de iniciacion de la cadena retrasada

del plismido en ambos huéspedes vy que existfan evidencias que indicaban una mejor
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actuacion del ssoU de pMV158 en B. subtilis. Este Ultimo supuesto se confirmé con los
resultados conseguidos en la Figura S0A. Aqui se vio que la cantidad de formas ssDNA
acumuladas por pLS4EC es indetectable en dicho huésped. Ademds, la relacién ss/dsDNA
es idéntica a la calculada para pMV158 (Tabla 9), indicando que el ssoU de este pldsmido
es una sefial mucho mejor reconocida por esta bacteria que ¢l ss0A4. El ssoU clonado en pLS4
consiguid reestablecer la estabilidad segregacional perdida de dicho pldsmido en este huésped,
mientras que pLS4El mantuvo un comportamiento andlogo, en cuanto a estas dos
caracteristicas fenotipicas, que el de su parental pLS4. Por otro lado, el mismo andlisis
realizado en S. aureus, puso de manifiesto una serie de resultados similares a los previamente
comentados. Cuando se calculd la proporcién de DNA monocatenario generado por pLS4EC
y PLS4EI en exfractos celulares de estafilococos, se vio que, al igual que lo que sucedia en
B. subtilis, sdlo el primero de estos pldsmidos se asemejé a pMV158, mientras que el
segundo presentd una relacién ss/dsDNA igual que la de pl.S4 (Fig. 50B; Tabla 9). Estos
datos permiten concluir que, tanto en B. subtilis como en S. aureus, la seiial de conversién
principal del ssDNA de pMV158 es el ssoU y por lo tanto, su funcién no se restringe a un

solo huésped como sucede con el ss0A del mismo pldsmido.

Tabla 9. Nimero de copias, relacién molecular ss/dsDNA y estabilidad de pMV 158 y sus derivados en distintos
huéspedes

S. pneumoniae B. subtilis S. aureus

Plismido  N.copias  ss/dsDNA Lex N.copias  ss/dsDNA Lex N.copias  ss/dsDNA Lex

CeMVISE | 35k6 0005 (0004 | 743 (0001 (0004 | 743 (o001 (0064
pLS1 22+ 12 0.0065 { 0.004 4+1 0.67 { 0.004 442 0.5 0.025
pLs4 11+£3 0.34 0.1 4+1 1.02 0.1 ND# ND ND
pLS4EC 20+ 4 0.007 { 0.004 51 { 0.001 {0.004 5+3 { 0.00t { 0.004
pLS4EI 12+ 4 0.30 0.1 4t1 0.9 0.05 442 0.5 ND

(a) Medido como dsDNA (cce + oc)
{b) Frecuencia de pérdida plasmidica por gensracién (para su célculo, ver Métodos)
(c) No determinado
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Figura 15, Nimero de copias y acumulacién intracelular de ssDNA de pLS1 ¥ sus derivados cn 5.
preimoniae. EI DNA total procedente de ealractos crudos de células de prneumicocos conteniendo los
plismidos indicadns se sometid a electroforesis en un gel de agarosa 0.7%, el cual se reveld por tincién con
EtBr (A ¥ D). El DNA se transfirié a un filtro de nitrocelulosa con (B v C) o sin (E vy F) desnaturalizacidn
previa; ayui se muestra la parte del gel que contiene el ssDNA plasmidico. Las formas pldsmidicas transferidas
se detectaron por hibridacidn con una sonda de pL31 marcade radiactivaments. Los autorradiogramas E y F
han sido sobreexpuestos para revelar las débiles bandss correspondicntes al DNA monocalenaro (ssDNA)
generado por los plismidos pMV 138, pLS1, pLS1AHA, pl35 y pl.81a24. Se indican las formas de DNA
plasmidico monoméncn hicatenario: oc {circulares abiertas, que probablements se solapen o estén nuiy cercanas
a formas diméncas minoritarias del misme) v oo (cireulares covalenlemente cerradas, superenrolladas). chr;
DNA cromostmico.
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Estos resultados permiten deducir una implicacién importante de la secuencia y/o
estructura secundaria del RS, en la funcionalidad del ssoAd de pL.S1. Sin embargo, estos datos
no descartan que lo realmente necesario sea una estructura global especifica de este origen
de replicacién, mds alld de una sccucncia o estructura localizada. La prediccion del
plepamicnto més estable de la regién AfIIT - Neol de estos dos pldsmidos, evidencid una clara
alteracion de la totalidad de la horquilla y un aumento de las zonas desapareadas, aunque la

regitn CS-6 se mantiene en un entorno similar que en el pldsmido silvestre (Fig. 18).
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Figura 17. Numero de copias y acumulacién intracelular de ssDNA de pLS1A13 y pLS1A14 en §.
preumaniae. Preparaciones de DNA total de células de pneumococos que contienen los pldsmidos indicados
se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa (L7% v se reveld por tincidn con EtBr (A). ElI DNA,
desnaturalizade previamente, se transfirid 2 un filtro de nitrocelulosa (B) y se detecld por hibridavion con una
sonda de pl.S1 marcada radiactivamente. Se indicen las formas de DNA plasmidico bicatenano: oc (circularus
abiertas) ¥ cce {circulares covalentemente cerradas, superenrolladas) y las de DNA monocatenano (ssDNA).
chr: DNA cromosdimico,
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Figura 80, Acumulacidn de ssDNA de pLS4EC y pLS4EL en B. rubsiliz v 5. aurens. E1 DNA (oral de cultivos dz B, sulyilis v estafilococos que contiznen los plismidos
indicados se corrid en un gel de agarosa 0.7% tefiido con EtBr (C). El DNA se transfirid a un filtro de nitrocelulosa y se procedid d= 1a misma forma anterior para visnalizar

lus formas plasmidicas transfaridas (A ¥ B}, En ambos huéspedes pueden verse por debajo de las formas oc (circularss ablerias), formas dimsncas bicatenarias del plasmida
(d). cce: mondmeros circulares superenrollados, chr: DNA cromosamico.



Resultados 146

8.2, La RNAP inicia la replicacion a partir del ssoU

En estudios anteriores se habia visto que la RNAP de B. subrilis era la responsable
de iniciar la sintesis de la cadena retrasada a partir del ssoU de pUB110 (Boe y cols., 1989).
Por ello, se suponia que la replicaciéon a partir del ssoU de pMVI158 contaria con un
mecanismo similar, incluso en otros huéspedes. Para comprobarlo se analizd el efecto de la
inhibicién de la RNAP en 8. prneumoniae con rifampicina (Rif) durante la reﬁlicacién de
pLS4EC. El procedimiento empleado fue el mismo que se utilizé para estudiar el mecanismo
de iniciacion a partir del ssoA4. En este caso también se inhibid la sintesis proteica con Erm,
con el fin de mantener una cantidad de DNA plasmidico constante previniendo préximas

rondas de replicacion a partir del dso.

Los resultados obtenidos (Fig. 51A) indicaron que la RNAP de pneumococos también
estd implicada en la sintesis del RNA cebador de la cadena complementaria de este plasmido,
ya que en las muestras tratadas con ambos antibidticos la cantidad de formas ssDNA de
pLS4EC experimentd un rdpido ascenso, asi como la relacidon ss/dsDNA del mismo (Fig.
51B). Por otro lado, ya habfamos visto que el tratamiento con Rif de las muestras que
contenian pl.S4 no provocaba ningln cambio significativo en la acumulacion de las formas
ssDNA del pldsmido, poniendo de manifiesto que la RNAP de S. pneumnoniae reconoce de
forma especifica, tanto el ss04 como el ssoU de pMV158. La adicién conjunta de Rif y Erm
a los cultivos en crecimiento exponencial conteniendo pLS4EC, produjo un incremento m4s
alto en la proporcién de ssDNA plasmidico acumulado en estas células, que el conseguido
tras el tratamiento sélo con Rif (Fig. 51B). Aunque esta diferencia fue muy baja, puede que
fuera cauéada por una actividad residual de la proteina RepB, presente todavia en el cultivo
después de la adicién de Erm. Estas moléculas proteicas podrian iniciar ]a replicacién a partir
del dso incrementando asi el nivel de ssDNA generado por el pldsmido, que a su vez no

podria ser convertido a dsDNA debido a la presencia de Rif en el medio.
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Figura 51. Efecto de la rifampicing en la conversidn ss — dsDNA a partir del ssoll de pMV158 en 5.
paeumoniae, A, Un coltivo en crecimiento exponencial de pneumococos que contiene ¢l plasmido pLS4EC fue
tratado (+) © no (—) con nfampicina (Rif) y eritromicing (Erm}. A los tiempos indicados (min) se tomaron
muestras del mismo ¥ se analizd ¢l contenido en DNA plasmidico. B, Se cuantificd el contenido en ss y dsDNA
{ e o+ oeee) de pLS4EC, praficdndoss la relacidn ss/dsDNA en funcitn del tiempo de tratamiento con uno o

ambos antihidticos juntos, También se representa la relacidn ss/dsDNA de pLS4 en funcidn del tiempo de
tratamiento con los antibiGticos indicados, Simbolos: Rif (), Brm (), Fuf + Bem ().



Resultados 148

8.3. Iniciacién de la replicacién a partir del ssoU

El sitio concreto del ssoU de pMV158 a partir del cual la sintesis de la cadena
retrasada tiene lugar durante la replicacién del plasmido, se determind de la misma forma
que para el ssoA, siguiendo el esquema de trabajo presentado en la Figura 30. Dado que el
ssoU constitufa una sefial perfectamente reconocible en estafilococos y que sef_\dispom’a de
extractos proteicos de esta bacteria, se utilizé el sistema de S. aureus para realizar los
ensayos de replicacién in vitro. Para conseguir un sustrato de DNA monocatenario que
llevase el ssoU de este pldsmido, se clond el fragmento EcoRI B de pMV 158 en el inico sitio
EcoRI del fagémido pALTER-1, presente en la region de clonaje multiple. Este fragmento
podia insertarse en una u otra orientacion en el vector. Mediante digestién con Dral, se
selecciond el recombinante que tenia el ssoU correctamente ubicado, de tal forma que se
encontrara en el ssSDNA generado a partir del mismo, tras la superinfeccién con el fago
“helper" RK408 (ver Métodos). El fagémido recombinante resultante se denomind pA-

pMV158ssoU.

En primer lugar, se determind la concentracién de extracto proteico necesaria para
conseguir los mejores niveles replicativos. Para ello, se estudié el grado de incorporacion del
[«-**P] dCTP presente en el tampdn de reaccion, durante la sintesis de la cadena
complementaria a partir de 150 ng del ssDNA de pA-pMV158ssoU, cuando se emplearon
5, 10 y 20 pg/ul de extracto y un tiempo de incubacién de 60 min. Los mejores resultados
se obtuvieron con 10 ug/ul de proteinas del extracto (Fig. 52). Estas condiciones permitfan
a su vez que la sintesis de la cadena complementaria a partir de este sustrato se completara
en buena parte, dado que se observé una sola banda, intensa y bastante definida, tras la

digestion de los productos de la reaccién con HindIIl.

Como habiamos explicado anteriormente, era preciso conseguir las condiciones en que
la mayor parte de las moléculas ssSDNA estuvieran parcialmente bicatenarias, para poder
realizar el ensayo que nos permirirfa determinar el sitio de inicio de la cadena retrasada
desde el ssoU. Para ello, se analizé el grado de replicacién conseguido a diferentes tiempos
utilizando el mismo sustrato ssDNA y 10 pg/ul de extracto en cada reaccion. Los resultados

obtenidos (Fig. 53) indicaron que a los 10 min ya existia una alta proporcién de este tipo de
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Figura 52, Replicacidn in vifro a partir del ssol/ de pMV158, Se utilizd el sistema de replicacion de 8. aurewy
¥ s emplearon como sustrulo 150 ng del ssDNA de pA-pMV158ss0U con las concentrnciones de extracto
proteien (Bxt) indicadas, Bl DNA products de cada reaceion se purificd v diginio con HiadIID (H) o EcoRY (E).
Lag muestras g6 corneron én un gel de agarosa 0.8%. Se presenta el autorradiograma del pel secado al vacia,

mirn I 20 4%
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Figura 53. Replicacidn a partic del ssoll de pMV1358 a diferentes tiempos, Se empled el sistema de
replicacidn in virre de 8. auwreas partiendo de un volumen de reaccidn de 50 ul v la cantidad de ssDDINA (aislado
de pA-pMVI158ss0U) correspondicnte a los 3 ensayos preseatados (430 ng). Se usaron 10 pgfpl de extracto y
a los tiempos indicados se retiraron muestras de 30 pl, El DNA purificado de cada resccidn se sometio a
electroforesis en gel de agarosa 0.8% sin digestidn enzimidtica previa
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moléculas parcialmente duplicadas, tomdndose este tiempo para realizar los ensayos
posteriores, ilustrados en el esquema de la Figura 30, Tras 10 min de reaccidn, se digirid
con el enzima Smal la mitad del producto DNA generado como resultado de la sintesis in
vitre de la cadena complementaria a partir del ssDNA de M13-pMV158ssoU. La otra milad
del DNA se llevé como control, sin digerir. Ambas muestras se resuspendieron en 6 pl de
lampon de carga y se sometieron a electroforesis en un gel de secuencia, previa
desnaturalizacidn  por calentamiento de las mismas, la autnrmdingmﬁn del gel
correspondiente reveld la existencia de un dnico punto de iniciacidn de la cadena retrasada

sintetizada a partir del ssol/ de pMV 158, ya que se vio {inicamente una banda de 297 nt,

presente sélo en la muestra digerida (Fig, 54).
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Figura 54. Sitio de iniciacidn de la cadena complementaria desde el ssoll de pMVI158. El ssDNA que
conticne ¢l ssolV de pMV158 (pA-pMV158ss0l) s2 utilizd como sustrato de replicacion de la cadena retrasada
en el sistema de replicacidn anterior. A los 10 min se pard la reaccidn y la mitad del producto DNA purificado
se digirid con Smal. Ambas mucstras, con (8} o sin {—) tratamiento enzimdtico se desmaturalizaron por
calentamiento y se corrieron en un gel de 6% PAA/E M urea. Como control de peso molecular se llevé una
seciencia de pLS1 (AGTC). Se indica con una flechs el tamafio en nueledtidos de la banda oblenida, que
contiene &l extreme 5' de ls cadens retrasada plasmidica. Como control negativo se llevd el mismno ensayo
realizade con el ssDNA aislado del vector pALTER-1 (pA).
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El sitio desde donde se inicia la sintesis de DNA, a partir del ssoU, se mapeé en la
posicién 3448 de la secuencia de pMV158 (Fig. 55) y coincide con los resultados publicados
poco antes para el inicio de la cadena retrasada a partir del ssoU de pUBI110 en este huésped
(Dempsey y cols., 1995). Junto con los anteriores, este dato indica que existe una
correspondencia funcional exacta entre el ssoU de ambos pldsmidos. Por otro lado, la
especificidad mds marcada en el inicio de esta cadena a partir del ssoU (un Unico sitio de
iniciacién) respecto al la observada desde el ssod de pMV158 (varios puntos de"“iniciacién),
podria explicar la mayor eficiencia de replicacién de la cadena retrasada detectada in vivo en

los pldsmidos que llevan el ssoU (pMV 158, pLS4EC), respecto a los que sélo llevan la sefial
ssoA (pLS1), en S. aureus.

Figura 55. Estructura secundaria predicha del ssoU de pMV158 y punto de iniciacién de la cadena
retrasada. Se presenta el plegamiento infracatenario més estable predicho por ordenador de la cadena (+) de
pMV 158, entre las coordenadas 3200 a 3550. Se indica ei suio desde donde se inicia la sintesis de la cadena
retrasada a partir de este origen (tridngulo negro) y algunas coordenadas plasmidicas.
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El trabajo realizado en esta Tesis se ha centrado, principalmente, eri la caracterizacion
fisica y funcional de los origenes de replicacién de la cadena retrasada
(ss0A y ssoU) del plasmido de amplio espectro de huésped pMV158. En primer lugar, se
acoté in vivo la funcién de uno de estos origenes, el ssod, en un fragmento de 199 pb del
plasmido, comprobdndose ademds, su actividad en diferentes huéspedes. Del mismo modo,
se establecié de forma experimental, la funcién del otro origen de cadena sencilla, el ssoU,
en varios hospedadores bacterianos. Se determinaron los puntos desde ‘clonde".'se inicia la
sintesis de la cadena retrasada a partir de ambos origenes de replicacién y se analizé la
influencia de mutaciones en las regiones conservadas del ssoA en la eficiencia de replicacion
(in vivo e in vitro) y especificidad de inicio de esta cadena (in vitro). Para ello, se puso a
punto un sistema de replicacién que utiliza extractos acelulares de pneumococos, asi como
también se consiguieron las condiciones necesarias para la replicacién a partir de estos
orfgenes en el sistema de S. aureus descrito por Birch y Khan (1992). Se pudieron
determinar algunos de los factores del huésped implicados en la conversion de ss » dsDNA
plasmidico y al nivel en que éstos actian. Se ided ademds, un sistema de transcripcion ir
vitro, que permitié la sintesis de RNA cebadores a partir de sustratos de DNA monocatenario
del plasmido pMV 158 que contenfan la sefial sso4 o derivadas de ésta. Por dltimo y en base
a los resultados obtenidos, se propondrd un modelo de replicacién de la cadena retrasada a
partir del ssoA, donde se tendrdn en cuenta las secuencias nucleotfdicas especificas del
pldsmido para que la replicacién de esta cadena tenga lugar y los factores del huésped

implicados en dicho proceso.

1. FUNCION DE LOS sso DE pMV158 EN EL RANGO DE HUESPED
'PLASMIDICO |

pMV 158 se distingue de otros pldsmidos naturales que también replican via RC, por
poseer dos origenes de replicacién de cadena sencilla (sso) distintos, presentes en la hebra
codificante del pldsmido, que es la que se "pela” durante el proceso replicativo del mismo.
Estos sso pertenecen a los tipos palA 6 ssoA (Novick, 1989) y BA3 6 ssoU (van der Lelie
y cols., 1989), segun la clasificacion realizada en base a la secuencia nucleotidica de los sso

de varios pldsmidos. Sefiales de iniciacién de la cadena complementaria homdlogas al ssoA4
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de pMV 158 se encuentran en pldsmidos de estafilococos como pE194, pC194, pC221, pOX6
y pS194 (Fig. 2; Novick, 1989) y sefiales del tipo ssoU se han descrito para el pldsmido
pUBIL10 de S. aureus (Viret y Alonso, 1988; Boe y cols., 1989) y para el pldsmido pTB913,
aislado de una especie termofilica de Bacillus (van der Lelie y cols., 1989). Ambos tipos de
ss0 se caracterizan por ubicarse en zonas no codificantes del genoma plasmidico y constan
de secuencias palindrémicas imperfectas, que posibilitan la formacién de estructuras
secundarias tipo tallo-lazo cuando el DNA se encuentra en su forma monocatena?ia (ssDNA).
En ningiin caso se ha descrito la participacién de proteinas codificadas por el pldsmido para
el proceso de replicacion de la cadena retrasada, siendo éste por lo tanto, enteramente

dependiente de la maquinaria enzimdtica del huésped.

El ssoU de pMV 158 se definié experimentalmente entre las coordenadas 3170 y 4298
del pldsmido (Fig. 11). Este origen de replicacion presenta un grado de homologia mayor del
99% con las secuencias nucleotidicas del ssoU de pUB110 y de pTB913 (Priebe y Lacks,
1989; van der Lelie y cols., 1989) y constituye para pMV 158, una sefial muy eficiente en
el proceso de conversibn de ssDNA a dsDNA plasmidico en bacterias gram(+) no
relacionadas, como S. pneumoniae, B. subtilis, S. aureus (Fig. 49 y 50) y L. lactis (Meijer
y cols, 1995b). En dichos huéspedes, la cantidad de formas ssDNA acumuladas por pMV 158
y derivados de éste que sélo contienen la sefial ssoU, es prdcticamente indetectable. Esto
mismo se ha visto que sucede para pUB110 en S. aureus (Boe y cols., 1989) y durante la
replicacion de este pldsmido y pTB913 en B. subtilis y L. lactis (van der Lelie y cols.,
1989), indicando que en las bacterias mencionadas existe un mecanismo de conversion ss -
dsDNA muy eficiente a partir del ssoU de estos tres replicones, donde probablemente Ia
sintesis de la cadena retrasada se inicie antes de que la replicacién desde el dso se haya
completado (Viret y Alonso, 1987). Por otro lado, la presencia del ssoU de pMV158 es
capaz de estabilizar pldsmidos derivados del mismo, que son segregacionalmente inestables
en §. pneumoniae, B. subtilis y S. aureus, como ocurre con pLS4 (Assol/, AssoA). En
cualquier caso, la estabilidad segregacional de un pldsmido con replicacién RC parece estar
vinculada, principalmente, a su nimero de copias y a su distribucién en la poblacién
bacteriana, puesto que se supone que en la mayoria de ellos, el reparto plasmidico durante
la divisién celular se realiza al azar. Dado que el ssoU de pMV158 clonado en pl.S4, es

capaz de aumentar dos veces su nimero de copias en pneumococos (Tabla 9), es posible que
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ésta sea la causa de la estabilizacién del pldsmido resultante (pLS4EC) en dicho huésped. Sin
embargo, no sucede lo mismo con los otros sistemas bacterianos, es decir, que la delecion
de los sso de pMV158 para dar lugar al plismido pLS4, no conlleva la disminucién de su
nimero de copias en B. subtilis y S. aureus y pese a ello, este replicén es sumamente
inestable (Tabla 9). Se ha propuesto que la presencia intracelular de un alto contenido en
formas ssSDNA podrfa tener un efecto téxico para el huésped, causando €l enlentecimiento
del crecimiento celular. Esto traerfa como consecuencia que la subpoblacién baféterlana que
carezca del mismo se-divida relativamente mds rdpido y vaya tomando la poblacién. Por lo
tanto, en cada generacién se cuantificarfa un porcentaje cada vez menor de c€lulas con
pldsmido (Gruss y cols., 1987; Viret y Alonso, 1987). Si éste fuera el caso para pLS4
(puesto que acumula un alto grado de formas ssDNA en los huéspedes ensayados), se podria
suponer que la presencia del ssoU de pMV158 consigue estabilizarlo, dado que al actuar
como una sefial muy eficaz de conversién del ssDNA plasmidico, estaria eliminando la
acumulacién de formas ssDNA, responsables de tal inestabilizacién. Se podria sugerir
entonces, que la presencia de una sefial del tipo ssoU en pMV158, représenta una ventaja
replicativa importante para el pldsmido a la hora de colonizar un nuevo huésped. Dado que
la conversién ss - dsDNA durante el mecanismo de replicacién RC depende de la interaccion
entre el s50 con enzimas de la bacteria, la eficiencia con que esta sefial es reconocida podria
determinar, en parte, el rango de huésped de un pldsmido. Asi pues, lalpresencia de una
sefial como el ssoU, que es eficientemente reconocida por un considerable ndmero de géneros
bacterianos, explicarfa, al menos en parte, la capacidad de pMV158 para establecerse en un

amplio espectro de huéspedes.

Entre los pldsmidos conocidos que llevan la sefial ssoU se ha descrito una secuencia,
localizada inmediatamente por detrds de este origen, homéloga a la regién RS, definida por
Novick y cols. (1984a) para los pldsmidos pT181 y pE194 (van der Lelie y‘cols. , 1989). Esta
region se habfa visto implicada en la formacién de cointegrados entre ambos replicones,
como consecuencia de un proceso de recombinacién .especfﬁcé en los sitios RS,, llevado a
cabo por un sistema general de recombinacién de la bacteria huéSpedE (Novick y cols.,
1984a). Debido al alto potencial recombinogénico de los intermediarios replicativos sSDNA
(Michel y Ehrlich, 1986), serfa posible que ocurrieran intercambios y/o incorporacidn de

bloques de secuencias funcionalmente relacionadas entre plasmidos distintos (van der Lelie



Discusién 156

y cols., 1989). La presencia del ssoU en pMV158 podria ser un ejemplo de esta situacién,
explicando de alguna forma la existencia de dos tipos de sso en el mismo replicon y la
presencia de origenes de replicacién de hebra sencilla andlogos en pldsmidos pertenecientes
a distintas familias como pUB110 y pMV 158 (Tabla 2). Coincidiendo con esta hipétesis, se
ha visto que la divergencia en cuanto a la secuencia nucleotidica de los plasmidos que
contienen el tipo de sefial ssoU, ocurre justamente después de la regién RS,. Sin embargo,
no se cuenta con ninguna evidencia experimental que implique esta regién en Ta formacién
de cointegrados entre estos replicones (van der Lelie y cols., 1989). Otra posible explicacién
a la existencia de dos tipos de sso en pMV 158 estarfa relacionada con la estructura genética
del pldsmido. La sefial ssoU estd localizada "corriente arriba" del gen mobM (Priebe y
Lacks, 1989), el cual codifica para una proteina de mobilizacién que interviene en la
transferencia conjugativa del mismo (Guzmdn y Espinosa, 1997). Dado que la direccién de
transferencia del DNA durante este proceso introduce en primer lugar la sefial ssoU, podria
ser que este origen fuera el preferentemente utilizado cuando pMV 158 es mobilizado a otras
bacterias, mientras que en su hospedador original, el sso4 serfa el encargado de la

replicacidn vegetativa del pldsmido.

El ssoA de pMV 158 habia sido definido experimentalmente en el fragmento de DNA
de 942 pb, delecionado en pLS4 (del Solar y cols., 1987a). En este trabajo conseguimos
acotar dicho origen de replicacidn en un fragmento mds pequefio, de 199 pb, comprendido
entre los sitios AﬂIf} Ncol (coordenadas 5150 y 5349 de pMV158), que incluye la secuencia
palindrémica capaz de generar una estructura tipo tallo-lazo en el ssDNA y las secuencias
conservadas entre los sso del tipo ss0A4 de distintos pldsmidos analizados por Novick (1989).
Previamente se habian definido regiones sso de tamafios similares, para los pldsmidos pT181
(Birch y Khan,' 1992) y pUBL10 (Viret y Alonso, 1988; Boe y cols., 1989). Las regiones
conservadas presentes en el ssoA de pMV158 constan de: i) una secuencia de 14 nt (5’-
TTTATGCCGAGAAA-3’) denominada RS, descrita inicialmente como una zona donde
tenian lugar eventos de recombinacién y formacién de cointegrados entre pldsmidos no
homélogo_s (Novick y cols., 1984a; Projan y cols, 1985) y vinculada posteriormente a la
funcidn del origen de hebra sencilla de estos replicones (Gruss y cols., 1987; del Solar y
cols., 1987a), localizada en la base del tallo, hacia el extremo 5’ de la estructura secundaria

formada en el origen, ii) una secuencia de 9 nt (5’-TGGAATAAA-3’) que aparea en gran
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parte con la primera y que se encuantra hacia el extremo 3’ de la horquilla, y iii) una
secuencia de 6 pb (5’-TAGCGT-3’) que denominamos CS-6, ubicada en el lazo de la
horquilla formada en la regién del origen de algunos de los plasmidos con un sso del tipo
ssoA como pCl194 y pC221 (Fig. 2). Este hexanucledtido se encuentra ademds, en otros
pldsmidos con replicacién RC, como pWVO01 de L. lactis y pIJ101 de Streptomyces lividans,
ubicado en el lazo de una regién estructurada del ssSDNA, que parece estar in\f_olucrada en
el proceso de conversion ss - dsDNA en cada uno de estos replicones (Leenhc;uts y cols.,
1991; Zaman y cols., 1993). En pWV01 se han encontrado, ademds, unos pocos nucledtidos
comunes a los presentes en el tallo de los origenes de replicacion del tipo ssod. Tal vez, a
estas homologias se deba la existencia de cierta funcionalidad del sso4 de pMV 158 observada
por Meijer y cols. (1995b) en lactobacilos, indicando que estas SCCUC;ICiaS podrian ser
reconocidas por los mismos factores de este huésped en ambos pldsmidos. Por otro lado, se
ha encontrado una secuencia altamente homéloga a CS-6 en el sso del fago M13, ubicada
también en el lazo de una de las horquilla de este origen (del Solar y cols., 1987a). Ademds
de la consenso CS-6, existe un niimero significativo de nucledtidos conservados entre el sso
de M13 y el ssoA de pMV158. Como se sabe que la replicacién a partir del dso de este
pldsmido tiene lugar en E. coli, tanto in vivo como in vitro (del Solar y cols., 1987a; 1987b),
los mismos autores propusieron que esta peculiaridad presentada por un pldsmido de bacterias
gram(+) para replicar en una bacteria gram(-) podria estar favorecida por la homologia
existente entre su ss0A4 y el sso de un fago de esta bacteria, sugerente de la funcionalidad de
este origen plasmidico en E. coli. Sin embargo, hoy se sabe que la eficiencia del ssoA de
pMV158 en dicho huésped es muy baja, ya que el nivel de acumulacién intracelular de
formas ssDNA de un derivado de pMV 158 conteniendo sélo el ssoA4 (pLS 1) y uno que carece
de ambos origenes (pLS1ANA) es pricticamente el mismo (Herndndez-Arriaga, sin publicar).
Siguendo el mismo tipo de andlisis, se habia visto, ademds, que el ssoU de pMV138 es
bastante mds eficiente que el ssoA4 en la conversion ss - dsDNA del pldsmido en E. coli (del
Solar, 1991), confirmando una vez mds, el grado de adaptabilidad de la primera de estas

sefiales a huéspedes no relacionados entre si.

La delecién del fragmento EcoRI B de pMV158, que contiene el ssoU plasmidico,
dando lugar al pldsmido pLS1, no tiene una mayor influencia en cuanto a la generacién de

intermediarios replicativos ssDNA en S. preumoniae, indicando que el sso4 de este plasmido
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funciona perfectamente en esta bacteria. La delecién completa de dicho origen produce, en
pneumococos, una clara reduccién del nimero de copias plasmidico y una gran acumulacion
de intermediarios de cadena sencilla (Fig. 15). En B. subtilis, el fenotipo presentado por
ambos pldsmidos, con (pLS1) y sin (pLS1ANA) ss0A4 es pricticamente el mismo (Fig. 46),
indicando que en este huésped el ssoA4 de pLS1 es muy poco funcional. De la misma forma,
Gruss y cols. {1987) habian encontrado que los elementos sso4 de los pldsmidos de S. aureus
parecen carecer de funcién en B. subtilis, donde se acumula una gran cantidaa de formas
plasmidicas monocatenarias, independientemente de la presencia de estas sefiales. Dado que
no se ha descrito ningtin pldsmido de B. subtilis que contenga un origen de cadena sencilla
del tipo ss0A, no es de extrafiar que esta sefial no sea eficientemente reconocida en dicha
bacteria, mientras que todos los sso de pldsmidos procedentes de este huésped presentan el
tipo de sefal ssoT (Seery y Devine, 1993; Meijer y cols., 1995¢) que no posee homologia
alguna con la secuencia ssoA. En este trabajo conseguimos establecer pldsmidos con el
replicon de pMV158 en un nuevo hospedador, S. aureus, incrementando asi su rango de
huésped. Pese a la similitud existente entre la secuencia ssoA de pLS1 y las correspondientes
sefiales de los pldsmidos de estafilococos, la eficiencia de conversion in vivo de las formas
ssDNA a dsDNA de pLS1 en esta bacteria, es casi tan baja como la que presenta pLLSIANA
(Fig. 34). Se sabe que, de forma reciproca, el ssoA de pC194 es muy poco funcional en S.
pneumoniae (del Solar y cols., 1987a), mientras que actia muy eficientemente como sefial
de conversion ss — dsDNA del plasmido, en S. aureus, desde donde pC194 fue aislado
originalmente (Horinouchi y Weisblum, 1982b). Por otro lado, fracasaron varios intentos de
transformar células de pneumococos con el DNA del pldsmido pE194 de S. aureus. Este
pldsmido pertenece a la familia de pMV158, es decir, que ambos replicones presentan
homologia en sus secuencias de DNA relativo a las funciones de sintesis de Ia cadena lider
(proteina Rep y dso) asi como al control de la replicacién. Pese a ello, existen datos
obtenidos en nuestro laboratorio, que sugieren que el fracaso en dicho establecimiento
proviene de la incapaéidad para replicar a partir del dso. Los resultados presentados en la
Figura 35 indican que el sso4 de pE194, también homélogo al de pLS1, es reconocido como
sefial de conversidn del ssSDNA plasmidico en el sistema de replicacién in vitro de S.
pneumoniae, aunque el nivel de sintesis de Ia cadena retrasada alcanzado por este pldsmido
es bajo si se lo compara con el obtenido a partir del ssoA4 de pLS1. Esto sugiere que, aunque

no se pudo medir el grado de acumulacién de ssDNA de pE194 en células de pneumococos,



pCl94 2206 cgcalTTATGCCG -—gtgcgttga —ttgcagac taftcggc-aTAGCGt
pOXo 4 acgcalTTATGCCG —gtgcgttga —ttgcagac tG-tegge-aTAGCGL
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Figura 56. Alineamiento de varias secuencias ssoA. Se compara la homologfa en la secuencia de DNA de varios sso4. Los primeros cinco pl4smidos fueron aislados de
S. aureus, mientras que pLS1 es un pldsmido de estreptococos. Con color amarillo se indican los nucletidos idénticos entre las seis secuencias. Con color azul se indican
los nucledtidos que s6lo son homélogos para los pldsmidos de estafilococos y difieren para pLS1.
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es bastante probable que éste sea tan alto como el observado para pC194, indicando que, in

vivo, el ssoA de pE194 tampoco seria reconocido eficazmente en S. pneumoniae.

Resumiendo, los datos que existen hasta el momento plantean que, a pesar de que
solamente en bacterias como S. aureus y S. agalactiae se han encontrado pldsmidos
conteniendo un origen de tipo ssoA perfectamente funcional en el huéped descie el cual el
pldsmido ha sido aislado, la sefial ssoA presente en los pldsmidos de estreptoc;_)cos, no es
reconocida eficientemente en S, qureus y de forma reciproca, los origenes de cadena sencilla
de tipo ssoA presentes en pldsmidos de estafilococos, no actian de modo eficaz en S.
preumoniae. La dependencia de cada uno de estos huéspedes para el buen funcionamiento
de las sefales de este tipo podria indicar la participacién de factores especificos de cada
bacteria en el proceso de replicacién de la cadena retrasada de estos pldsmidos. Si se observa
la Figura 56, se puede apreciar que la secuencia nucleotidica de los ss0A4 de los plasmidos
procedentes de S. aureus estd bastante mds conservada entre si, que respecto a la secuencia
del 5504 del pldsmido de estreptococos pLS1. Concretamente, aparte de las regiones RSy y
CS-6, son muy pocas y dispersas las zonas en comiin que tiene pLS1 con los pldsmidos de
estafilococos, mientras que éstos, ademds de las regiones conservadas RS, y CS-6, poseen
un grado de homologfa considerable en el resto de sus secuencias ssod. Dado que el o los
factores especificos de cada huésped deberian reconocer regiones comunes en las sefiales sso,
seria probable que, por ejemplo, las regiones conservadas entre los ssoAd de los pldsmidos
de S. aureus (no comunes a las de pLS1) estuvieran implicadas en el reconocimiento de
dichos factores, en este huésped. Del mismo modo, podrian ser reconocidas ciertas
secuencias del ssoA4 de pLS1 (no comunes a las de los plasmidos de estafilococos) sélo por
factores de estreptococos (S. agalactiae y S. pneumoniae). Esto explicaria por qué, a pesar
de pertenecer a la misma clase de origenes de cadena sencilla, el ss04 de pC194 y de pE194
no son eficientemente reconocidos en pneumococos, siendo perfectamente funcionales en
estafilococos y por qué el ssod de pLS1 no es eficiente en estafilococos, mientras que si lo
es en S. pneumoniae. Dado que no se dispone de la secuencia nucleotidica de sefiales de
conversion ss - dsDNA de otros pldsmidos de estreptococos, no hemos podido establecer
homologias entre éstas y el sso4 de pLS1 para poder buscar elementos comunes entre ellas
que permitan basar esta hipétesis. Sin embargo, en esta sefial existe una serie de secuencias

directamente repetidas (al-a2, bl-b3 en Fig. 40) muy sugerentes, que no se encuentran en
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los pldsmidos de S. aureus y que podrian estar implicadas en la interaccién de los factores

especificos de estreptococos con el DNA plasmidico.

Por otro lado, las regiones compartidas por todos los pldsmidos que contienen el tipo
de origen ssoA (RS y CS-6) podrian estar vinculadas a la unién de factores mds conservados
entre las diferentes bacterias, fundamentales para la funcién de este origeg, como por
ejemplo, la RNAP. En este trabajo, hemos visto la participacién de este enzimaf en el inicio
del proceso de conversién ss - dsDNA a partir del sso4 de pLS1 tanto en S. preumoniae
como en S. aureus (Figs. 24 y 29). Es decir, que a pesar de las diferencias registradas en
cuanto a la eficiencia de este origen en cada huésped, existen en ambos, elementos comunes
en el mecanismo de iniciacién de la cadena retrasada plasmidica. Esto podria explicar el
hecho de que pldsmidos provenientes de diferentes bacterias puedan replicar en huéspedes

distintos al original.

Hemos llevado a cabo una serie de ensayos de replicacion in virre a partir del ssod
de pLS1 utilizando extractos proteicos de estafilococos, que permitieron determinar la
especificidad de sintesis de la cadena complementaria en dicho huésped. Se vio que, al menos
una parte importante de la cadena retrasada de pLS1 inicia su sintesis a partir de varios
puntos especificos dentro del ssod, que mapean entre las coordenadas 4141 y 4158 del
plasmido, en una regién proxima a la secuencia C86 (Fig. 40). Asi pues, los factores
especificos de cada huésped bacteriano podrian estar encargados de potenciar la unién o
funcién del enzima encargado de sintetizar el "primer" para dar comienzo a la sintesis de la
cadena retrasada (RNAP) o de los enzimas implicados en la polimenrizacién de la hebra
complementaria (DNA polimerasas), haciendo mds eficiente el proceso de replicacién. St
estos factores no se encontrasen en el huésped ensayado, entonces la iniciacién de la cadena
retrasada podria seguir siendo especifica, pero la replicacién seria mucho menos eficiente.
Sin embargo, lo que ocurre para pLS1 en §. aureus no sucede para pE194 en S. preumoniae.
En este trabajo hemos desarrollado un sistema de replicacion in'vitro que emplea extractos
de pneumococos y que permitié establecer los puntos de iniciacién de la cadena
complementaria de algunos pldsmidos. En este sistema, la cadena retrasada de pLS1 se inicia
de forma especifica y tiene lugar a partir de cuatro puntos principales dentro de su ssoA

(coordenadas 4111, 4125, 4132 'y 4156 de pLS1), mientras que en el caso de pE194, no
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parece que la sintesis de la cadena complementaria se inicie de forma especifica en esta
bacteria, pese a que la eficiencia de conversién de ssDNA a dsDNA registrada a partir del
ssoA de pE194 es relativamente alta en el mismo sistema. Estos hechos, relacionados con los
resultados obtenidos in vivo con respecto al grado de acumulacién de formas de ssDNA
plasmidico, nos permitieron introducir algunos conceptos nuevos a la hora de evaluar la
funcionalidad de un origen concreto de replicacién de hebra sencilla, en un huésped distinto
al original. En primer lugar, la forma de determinar la actividad de un ssoﬁplasml’dico,
midiendo la proporcidn intracelular de ssDNA acumulado in vive y compararla con el grado
de acumulacién de ssSDNA generado por un derivado de dicho pldsmido que carezca de tal
origen (este es el método cominmente utilizado para definir cualquier tipo de sso en un
determinado huésped; Gruss y cols., 1987; del Solar y cols., 1987a; Viret y Alonso, 1988;
van del Lelie y cols., 1989; Seery y Devine, 1993; Kramer y cols., 1995; Meijer y cols.,
1995a; 1995b), no indica, en el caso de que ambos generen el mismo nivel de intermediarios
de replicacion ssDNA, que este origen no sea funcional en la bacteria ensayada, como ocurre
para pLS1 (ssoA4) en huéspedes como B. subtilis, S. aureus y E. coli. En este caso, se podria
interpretar que la "falta de actividad" del sso4 de pLS1 en dichos huéspedes, sea en realidad
(como ocurre en estafilococos) la existencia de sintesis especifica pero menos eficiente de la
cadena complementaria a partir de su ssod. Esto podria deberse, probablemente, a la falta
de posibles "potenciadores de replicacion" especificos de pneumococos, necesarios para

conseguir un buen indice replicativo en una bacteria distinta a ella.

Por otro lado, aunque no se tengan evidencias en cuanto a la eficiencia y especificidad
de sintesis de DNA a partir del sso4 de pLS1 en B. subtilis en un sistema in vitro, como del
que se dispone para S. pneumoniae y S. aureus, hemos conseguido promover la sintesis
especifica de RNA cebadores de la cadena reatrasada, utilizando un sistema de transcripcion
in vitro que emplea la RNAP purificada de B. subtilis. Dado que la dnica forma que tienen
las DNA polimerasas bacterianas para sintetizar esta cadena es mediante la extensién de un
"primer”, la existencia de estos RNA de tamarios concretos (Fig. 43) serfan indicativos de
puntos especificos de iniciacién de la cadena complementaria en B. subtilis. Otra vez nos
encontrariamos con un caso de baja eficiencia en la conversién de ss - dsDNA plasmidico
in vivo y evidencias de un alto grado de especificidad en el inicio de la sintesis de la cadena

complementaria del pldsmido. Esto nos permite introducir un segundo concepto relativo a
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esta etapa de la replicacién RC: la eficiencia y especificidad de inicio de la cadena retrasada
no estan relacionadas, ni una es la consecuencia de la otra. Queda claro que una muy baja
eficiencia de conversién de las formas ssDNA a dsDNA del pldsmido in vive puede
corresponderse con un alto grado de especificidad de inicio en la sintesis de la cadena
complementaria registrada in vitro, indicando que, aunque la funcionalidad del sso de dicho
plasmido sea baja, puede ser, sin embargo, especificamente reconocido por la maquinaria
enzimdtica bacteriana. Por otro lado, hemos visto que la introduccién de c‘fl\eterminadas
mutaciones en el origen de cadena sencilla de pLS1 disminuyen en gran medida la iniciacién
especifica de esta cadena y, sin embargo, la eficiencia de conversién ss - dsDNA (que seria
inespecifica) en estafilococos, a partir de estos ssoA alterados, es igual a la del pldsmido

silvestre, in vivo (Fig. 34).

A lo largo de este trabajo, asf como de otra serie de ellos {(Boe y cqls., 1989; Oskam
y cols., 1992; del Solar y cols., 1993a; Meijer y cols., 1995a; 1995b; Seegers y cols.,
1995), se ha visto una relacién poco clara entre el nimero de copias plasmidico, la presencia
del origen de replicacién de hebra sencilla, el grado de acumulacién de formas sSDNA y la
estabilidad segregacional de pldsmidos con replicacién RC, en distintos huéspedes. Nuestros
datos apuntan a la existencia de una funcién de estabilidad asociadé, fisica pero no
funcionalmente, al ssod de pLS1 capaz de actuar en distintos huéspedes como S.
pneumoniae, B. subtilis y L. lactis. Es decir, que la sola presencia de la regién que
comprende a este origen (independientemente de su grado de funcionalidad), seria suficiente
para garantizar un reparto equitativo de las réplicas plasmidicas, en cada una de estas
poblaciones bacterianas, durante la divisién celular. Los datos en que basamos dicha
afirmacién pueden resumirse en las siguientes observaciones: i) el plasmido derivado de
pLS1, pLS1G6, que posee una mutacién en la regién ssoA conduciendo a una inactivacién
casi total de este origen (y por consiguiente al actimulo de un alto grado de formas sSDNA
plasmidicas en pneumococos), mantiene un niimero de copias similar al del pldsmido original
y es segregacibnalmente estable en S. pneumoniae, ii) si se aumenta dos veces el mimero de .
copias de pLS4 (mediante mutaciones en el sistema de control de replicacién del plasmido),
consiguiéndose asi el mismo valor que pLS1, el pldsmido resultante (pLS7) sigue siendo
igualmente inestable en este huésped (del Solar y cols., 1993a), iii) en B. subtilis, €l
plasmido pLS1 y derivados de éste con deleciones parciales (pLS1A13, pLS1A14) o totales
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(pPLSIANA, pLS4) de la sefial sso4, poseen el mismo mimero de copias y acumulan
practicamente la misma cantidad de ssDNA, sin embargo, sélo pLS1 es mantenido de forma
estable, iv) un pldsmido derivado de pMV 158, que sélo contiene la sefial ssoA (pPMV-UAY),
idéntico a pLS1, y que acumula un alto grado de formas ssDNA, es segregacionalmente
estable en L. lactis, mientras que otro, que carece de este origen de cadena sencilla (pMV-U
A’) es totalmente inestable en la misma poblacién, pese a no existir una variacién

significativa en el nimero de copias de ambos replicones (Meijer y cols., 199§b).

En condiciones normales, y en general, los sistemas que controlan el nimero de
copias plasmidico determinan una tasa de replicacién promedio de 1 por copia y por ciclo
celular, siendo capaces de corregir desviaciones que lo alejen de este promedio,
consiguiéndose asf un niimero constante de pldsmidos por célula (n). Si se trata de un sistema
de control eficiente, capaz de mantener un niimero de copias exactamente igual a 2n en cada
célula al momento de dividirse, y considerando que cada molécula plasmidica tiene la misma
oportunidad de segregar hacia una u otra célula hija, la probabilidad de pérdida del pldsmido
calculada tedricamente (Lth) durante la divisién celular estd definida por la ecuacién binomial
planteada por Summers (1991): Lth = (1/2)*. Tasas de pérdida experimentales (Lex)
mayores que Lth podrian ser la consecuencia de un ineficiente control de la replicacién y/o
cierta clase de compartimentacién plasmidica en la célula, que dificulte un reparto libre al
azar. Fste parece ser el caso de los pldsmidos pL.S1A13, pL.S1A14, pLS1ANA y pLS4. Estos
derivados de pLS1, que contienen deleciones parciales o totales de la sefial ssoA, presentan
en S. pneumonige, unas 10 copias por equivalente cromosémico, que segin la ecuacién
mencionada, le garantizarfa un valor aproximado de Lth = 10®. Sin embargo, el valor Lex
calculado en cada caso (Fig. 19; Tabla 5), es bastante mds alto que el esperado. En base a
estos datos, y dado que ademds, la acumulacién de ssDNA parece no tener efecto en cuanto
a la estabilizacién de pldsmidos en ninguno de los tres huéspedes analizados (Tabla 8),
proponemos que la secuencia sso4 constituye, al igual que el ssoU, aunque en otro sentido,
un “elemento de promiscuidad” importante a la hora de colonizar un nuevo huésped. Un dato
que apoyaria esta hipdtesis, es la capacidad que tienen algunos pldsmidos, como ciertos
derivados de pC194, para mantenerse de forma estable en S. pneumoniae, pese a que su sefial
ssoA es muy poco funcional en este huésped (Ballester y cols., 1989; del Solar y cols.,

1993a). Sin embargo, en contra se podria argumentar que la presencia de la secuencia ss04
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de pE194 no le garantiza al pldsmido un reparto equitativo durante la divisién celular en B.

subtilis (Novick y cols., 1984a).

Aunque alin no hay pruebas contundentes sobre la existencia de funciones de
estabilidad o de particién en pldsmidos con replicacién RC, se sabe que la delecién de
algunas regiones, como la secuencia BA4 de pUB110 (contigua a Ia regién BA3) conduce a
la inestabilidad segregacional del pldsmido sin que se observe un efecto signiﬁc;itivo en sus
capacidades replicativas (Bron y cols., 1988). A pesar de que en muchos casos, la conversion
ineficiente del ssDNA plasmidico causa la inestabilidad segregacional del mismo {Gruss y
cols., 1987; del Solar y cols., 1987a; Chang y cols., 1987; Viret y Alonso, 1988; Devine
y cols., 1989; Boe y cols., 1989; Bron y cols., 1991), este trabajo nos ha permitido concluir
que la presencia de un sso (in)eficiente, no implica siempre que el pldsmido deba ser
(in)estable. Por ejemplo, la secuencia ssoU de pMV 158 constituye una muy buena sefial de
conversion ss = dsDNA para un derivado de éste que carece del sso4 (pMV-U*A’), sin
embargo es incapaz de estabilizar segregacionalmente dicho pldsmido en una poblacion de

L. lactis (Meijer y cols., 1995b).

Miller y cols. (1983) encontraron que la secuencia RS, de varios pldsmidos de
estafilococos presentan un grado de homologia considerable con una porcién de la regién par
de pSC101, lo que permiti6 sugerir a Novick y cols. (1984a) la implicacion de esta zona del
5504 en la particién plasmidica. Nosotros encontramos dos secuencias que incluyen el RSB
de pLS1 (coordenadas 4080 a 4110 de pLS1), que presentan mds de un 55% de homologfa
con la secuencia par de pSC101. La mds baja de estas homologias (18/31 nucledtidos
idénticos; Fig. 57, 1) corresponde a la regién de pSC101 previamente propuesta por Novick
y cols. (1984a). En esta zona también se localiza la secuencia repetida a de pSCI101,
requerida para su replicacién normal (Manen y cols., 1990). La mds alta de las homologias
(22/31 nucledtidos idénticos; Fig. 57, 2) comprende la regidn de unidén de la DNA girasa de
E. coli a la secuencia par de pSC101 (Whale y Kornberg, 1988). Esto podria indicar que
existe una secuencia de unidén a la DNA girasa asociada al sso4 de pLS1. Sin embargo, los
resultados obtenidos de una serie de experimentos donde se inhibié este enzima con 4cido
oxolinico y/o dcido nalidixico, no evidenciaron la existencia de una interaccién evidente entre

la DNA girasa y el DNA de pLS1 en §. pneumoniae (resultados no incluidos en la Tesis).



Discusion 166

Contamos, sin embargo, con un dato interesante: el pldsmido pLS1G3G7, que posee una
serie de sustituciones en los nucledtidos conservados del RSg, que eliminan la funcién del
s50A de pLSi en pneumococos, es algo inestable (Lex = 0.02) en esta poblacion. Este
hecho, podria indicar que existen ciertos elementos en la secuencia del RS, de pLS1 que
estarian implicados en la interaccién con algin factor del huésped, distinto a los que
intervienen en el proceso de replicacién, que facilitarian la segregacién plasmidica durante
la divisi6n celular. De esta forma, la existencia de dos sefiales sso en pMVY158 que le
confieren ventajas replicativas y de estabilidad segregacional al pldsmido en distintos
huéspedes, le supondria una mayor flexibilidad en la colonizacién de nuevas bacterias y ésto

podria explicar su cardcter "promiscuo”.

pSCI01 (150, 180) 5' —(E/?\C/?T%CIB?AGA ?CC?C?%T&??A???CCTGA—B*
| bl
pLS1{4110,4080) 5 ~CAAATAGCTTTCACGGCATAAATCGCTCAG A -3

pSCI0t (863,23) 5 —G%?TG?C%?GTCAC%GGATAL\TCCGAAGTGG -3
. PLELEL T | |
pLSt (4110,4080) o ~CAAATAGCTTTCACGCCATAAATCGCTCAGA -3

Figura 57. Homologias entre la secuencia RS; de pLS1 y Ia regién par de pSC101. Las coordenadas en
ambos pldsmidos corresponden a las descritas por Lacks y cols. (1986) para pLS1 y Miller y cols. (1983) para
pSC101. Se buscé 1a mdxima homologfa para el alineamiento sin permitir huecos. En la homologia 1, la flecha
indica el comienzo de la zona del DNA protegida por la DNA girasa de E. coli en experimentos de proteccidn
frente al ataque nucleolitico del DNA (Wahle y Kornberg, 1988), y se sobrerraya la secuencia repetida "a"
involucrada en la particién del pldésmido (Manen y cols., 1990). La homologia 2 es similar a la previamente
publicada por Novick y cols. (1984) para la regién RS, de varios plismidos de estafilococos.

(2)
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Una observacién general para los pldsmidos que replican por €l mecanismo RC, es
que la delecién de sus sefiales sso no conduce a la inviabilidad replicatiVa de los mismos.
Esto significa que las formas ssSDNA del pldsmido pueden continuar siendo convertidas a
dsDNA por vias alternativas, independientes del sso, que son generalmente poco eficientes
y no dependen de RNAP (Kramer y cols., 1995). Para pMV158 se han descrito dos posibles
formas alternativas de iniciar la sintesis de la cadena retrasada en ausencia de las secuencias
5504 y ssoU. La primera fue propuesta por del Solar y cols. (1987a), en donde {a sintesis de
esta hebra partirfa desde una secuencia palindrémica con cierta homologiai al ss0A, presente
en el gen fetL {coordenadas 2368 a 2467 de pLS1). En este caso, no se ha propuesto un
mecanismo que se ajuste a los datos presentes, sin embargo, un dato a favor lo constituye
el no haber sido posible obtener células de pneumococos transformadas con el DNA de un
derivado de pMV 158 que, ademds de carecer de sus sso, se le haya sustituido el gen rerL por
el car de pC194 (M. Espinosa, comunicacién personal). Por otro lado, Meijer y cols. (1996)
propusieron un mecanismo alternativo, mds complejo, de iniciacion de la cadena
complementaria de pMV 158 en B. subtilis, que involucra los dos ctRNA sintetizados por el
pldsmido (RNA Iy RNA II; Fig. 11) y la protefna RecA bacteriana. En este caso, los ctRNA
servirfan de “primer" de esta cadena y requerirfan de RecA para formar el complejo de
iniciacién. Sin embargo, este sistema no abarcaria el conjunto de vias alternativas de sintesis
de la cadena retrasada, ya que un derivado de pMV158 que carece de sus sso continia
replicando en cepas mutantes recA” (Meijer y cols., 1996). Ademds, no se ha encontrado
diferencias en cuanto al grado de acumulacién de formas ssDNA de pLS4 (Assod, ARNA
I) y un derivado de éste que, ademds, carece de RNA II (pLS4m) en S. preumoniae

(resultados no incluidos en la Tesis).

2. FUNCION DE LAS REGIONES CONSERVADAS DEL SSO0A

Habfamos comentado anteriormente que las regiones conservadas entre los sso4 de
diferentes pldsmidos (RS; y CS-6) podrian estar implicadas en el reconocimiento por factores
comunes y mds conservados entre las distintas bacterias. Como habiamos adelantado, se
comprobé la actuacién de 1a RNAP de S. pneumoniae, S. aureus y B. subtilis en el inicio de

la sintesis de la cadena complementaria a partir del sso4 de pLS1 mediante experimentos de
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inhibicién del enzima con rifampicina ir vive e in vitro o, directamente, mediante sintesis de
RNA desde este origen (Fig. 43). Por otro lado, se habfa comprobado la participacion de la
RNAP de estafilococos en el inicio de la sintesis de la cadena complementaria a partir del
5504 de pT181, pE194 y pSN2 (Dempsey y cols., 1995) y pC194 (Boe y cols., 1989). Se
sabe, ademds, que la funcionalidad del ssoA de todos estos plismidos depende de su
orientacion respecto a la del dso en el genoma plasmidico (Gruss y cols., 1987; del Solar y
cols., 1993a; Dempsey y cols., 1995; Fig. 36), lo que pone de manifiesto la im;ortancia de
las secuencias conservadas que se encuentran desapareadas en la estructura del origen. Con
el fin de determinar el significado funcional de dichas secuencias, se realizé un andlisis de
mutagénesis dirigida a ambas regiones conservadas, lo que permitié establecer el sitio en
donde se podria unir la RNAP y la regién del ssoA que actuaria como terminador de la
sintesis de los RNA cebadores. Hasta ahora no se disponia de ningtin andlisis exhaustivo
sobre los origenes de replicacion de cadena sencilla de pldsmidos, por lo tanto, en este
trabajo se engloba el primer estudio minucioso realizado de los requerimientos estructurales
y de secuencia para la funcidn de estas sefiales plasmidicas. Andlisis del efecto de mutaciones
en la zona del sso, asi como de los requerimientos enzimdticos necesarios para la sintesis de
la cadena retrasada, habfan sido realizados para el estudio de la replicacién de fagos de
cadena sencilla de E. coli (Hiasa y cols., 1989). Esto permitié la determinacién, clasificacién
y profundizacién de los diferentes mecanismos de sintesis de RNA cebadores conocidos hoy

en dia (Kormnberg y Baker, 1992).

Hasta ahora, sélo se suponfa la presencia de RNA cebadores de la cadena retrasada
de pldsmidos con replicacion RC, pero no se tenfan evidencias directas de que se sintetizara
un "primer" desde los origenes de cadena sencilla de estos replicones. Todos los datos que
se tenian constitufan pruebas indirectas de la generacién de estos RNA (obtenidos en
experimentos de inhibicién de la RNAP con rifampicina o ausencia de rNTPs en el tampdn
de replicacién). Por lo tanto, es de destacar, también, la importancia de nuestro trabajo en
cuanto al disefio de los experimentos de transcripcién in virro, para sintetizar pequefias
moléculas de RNA a partir de sustratos de DNA monocatenario. Estos experimentos nos
permitieron definir el tamafio y especificidad de sintesis de los transcritos sintetizados a partir
del ssoA de pLS1. Experimentos parecidos solamente se habfan llevado a cabo para Ia

determinacion de los "primer" necesarios en la sintesis de la cadena complementaria de
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colifagos (Kodaira y cols., 1992; Higashitani y cols., 1993).

Proponemos que la regién RS;, presente en €l sso4 de pLS1, estd implicada en la
interaccién de la RNAP bacteriana con el DNA plasmidico y que para ello es necesario que
tanto los nucledtidos conservados de la region desapareada como la estructura local de esta
regiéon permanezcan inalterados. Fsto se basa en que la sustitucién de los nucledtidos
conservados y/o la distorsién de la estructura del origen en esta zona deﬁvan en: i)
incapacidad para que la RNAP de B. subrilis se una a un fragmento ssSDNA conteniendo esta
sefial alterada, ii) incapacidad para que este enzima sintetice RNA cebadores a partir de este
mismo sustrato, iii) incremento in vive de las formas ssDNA plasmidica en pneumococos,
iv) baja eficiencia en la sintesis de la cadena retrasada, registrada in vitro, tanto en S. qureus
como en S. pneumoniae, y v) iniciacién inespecifica de la cadena complementaria de estos
pldsmidos, en ambos huéspedes. Es l0gico pensar, que todas estas consecuencias derivadas
de la alteracién de la regidn RS, sean simplemente causadas por la primera, es decir, por
la falta de interaccién directa entre la RNAP y el ssoA. Estos datos plantean la posibilidad
de que exista una unién especifica del enzima a la zona del origen que contiene el RSy. Sin
embargo, aitin no tenemos datos suficientes como para descartar la posibilidad de que la
RNAP se una a otra regién del origen y que las mutaciones generadas en el RSy impidan (por
ejemplo, mediante actuacion a distancia) la interaccién proteina-DNA. Este supuesto no
parece ser el que verdaderamente esté actuando, ya que se cuenta con mds datos que
favorecen la primera de las hipdtesis planteadas. Estos datos estdn relacionades con los
puntos de iniciacién de la cadena retrasada mapeados en los experimentos de replicacién in
vitro, Tanto en el sistema de S. aureus como en el de S. pneumoniae la sintesis de la cadena
retrasada de pLS1 (sitios de transicion RNA-DNA) tiene lugar en una zona préxima a CS-6
(ver Fig. 40). Dado que el tamafio del "primer" mayoritario sintetizado a partir del ss0A4 de
pLS1 es de aproximadamente 21 nt (Fig. 43), la RNAP bacteriana tendrfa que haberse unido
a una regién del DNA que estuviese a unos 21 nt por detrds de estos sitios de iniciacién de
la cadena complementaria, mds la distancia correspondiente, en nucledtidos, de una regién
promotora cldsica (entre 35 y 36 pb), siempre y cuando este enzima interaccione con una
zona caracteristica, como seria de esperar. Dado que la RNAP utiliza como molde la hebra
de DNA opuesta a la que se une, se buscé una regién en donde este enzima pudiera

interaccionar con el 5504 y que coincidiera con los resultados obtenidos. E$ bien sabido que
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Figura 58, Posible sitio de unién de la RNAP al ssoA de pLS1. Se representa el plegamiento intracatenario
de la hebra (+) del DNA de pLSt predicho por ordenador para la regién del sso4. Se enmarcan las posibles
secuencias -10 y -35 que pudiesen servir como sitio de unién de la RNAP. Una vez unida, ¢l enzima sintetizaria
un pequeiio transcrito de 21 nt a partir de la A ubicada en la coordenada 4176 de pl.S1, cuya sintesis terminaria
unos nuclestidos después de haber pasado la regién CS-6 (coordenada 4156; los limites de este pRNA se sefialan
con dos flechas). A continuacién ocurrirfa la transicién RNA-DNA. Se sefiala la posicién en esta secuencia
(130) a partir de la cual tiene lugar la incorporacién de dNTPs a la cadena complementaria en el sistema de S.
pneumoniae. Este punto corresponde a la banda de 130 nt obtenida en los experimentos de mapeo de los sitios
de iniciacién de la cadena complementaria del pldsmido.
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la funcién principal de la RNAP en la célula es la transcripcién de genes codificados por el
DNA. También se sabe que existen varios tipos de secuencias promotoras con las que este
enzima puede interaccionar y asf promover la sintesis del RNA, cuyo reconocimiento
especifico depende principalmente del factor sigma (o) que lleve asociado el holoenzima
(Helmann y Chamberlin, 1988). El factor o mds abundante en E. coli es ¢™ (Collado-Vides
y cols., 1991). Este factor, formando parte del holoenzima, reconoce una clase de
promotores que se caracterizan por poseer dos regiones consenso centradas en lé§ posiciones
-10 y -35 respecto al sitio de iniciacién de la transcripcién. La mayoria de los promotores
pertenecen a esta clase y las secuencias consenso reconocidas son 5’ TATAAT-3" en la
regién -10 y 5-TTGACA-3’ en la regi6n -35 (McClure, 1985; Lisser y Margalit, 1993)
siendo importante que estén espaciadas unos 1711 pares de bases. Desderla region -10 a la
posicién +1 (primer tNTP incorporado en la cadena de RNA) hay 6 pb mds, consiguiéndose
asf una distancia total, desde el punto +1 a la regién -35 del promotor, de unos 34 a 36 pb.
B. subtilis posee una subunidad ¢ muy similar a la ¢’° de E. coli, es la llamada ¢*, 0 ¢
vegetativa (Haldenwang, 1995), mayoritaria en condiciones normales de crecimiento. Las
secuencias consenso que reconoce en las zonas -10 y -35 ‘son idénticas a las reconocidas por
la subunidad homdloga de E. coli (Helmann, 1995). Por otro lado, se sabe que tanto en S.
aureus como en §. pneumoniae, la mayoria de los promotores presentan también este tipo

de secuencias consenso, que son reconocidas por la RNAP bacteriana.

En las proximidades de la regioén RSy de pLS1 se encuentra una secuencia -35 idéntica
a la consenso definida para estos promotores (Fig. 58). Diecisiete nuclétidos "corriente
arriba" de ésta se encuéntra una secuencia nucleotidica que guarda cierta homologia con la
region -10 (5’-TAcgcT-3’). Seis nucleGtidos mds hacia el extremo 5° del origen, podria
encontrarse el punto +1 del "primer" (A, localizada en la coordenada 4177 de pLS1). Si se
cuentan desde allf 21 nt en la misma direccién sobre la secuencia del 5504, nos encontramos
con los puntos de iniciacién de la sintesis del DNA de la cadena complementaria mapeados
en los experimentos in virro. Este hecho, nos permitié establecer un modelo para la
interaccién de la RNAP en el sso4 de pLS1 (Fig. 58). Dado que este es un enzima de gran
tamafio y se sabe que ocupa regiones de DNA adyacentes a las secuencias -10 y -35 de los
promotores estudiados, se podria pensar que las secuencias desapareadas del RS, asi como

la estructura local de la horquilla en esa regién, juegan un papel importante en el
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Figura 59. Sitios de transicion RNA-DNA durante la sintesis de la cadena complementaria de varios
pldsmidos. Se presenta la estructura secundaria predicha por ordenador para la regi6n del ssoA de pT181, pSN2
y pE194. Las coordenadas en cada secuencia corresponden a las publicadas por Khan y Novick (1982) ¥
Horinouchi y Weisblum (1982a). Los corchetes indican los puntos mayoritarios para la iniciacién de la cadena
retrasada mapeados en experimentos de replicacién in vitro en S. aureus. Se sefiala la direccién de la sintesis
de DNA a partir de los primeros puntos de iniciacién mapeados (flechas). Figura tomada de Dempsey y cols.
(1995). Se indican las posibles secuencias -10 y -35 que puedan actuar como sitios de unién de la RNAP,

propuestas en nuestro trabajo.
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reconocimiento y unién del enzima al DNA. Es de destacar, la importancia que tiene la
presencia de una regidn parcialmente apareada en el tallo de la estructura secundaria del ssoA
de pLS1 (conteniendo los nucledtidos conservados del RSp), ya que si se induce el
apareamiento completo o el desapareamiento general de esta region, la RNAP no se une al
origen (Fig. 42). Existen promotores que contienen secuencias anteriores a la regién -35 que
afectan al proceso de unién del enzima al DNA, asi como a la isomerizacion del DNA a
complejo abierto (Bracco y cols., 1989; Buckle y cols., 1991). De esta forn:i'a, se podria
explicar por qué alteraciones en la zona del RSy tienen consecuencias drdsticas en la unién
de la RNAP y funcionalidad de este origen de replicacién en todos los huéspedes ensayados.
Como elemento a favor de esta hipdtesis, podrian citarse los resultados obtenidos por
Dempsey y cols. (1995), quienes determinaron los puntos de iniciacién de la cadena
complementaria (incorporacion del primer dNTP) a partir del ssoA de los pldsmidos pT181,
PSN2 y pE194 de estafilococos (Fig. 59). En estos pldsmidos, 1a cadena retrasada se inicia
en varios sitios del sso4 que se mapearon muy cerca y hacia la izquierda del lazo de la
horquilla del origen, al igual que sucede en pLS1. Si se observa la estructura secundaria del
5504 de estos pldsmidos, se verd la gran similitud existente entre ellos y el de pLS1, asi
como la disposicién comiin de la regién RSy en la base del tallo de la horquilla formac_ia. En
estas representaciones se puede ver una pequefia burbuja desapareada y conservada en todas
ellas incluida en la regidn RSy. Proxima a ella se encuentra, en todos estos pldsmidos, una
secuqncia con cierto grado de homologia a una region promotora -35 (Fig. 59). Si se
corifir;ﬁa unos 17 o 18 nt en direccién al lazo de estas horquillas, se puede encontrar en el
ss0A de pE194, una secuencia altamente homdéloga con una regién -10, o escasamente

homdloga a élla para el resto de los pldsmidos.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos para pL.S1 y los publicados para pT181,
PSN2 y pEI94 relativos a los puntos de iniciacién de la cadena complementaria,
determinados a partir de sus respectivos origenes de replicacién, se podria plantear que en
estos ultimos replicones, i) la RNAP también se une al DNA en una posible secuencia
promotora, para lo cual la correcta disposicién de la regién RSy seria fundamental, y ii) que
también se sintetizan RNA cebadores de unos 20 a 30 nt de longitud, que podrin ser
utilizados por las DNA polimerasas del huésped, para sintetizar la cadena retrasada de cada

pldsmido. Si esto fuera cierto, el mecanismo de unién de la RNAP al ss04 de pT181, pSN2
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y pE194 coincidiria con el modelo propuesto para pLS1. Esta misma disposicidn y estructura
general del origen, asi como la ubicacion de la region CS-6 en el lazo de la misma, habia
sido propuesta ya, para los pldsmidos pC221, pC194, pE194 y pLS1 (del Solar y cols.,
1987a; Fig. 60). En estos casos, de haberse continuado la estructuracion de esta secuencia
un poco mds por debajo de las representadas, se hubiera conseguido una disposicion de cada
ss0A mids parecida a las que aparecen dibujadas en la Figura 59. A pesar de que no se
dispongan de datos relativos a los puntos de iniciacion de la cadena complementaria en
pC221 y pC194, se podria proponer, en base a la homologia de secuencia y estructura de
todos estos origenes, asi como de la presencia de posibles secuencias promotoras en los ss04
de estos plasmidos (Fig. 60), ubicados en posiciones andlogas a la de los anteriores, que

presenten un mecanismo de iniciacion especifico y similar al de pLS1.
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Figura 60. Estructura secundaria propuesta para el ssoA de pLS1, pE194, pC221 y pC194. Las
configuraciones han sido generadas mediante andlisis por computador y posterior refinamiento a mano. Se han
subrayado las secuencias conservadas en la base izquierda del tallo (RSg) y en el lazo (secuencias homdélogas
a CS-6) de ambas estructuras. Las coordenadas mostradas corresponden a las publicadas por Projan y cols.
(1985) y Horinouchi y Weisblum (1982a; 1982b). Figura tomada de del Solar y cols. (1987a). Se agregaron
las posibles secuencias -10 y -35 que puedan actuar como sitios de uni6n de la RNAP.
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Sin embargo, hay una serie de datos que cuestionan esta propuesta, es decir, que la
region RS; sea la senal que determine la unién de l]a RNAP bacteriana al origen de hebra
sencilla. En primer lugar, el pldsmido pUB112 aislado de S. aureus, cuyo sso se ha incluido
dentro del tipo ssoA de origenes de replicacién, no presenta ninguna secuencia homdloga a
RS; (Novick, 1989; Fig 2), aunque posee una zona con cierta homologfa a las secuencias que
aparean con ella hacia el extremo 3’ de la horquilla, y a las regiones promotoras -10 y -35,
en una regién andloga a la de los pldsmidos anteriores, que podrian estar imi;licada en la
unién de la RNAP. Esto indicaria que la regién RS,; no es indispensable en todos los
plasmidos para el buen funcionamiento de esta clase de origenes. Es posible, sin embargo,
que el ssoA4 de pUB112 goce de una disposicién espacial particular que facilite la interaccion
del enzima con el DNA plasmidico y le permita prescindir de regiones que para otros
plasmidos son fundamentales. Un ejemplo similar lo constituye la sefial ssoU. En este caso,
resulta curioso que, a pesar de que el inicio de 1a replicacion a partir de este origen depende
también de la RNAP del huésped (Fig. 51; Dempsey y cols., 1995), no existan regiones
homdlogas entre ambas sefiales de replicacion. Cabria esperar que por lo menos presentase
una zona parecida al RSy del 5504 y/o una regién homdéloga a las secuencias consenso -10
y -35 de promotores cldsicos. Sin embargo, no parece que la sefial ssoU posea alguna de
estas caracteristicas, que ademds corresponda con los resultados de iniciacion obtenidos in
vitro, es decir, un tnico punto de iniciacion de la cadena retrasada (incorporacion del primer
dNTP) ubicado en las coordenadas 3448 de pMV158 (Fig. 54) y 1299 de pUB110 (Dempsey
y cols., 1995). ' C

En segundo lugar, los numerosos sitios de iniéiacién de la cadena complementaria
(entre 5 y 22 sitios principales) registrados in vitro para los pldsmidos pT181, pSN2, pE194
(Fig. 59) y pLS1 (Fig. 40), donde a su vez se mapearon puntos de iniciacién diferentes segiin
el sistema de replicacién empleado (S. aureus o S. pneumoniae). Como estos puntos
corresponden a los sitios donde tiene lugar la transiciéon de RNA a DNA de la cadena
retrasada, los resultados sugieren que dicha transicién ocurre en miiltiples posiciones para
los origenes del tipo ss0A. Dempsey y cols. {1995) propusieron que ésto podria deberse a la
sintesis de RNA cebadores de un tamaifio fijo, iniciados en varias posiciones del ssod o
alternativamente, que la RNAP iniciara la sintesis de estos "primer" desde una inica posicién

"corriente arriba" del lazo central de la estructura del origen y sintetice moléculas de RNA
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de diferentes tamanios. Ambas posibilidades explicarfan la existencia de puntos de transicion
en varios sitios del DNA plasmidico. Dado que las moléculas de RNA generadas en los
experimentos de transcripcién in vitro presentan principalmente un tamano fijo, de 21 nt, es
probable que sea la primera de estas propuestas la que verdaderamente tenga lugar en estos
pldsmidos. Esto indica que la RNAP tendria que unirse a distintas posiciones del ssod para
poder cumplir ambos requisitos: sintesis de un "primer” de un tamafio concreto y multiples
puntos de transicion RNA-DNA durante la replicacion de la cadena retrasada. Un hecho a
tener en cuenta, y que podria explicar esta situacion, es que para la determinacion del tamafio
de los RNA sintetizados in vitro se empleé la RNAP de B. subrilis, mientras que los sitios
de incorporacién del primer dNTP a la cadena complementaria de estos pldsmidos se
consiguieron utilizando extractos proteicos de estafilococos o de pneumococos. Dado que los
puntos de iniciacién de la cadena retrasada determinados in vitre para pL.S1 en S. aureus
difieren respecto a los obtenidos en S. pneumoniae, también es posible que la iniciacion de
esta cadena sea distinta en B. subrilis. Si, por ejemplo, esta transicion tuviera lugar
principalmente en un punto del 5504, como sucede para la replicacién a partir del ssoU en
estafilococos, entonces la unién de la RNAP tendrfa que suceder en una posicién fija de este
origen. Luego, es posible que la RNAP de S. qureus y S. pneumoniae dieran lugar a
"primers" de diferentes tamafios, que pudieran explicar el anclaje de la RNAP a un (nico

sitio del ss0A4 y la existencia de mdltiples sitios de transicién RNA-DNA.

Por otro lado, las mutaciones generadas en la otra regién conservada del ssod, CS-6,
también tienen consecuencias negativas en cuanto a la efienciencia y especificidad de inicio
de la cadena retrasada de pLS1. Proponemos que la region CS$-6 estd implicada en la
terminacion de los "primer” sintetizados por la RNAP (es decir, que sea el lugar en que la
RNAP se suelta del DNA y/o permita la transicion hacia la sintesis de DNA), dado que las
mutaciones generadas en esta region, derivan en: i) cambio del patrén de tamafios de los
transcritos sintetizados a partir de estos origenes alterados, dando lugar a moléculas de RNA
mds grandes que las sintetizadas a partir del sso4 silvestre, ii) descenso en la especiﬁcidad'
de inicio de Ia cadena retrasada en S. agureus, y iii) descenso en la eficiencia de sintesis de
la cadena complementaria in vivo o in vitro, dependiendo del huésped. Por otro lado, sigue
habiendo union de la RNAP a los fragmentos ssSDNA conteniendo estas mutaciones, con una

eficiencia similar a la de los que llevan la sefial silvestre. Esto indica que la regién CS-6 no
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interviene en la unién de la RNAP al ss04, sino que tiene que ver con la especificidad en la

sintesis de los RNA cebadores de la cadena complementaria del pldsmido.

Ya habiamos comentado que la secuencia CS-6, cuando se encuentra presente, se
ubica en el lazo de ia horquilla del ssoA plasmidico. Se sabe ademds, que varias secuencias
que codifican para terminadores transcripcionales presentan estructuras secundarias y
concentraciones de As en su secuencia nucleotidica (Wilson y von Hippel, 1995). En el caso
de pLS1, el primero de los puntos de transicion RNA-DNA estd precedido por un conjunto
de tres Ts alrededor de la coordenada 4152 del pldsmido (Fig. 40). En el lazo de la
estructura del ss04 de pE194 se encuentra la secuencia 5’-TAGCGa-3’, que es practicamente
igual a la consenso CS-6, desde donde se mapearon los principales puntos de iniciacion de
la cadena retrasada en este replicén (Fig. 59). Como dichos sitios presentan una ubicacién
andloga a los de pLS1 (hacia la izquierda del lazo de la horquilla del origen), se podria
plantear que, al igual que en el caso anterior, esta secuencia conservada también tenga que
ver con el fin de la transcripeién de los “primer" en pE194. Del mismo modo, se podria
hacer extensiva esta propuesta a pC221, pC194 y los demds replicones que lleven la

secuencia CS-6 en su origen.

Sin embargo, y contrariamente con lo que sucede en S. aureus, se ha visto que las
_mutaciones en esta region pricticamente no alteran el patrén de iniciacién de la cadena
retrasada de pLS1 en S. pneumoniae (Fig. 39), es decir, que probablemente tampoco alteren
significativamente la longitud de los "primer" sintetizados a partir de este origen. Este hecho
podria tener una explicacién, ya que es posible que la presencia de los factores especificos
que hacen que la replicacién de esta cadena sea muy eficiente en pneumococos, intervengan
ademds, en atenuar los efectos de las mutaciones en dicha regidén. De todas formas, se ha
visto que los cambios generados en la secuencia CS-6 de pL.S1 hacen menos eficiente la
funcién del sso4 en este huésped, ya que estos derivados acumulan una cantidad
considerablemente mayor de formas sSDNA que el pldsmido si\}estre, in vivo (Fig. 23). En
conjunto, estos datos indican que, aunque la regién conservada CS-6 no es imprescindible
para la funcién del ssoAd, parece tener cierta participacién en el proceso de transicién desde
el RNA cebador al DNA de la cadena retrasada, al nivel de la terminacién de la sintesis del

"primer", al menos en huéspedes distintos al original como ocurre para pLS1 en B, subtilis
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y S. aureus. En el caso de los pldsmidos pT181 y pSN2, que carecen de una secuencia
homdloga a CS-6, también se mapearon los sitios mayoritarios de iniciacién de la cadena
complementaria en una zona cercana y hacia la izquierda del lazo de la horquilla (Fig. 59).
Estos pldsmidos comparten una secuencia de 14 nt (5’-TGGGATTAAT(C/T)CCA-3"),
localizada alrededor del punto de simetria palindrémico del ssoA, la cual podria tener la
misma funcién planteada para CS-6. De todas formas, ain no exister; evidencias

experimentales que involucren esta segunda regidn, conservada en otros pldsmidos con

replicacion RC, ademds de pT181 y pSN2 (Fig. 2), con la funcién de estos origenes.

3. ROL DE Spn Poll EN LA REPLICACION DE PLASMIDOS
DERIVADOS DE pMV158

Los resultados obtenidos en este trab.ajo, definen la accién de la DNA polimerasa 1
de S. pneumoniae (Spn Poll) en el inicio de la replicacion a partir del ssod de pLS1. Hasta
ahora, sélo se habfa visto la participacién de la DNA polimerasa I del huésped en el inicio
de la replicacién de pldsmidos con replicacién tipo © como ColE1 y otros miembros de la
familia de pMB1. En este caso, la actividad polimerdsica de la DNA polimerasa I de E. coli
(Eco Poll) es la responsable de extender el "primer" sintetizado en el ori, durante el proceso
de sintesis de la cadena lider del pldsmido (Itoh y Tomizawa, 1980). Por lo tanto, pLSI
constituye el primer caso de pldsmidos con replicacién RC, en donde se determina la
intervencién directa de la DNA polimerasa I bacteriana en su proceso replicativo. Para los
colifagos de cadena sencilla, se habia descrito la participacidn de la actividad exonucledsica
5" = 3’ y polimerdsica de Eco Poll durante la eliminacién del RNA cebador de la cadena
retrasada y sustitucién del mismo por dNTPs después de que la conversidén ss -» dsDNA
fdgica hubiera tenido lugar (Chen y Ray, 1976; DasGupta y Mitra, 1978). En ausencia de
algunas de estas actividades se detectan moléculas de DNA bicatenarias incompletas, con

discontinuidades préximas al origen de replicacién de la hebra (+).

La Spn Poll consta de dos dominios funcionales: uno con actividad polimerdsica y
otro con actividad exonucledsica 5° - 3’ (Ldpez y cols., 1989), y carece del dominio con

actividad correctora 3’ - 5’ presente en Eco Poll (Diaz y cols., 1992a; Kornberg y Baker,
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1992). La implicacién funcional de Poll en el establecimiento y replicacic’)ﬁ de pldsmidos que
replican via circulo rodante habfa sido evidenciada por primera vez por Diaz y cols. (1994).
Estos autores analizaron el comportamiento in vivo de pldsmidos conteniendo el replicén de
pMV 158 en estirpes de S. preumoniae y E. coli donde se habia mutado el gen poid, que
codifica para este enzima. El efecto de transformar una cepa de pneumococos que contenga
alterada la actividad polimerasa del enzima, con el DNA de pLS1 o derivados de éste, se
manifiesta en: i) la reduccién de la frecuencia de establecimiento plasmidico, ii)finestabilidad
segregacional y descenso del nimero de copias de los pldsmidos que consigan replicar en
estas cepas mutantes, iii) acumulacidn intracelular de una cantidad hasta diez veces superior
de formas ssDNA plasmidicas, y iv) discontinuidades de las cadena lider y retrasada
localizadas a nivel del dso y ssoA del pldsmido (Diaz y cols., 1994). Estos hechos involucran

claramente la accién de la actividad polimerasa de Spn Poll en el establecimiento y

replicacién de estos pldsmidos, tanto de la cadena lider como retrasada.

Otra manifestacién de la deficiencia de esta polimerasa, en cuanto al establecimiento
plasmidico, es la formacién de colonias pequefias durante la seleccion inicial, con antibiotico,
de células transformadas. Se piensa que ésto sea el resultado de un enlentecimiento en €l
llenado del "pool" plasmidico en las células bacterianas, como consecuencia de los defectos
en su replicacién, Por otro lado, los mismos autores habfan visto qﬁe la presencia de
secuencias homélogas con el cromosoma de S. prewmoniae en estos pldsmidos, obvian
parcialmente el requerimiento de la actividad polimerasica de Spn Poll durante la
transferencia plasmidica a estos huéspedes. Este fendmeno se explicé rﬁediante la posible
actuacién de alguno de los mecanismos de facilitacién cromosémica propuesto por Lopez y
cols. (1982), que permiten el establecimiento de pldsmidos recombinantes en pneumococos.
Estos mecanismos se basan en el modelo de transformacién genética propuesto por Lacks
(1968) para la integracién de DNA exdgeno conteniendo secuencias homdlogas con el
cromosoma de pneumococos. Aqui se establece que el DNA donador es incorporado en
forma monocatenaria, debido a la accién de exo y endonucleasas que provocan la
degradacién de una de las hebras del DNA. El DNA que es incorporado, se aparea con la
hebra complementaria de la regién homdloga del DNA cromosémico y se produce un
sobrecruzamiento recombinacional mediado por la proteina homénima a RecA de E. coli

(Rhee y Morrison, 1988). El proceso de integracién se completaria con la degradacion
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nucleolitica del fragmento de la hebra cromosémica desplazada y por unién, mediante la
DNA ligasa, de los extremos del DNA donador al DNA cromosdémico. Segiin este modelo
de transformacién, en ninguna de las etapas intervendria un proceso de sintesis reparadora
del DNA. Sin embargo, en el modelo propuesto para el establecimiento de pldsmidos sin
homologia con el cromosoma, donde es necesaria la incorporacion por la bacteria de dos
hebras complementarias del DNA donador para regenerar una molécula integra de pldsmido
(Saunders y Guild, 1981; Lépez y cols, 1982), se requiere la accién de un enziria reparador
que restaure la integridad de las dos hebras complementarias del DNA, ya que en la entrada
del DNA plasmidico al interior celular se producen roturas que generan moléculas
monocatenarias no integras. Estas hebras se aparearfan por las zonas complementarias y
generarian moléculas bicatenarias con regiones monocatenarias que serian reparadas por la
actividad polimerdsica de Spn Poll (Diaz, 1993). Este hecho explicaria la necesidad de este
enzima durante el establecimiento de pldsmidos sin homologia con el cromosoma bacteriano,

registrada para pLS1 y pLS5 (Dfaz y cols., 1994).

Por otro lado, dado que la actividad exonucleasa 5° - 3" de Spn Poll es fundamental
para la viabilidad celular (Diaz y cols., 1992b) y por lo tanto no se pudieron conseguir cepas
mutantes en la misma, no se pudo establecer la funcion que tendria este dominio durante la
replicacion de pldsmidos con el replicén de pMV 158 en S. preumoniae (Diaz y cols., 1994).
Sin embargo, como se habia visto que las actividades polimerdsica y exonucledsica de Spn
Poll son intercambiables con las correspondientes funciones de Eco Poll (Diaz y cols.,
1992b), se realizaron los mismos experimentos en cepas de E. coli conteniendo uno u otro
dominio enzimdtico alterado (Dfaz y cols., 1994). Esto permiti6 concluir a los autores que,
en este huésped, cada una de las actividades enzimiticas de Eco Poll intervienen en la
replicacion de pldsmidos con el replicon de pMV158. Para explicar los resultados que
involucraban a la Poll en la replicacién de estos pldsmidos se habfan postulado dos hipdtesis.
La primera (Diaz, 1993), sugerfa que el holoenzima Pollll inicia la replicacién de las hebras
lider y retrasada de pL.S1. Luego, el efecto obsrevado en la replicacion del pldsmido, en las
estirpes bacterianas con mutaciones en el gen pold, serfan consecuencia de la elevada
utilizacién de Pollll (0 de alguna de sus subunidades) para sustituir a Poll, en el
procesamiento de los fragmentos de Okazaki durante la replicacion cromosdmica. Esto

derivaria en la falta de Pollll para iniciar la sfntesis de ambas cadenas plasmidicas, lo que



Discusidn 181

explicaria la presencia de intermediarios de replicacién que no hubiesen iﬁiciado el proceso.
La segunda, (Dfaz y cols., 1994) plantea la posibilidad de que Poll inicie la replicacién de
ambas cadenas del DNA plasmidico y posteriormente sea Pollll la que contintie el proceso
de elongacién de las hebras lider y retrasada. Esta teorfa explicarfa, al igual que la anterior,
la presencia de discontinuidades a nivel de ambos origenes de replicacién y la ineficiencia
durante la conversién de ssDNA a dsDNA plasmidico, registrada in vivo. Ambas propuestas
coinciden en que, al igual que sucede durante el proceso replicativo de M13f," la acividad
exonucleasa 5° — 3’ del enzima sea la encargada de degradar el RNA cebador de la cadena

retrasada y que la actividad polimerasa rellene con dNTP la zona resultante.

En este trabajo conseguimos precisar el nivel concreto de actuécién de Spn Poll
durante la replicacién desde el sso4 de pLS1, lo que nos permiti6 apoyar la segunda de las
dos hipétesis planteadas (ver pdrrafo anterior), al menos en lo que se refiere a la sintesis de
la cadena retrasada del pldsmido. Ademds, la realizacién de ensayos de replicacién in vitro
nos han pérmitido valorar la participaci6n de los dominios polimerasa y exonucleasa de Spn
Poll en este proceso. En los experimentos de sintesis in vitro de la cadena retrasada
utilizando extractos de estirpes de S. pneumoniae con mutaciones en el gen PolA que anulzlm
la actividad polimerasa de Spn Poll (MP547) o disminuyen, tanto ésta como la exonucleasa
5" = 3 (MP560 y MP547, respectivamente) se pudo observar que cualquiera de estas
alteraciones conducen a una ineficiente iniciacién de la replicaci6n a partir del 5504 de pLS1
(Fig. 45A). Esta deficiencia s6lo se pudo corregir mediante la adicién de la proteina Poll
pura a la reaccién, mientras que cuando se agregé solamente el dominid polimerdsico del
enzima (Pollc269), no se consigui6 ningdn cambio demasiado significativo. Esto indica que
se requiere la funcidn del enzima completo para que la replicacién de la cadena retrasada de
pLS1 tenga lugar en este sistema. Se podrfa sugerir entonces, que la pfotefna Pollll del
huésped, encargada de la sintesis de la hebra complementaria del ssDNA plasmidico, seria
incapaz de extender el extremo 3’-OH de las moléculas de RNA cebadoras, debido
posiblemente a problemas estéricos en este origen, y por lo tanto, sea necesario la
participacién de Poll para incoprorar los primeros dNTPs a dicha cadena. A continuacién,
Pollll podria relevar la funcién de Poll y continuar la sintesis. Se ha demostrado la
participacion in vivo de Pollll en la sintesis del DNA de pT181, mediante la adicién de 5-

hidroxifenil azouracilo, un potente inhibidor de este enzima (Majumder y Novick, 1988).
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4. MODELO DE INICIACION DE LA CADENA RETRASADA PARA
PLASMIDOS CON UN ORIGEN ssoA

El modelo de iniciacién que proponemos para la sintesis de la cadena complementaria
de plasmidos con replicacion RC que contengan un origen de replicacion tipo ssoA, se basa
en los resultados obtenidos para pLS1 (este trabajo) y de los obtenidos para pE194 (Dempsey
y cols., 1995), reinterpretados mds arriba. Segiin éstos, 1a RNAP bacteriana se uniria a una
secuencia promotora préxima a la regién RSy del origen y sintetizaria RNA cebadores de
tamaflos comprendidos entre 20 y 30 nt, dependiendo del huésped. Al igual que sucede para
la replicacién de colifagos de cadena sencilla y en particular para M13, fd y fl1 (que
presentan un mecanismo de iniciacién de la cadena complementaria similar al de estos
pldsmidos), se requiere que el sso adopte una configuracion espacial determinada para que
la interaccion RNAP-DNA pueda tener lugar en el origen. En estos fagos, asi como en el
caso de G4 y 8X174, se habfa visto la necesidad de SSB de E.coli para conseguir la
estructuracién del sso y la sintesis especifica de RNA cebadores de la cadena retrasada (ver
Introduccidn). Sin embargo, nuestros resultados difieren al respecto, ya que la presencia de
SSB en los ensayos de transcripcion in vitro no favorece de forma significativa la sintesis de
RNA desde el ss04 de pLS1. Por lo tanto, aquf la estructuracidn del origen no parece estar

determinada por SSB, sino por la propia secuencia de DNA de dicha region.

El mecanismo mediante el cual el RNA cebador es sintetizado no estd atn bien
entendido y se supone que es bastante diferente al mecanismo de transcripcién general. Por
ejemplo, existen evidencias de que el pRNA se mantiene como un hibrido estable asociado
al DNA molde (Geider y cols., 1978). En este caso, la estructura del tallo del DNA templado
no compite de manera obvia con el "primer" recién sintetizado. Esto contrasta con 1o que
sucede normalmente después de la transcripcién a pértir de un promotor comiin en un DNA
bicatenario, en donde las cadenas de DNA se reanillan una vez transcurrido el proceso y el

RNA recién sintetizado es liberado.

Una vez sintetizado el o los "primer", la DNA polimerasa I del huésped seria la

encargada de promover la sintesis de la hebra complementaria, mediante la extensién inicial
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de estos pRNAs. Dado que en S. preumoniae se necesita para ello la actuacion del enzima
completo (Spn Poll), habria que explicar por qué su dominio polimerasa aislado (Pollc269),
cuya funcién en la sintesis de DNA se sabe que es muy eficiente (Pons y cols., 1991), no
es capaz por si mismo de iniciar el proceso. Podria tratarse de una cuestion de conformacion
enzimdtica, es decir, que fuese necesario que ambos dominios de Spn Poll (polimerasa y
exonucleasa 5° - 3') necesiten estar acoplados para conseguir una disposicién funcional que
permita el reconocimiento del origen de replicacién. Por otro lado, el hecho ae que no se
haya podido detectar la presencia de pRNAs durante la replicacién in virro de la cadena
retrasada de los pladsmidos pT181, pE194, pSN2 (en el sistema de S. aureus; Dempsey y
cols., 1995) y pLS1 (en el sistema de S. pneumoniae) da lugar a una serie de especulaciones
que podrfan explicar esta situacion. Por ejemplo, que en el proceso replicativo de la cadena
retrasada de pldsmidos con replicacién RC, actiie mds de una molécula de Poll: una de ellas
podria elongar el "primer” en unos 80 a 100 nt, mientras que otra molécula reemplazaria este
pRNA por DNA recién sintetizado (ésta es la hipdtesis Qﬁe planteamos en nuestro modelo).
Alternativamente, podria existir en estos replicones, un mecanismo similar al definido para
la exonucleasa 5’ del fago TS (Ceska y cols., 1996), en donde el pRNA podria deslizarse a
través del arco helicoidal formado en el dominio exonucleolitico de la proteina y ser
escindido simultdneamente por dicha actividad enzimdtica. En cualquiera de estos dos casos,
los RNA cebadores habrian sido eliminados rapidamente, lo que impedirfa su deteccién en
el tiempo en que se realizaron los ensayos de replicacién. La sintesis de la cadena retrasada
de estos plasmidos se completarfa mediante la actuacién de ia DNA polimerasa III bacteriana
y ligacién de los extremos 5’ y 3’ de dicha cadena por la ligasa del huésped. Un esquema
del modelo de iniciacién de la replicacién a partir del ssoA que proponemos, se esquematiza

en la Figura 61.

Zhang y cols. (1994), habfan descrito que el pldsmido de amplio rango de huésped
pEP2, un derivado de pNG2 aislado de Corynebacterium diphtherige 'y transferido
pdéferiormente a E. coli, cuyo mecanismo de replicacién parece ser via RC, requiere la DNA
polimerasa I bacteriana para su replicacion. Las evidencias con las que cuentan, es que pEP2
puede ser introducido en una cepa de E. coli (que contiene un alelo polA sensible a la
temperatura), s6lo a la temperatura permisiva, y €l pldsmido se pierde rdpidamente cuando

se incuba el cultivo a la temperatura no permisiva (42 °C). Los autores no habian propuesto



Discusion 184

prmmm————

DNA Pol lll

véﬁ

RSB

Figura 61. Modelo de iniciacién de la replicacién a partir de origenes del tipo ssoA. Se representa
esquemdticamente el ssoA4 de pLS1, indicdndose las regiones conservadas RSz y CS-6 del mismo (A). Esta sefial
serfa reconocida por la RNAP del huésped, para lo cual requiere la presencia de la regién RS; intacta, La unién

- del enzima al DNA plasmidico serfa en una zona homéloga a un promotor cldsico (B). La RNAP sintetiza uno
0 varios "primer” tomando como molde la hebra de DNA opuesta a 1a que se une. A la altura de CS-6 se
produce el relevo de la RNAP por una molécula de DNA polimerasa 1, la cual adicionaria unos pocos dNTPs
a la cadena complementaria (C). A continvacién, o simultdneamente, otra molécula de DNA polimerasa 1
degradaria el o los pRNAs y la DNA polimerasa ]II bacteriana continuaria la sintesis de la hebra retrasada a
partir del oligonucledtido generado por la Poll, hasta completar el proceso replicativo (D).
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una explicacién a este hecho, incluyéndolo como una curiosidad en la discusién de sus
resultados. De acuerdo a los datos que disponemos sobre la replicacién de este tipo de
pldsmidos, podrfamos sugerir dos posibles explicaciones al respecto. Ia mds simple, serfa
que a la temperatura no permisiva, se estuviese afectando la actividad de 1a proteina Rep del
plasmido, haciéndola menos eficiente para la replicacién desde el dso. La otra, hacia la cual
nos inclinamos, estaria relacionada con el modelo de iniciacién de la cadena complementaria
propuesto en este trabajo, donde la falta de Poll impediria la sintesis desde el sso (y/o dso)
del pldsmido. De ser asi, podriamos generalizar la necesidad de Poll en el proceso replicativo
de varios pldsmidos con replicacién RC. Sin embargo, resta ain mucho por estudiar para
poder comprender el mecanismos de replicacién de estos plidsmidos, incluso es muy posible
que se trate de mecanismos particulares (y no generales) que se lleven a cabo dependiendo

del tipo de replicén y/o tipo de huésped bacteriano en donde éste se encuentre.



CONCLUSIONES




Conclusiones 187

Las conclusiones mds importantes que se derivan de este trabajo, se resumen a

continuacidn.

1. El s504 de pMV 158 est4 limitado por las coordenadas 5150 y 5349 del plasmido.
La funcién de este origen de replicaciéon depende del huésped, siendo muy eficiente en la
conversion ss - dsDNA en S. pneumoniae y poco eficiente en B. subtilis y S. aureus.

2. La RNAP bacteriana es el enzima encargado de sintetizar los RNA cebadores de
la cadena retrasada a partir del sso4 de pMVI158. Tanto la secuencia de las bases
desapareadas como la estructura local de la regién RS, son necesarias para que la RNAP
pueda interaccionar con el origen. Si se altera esta regidon mediante sustitucién de
nucledtidos, la afinidad del enzima por el DNA disminuye notablemente y como consecuencia
los niveles de sintesis de la cadena complementaria descienden de forma considerable. La
RNAP de B. subtilis es capaz de sintetizar pequefios transcritos de unos 20 nt a partir de este

origen de replicacién.

3. Si se sustituyen los nuclétidos conservados de la region CS-6, as{ como si se altera
la estructura local del lazo formado en ¢l ss04 de pMV 158, el patrén de sintesis de pRNAs
cambia dependiendo del tipo de mutacidén introducida. Este hecho podria estar relacionado

a una funcion de CS-6 en la terminacién de la transcripcion de los RNA cebadores.

4, La transicion RNA - DNA durante la sintesis de la cadena retrasada del pldsmido
tiene lugar en diversas posiciones del ssoA. Dichos puntos mapean en una regidn adyacente
y hacia la izquierda (siguiendo la direccién de la replicacion) de la secuencia CS-6, cuyas
posiciones especificas dependen del huésped. Asi, la sintesis de DNA de la hebra retrasada
en S. aureus ocurre desde al menos siete puntos contiguos de dicho origen, mientras que en
§. pneumoniae, €l mismo proceso tiene lugar a partir de cuatro sitios principales ubicados
mds distantes entre si. Mutaciones dirigidas a la regién RSy de este origen conducen a
eliminar la especificidad de inicio en la mayoria de los casos, mientras que las mutaciones

dirigidas a la zona CS-6 de pMV158 sélo vuelven inespecifica la iniciacién en S. aureus.

5. La especificidad con que tiene lugar la iniciacién de la replicacién de la cadena



Conclusiones 188

retrasada plasmidica no estd relacionada con la eficiencia de sintesis de esta cadena en el
mismo huésped. Asi es que, aunque la eficiencia de replicacién in vivo a partir del ss04 de
PMV158 es muy baja en S. aureus, ésta se inicia de forma especifica desde puntos concretos

del origen.

6. Se necesita la accién conjunta de ambos dominios de la DNA polimerasa I de S.
preumoniae (polimerasa y exonucleasa 5° — 3') para que pueda tener lugar la feplicacién a
partir del ssoA de pMV158. Este hecho pone de manifiesto la participacién del enzima

completo en las etapas iniciales de sintesis de la cadena retrasada plasmidica.

7. La regién que comprende al sso4 de pMV158 confiere estabilidad segregacional
a pldsmidos inestables derivados de éste, en S. pneumoniae y B. subtilis. Esto indica que en
esta zona, o asociada a ella, podrian encontrarse elementos que favorezcan la segregacién
plasmidica a las células hijas durante la divisién celular. Por lo tanto, esta sefial podria

considerarse como un elemento que favorece la colonizacién de nuevas bacterias.

8. El 550U de pMV 158 es muy eficiente en la conversién ss — dsDNA del plasmido
en los huéspedes gram(+) ensayados, como S. preumoniae, B. subtilis y S. aureus. Asi
pues, se podria considerar también esta sefial de replicacién como un elemento que puede

favorecer la colonizacidn de nuevas bacterias.

9. El mecanismo de iniciacién de la cadena complementaria a partir del ssoU de

pMV158 depende de la RNAP bacteriana.

10. La sintesis de la cadena retrasada (transicion RNA — DNA) a partir del ssoU de
PMV158 se inicia desde un tnico punto, C situada en la coordenada 3448 del pldsmido. Este
punto coincide con el sitio de iniciacién mapeado por Dempsey y cols. (1995) a partir del
ssoU de pUBLI10, indicando que, ademds de contar con secuencias nucleotidicas casi

idénticas, existe una homologia funcional exacta de ambos origenes de replicacién.
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