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Introducción 3

1. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS PLÁSMIDOS

Las plásmidosson elementosde DNA bicatenarioextracromosémicos,que replican

I de forma autónoma y controladadentro de una célula huésped. Se han encontrado

fundamentalmenteenorganismosprocariéticosy enalgunoseucariotasinferiores;La mayoría

I de los plásmidoscaracterizadoshastala fecha son moléculascircularesde DNA, aunque
1~

tambiénsehan aisladoformaslinealesde éstosen algunasespeciesdebacteriasgram(+) y

I gram(—) (Hinnebushy Tilli, 1993). Los plásmidosno son esencialesparala supervivencia

de la célula hospedadora,exceptoen determinadosambientesdondegenesplasmfdicosle

confieran alguna ventaja selectiva, como resistenciafrente a determinadosantibióticos,

metalespesadoso irradiación.En algunoscasos,la producciónplasmídicacontribuyecon

los procesosde fijación del nitrógeno atmosférico, formación de vacuolas de gas o

degradacióndecompuestosquímicoscomotoluenoy alcanfor. En otros casos,la síntesisde

I endonucleasasde restricción y de toxinas específicasdel plásmido puedetener efectos

negativosen el huésped,comoporejemplo,la inducciónde tumoresen plantassuperiores.

Desdécl punto de vista medioambiental,los plásmidosbacterianoscontribuyen

U ampliamenteen la diseminaciónhorizontalde genesentrediferentesmicroorganismos(ya

sean de la misma especie o, dada la capacidadreplicativa de algunos, entre especies

U distintas), promoviendoasíel mantenimientode la biodiversidad.Estehechosebasaen que

muchosplásmidosposeenla informaciónnecesariaparamovilizarseconjugativamentedesde

1 una cepadonadoraa otra receptora.Por otro lado, existen algunosorganismosque en

I determinadascondicionesalcanzanun estadodecompetencianaturalpermitiendola inclusión

de estos elementosgenéticos,sin que ellos requierancodificar estructurasespecialespara

mediarel proceso.Como además,muchosplásmidosposeencapacidadparaintegrarseen
¡

otrosrepliconese inclusoen el cromosomadel huésped,al escindírsepuedenllevar consigo¡ secuenciasque luego serán reconocidas y expresadasen el próximo hospedador,

conduciéndolea rearreglosgenéticosdrásticos.De esta forma la diseminaciónplasmídica

naturaladquiereuna trascendenciaevolutiva,ademásde ecológica.

3 Dadoquese tratade elementosdispensablespara la célula, los plásmidosconstituyen

un material manipulable para estudiar mecanismosque en el cromosomasedan más



Introducción 4

complejosde practicar, como por ejemplo, interaccionesentreproteínasy DNA o RNA,

topologíay replicacióndel DNA, controlde la expresióngénica,etc.Uno delos papelesmás

importantesque tienen estos replicones,tanto para la Biología Molecular como para la

Biotecnología,es el poder ser utilizados como vectoresde clonaje de diferentesgenesy

secuenciasespeciales,facilitando al investigadormuchastareasexperimentales,así como

permitiendo a la industria numerososrecursos como herramientasen la síntesis de

compuestosbiológicos.

La replicación y el mantenimientode los plásmidosen la población se consigue

independientementedel cromosomabacteriano,aunquebioqufmicamentedependendevanas

proteínascodificadasporél. Estánpresentesen un númerode copiasdeterminadoy controlan

su propia replicaciénmediantela codificaciónde un sistemaque regula la iniciación. En

muchoscasos,sobretodo si setratadeplásmidosdebajonúmerodecopias,poseensistemas

de estabilización,que le aseguranun reparto equitativo entre las células hijas durantela

división celular.

2. MECANISMOS DE REPLICACIÓN PLASMfl)ICA

La replicaciónes el mecanismomedianteel cuallas moléculasdeDNA (o deRNA,

en ciertos virus) se dividen para formar moléculasidénticasa las originales. Para los

plásmidos,esteprocesoes de vital importancia,ya que del éxito replicativo dependeráen

gran medida su mantenimientoen la célula huésped.Los mecanismosde replicacién

conocidosbasansus diferenciasen el modo de iniciar la replicación y en las distintas J
estructurasqueadoptanlos intermediadosreplicativos.Existencuatromecanismosgenerales

de replicaciónplasmfdica: replicación tipo theta, replicaciónpor desplazamientode hebra, J
replicaciándirigida por proteínasterminalesy replicacióntipo círculo rodante(Kornbergy

J
Balcer, 1992). A este último será al que le dediquemosmayor atención, ya que es el
empleadopor el plásmidopMV1S8 objeto de nuestrotrabajo,centrándonossobretodo en la

síntesisde la cadenaretrasada,puestoque constituyeel objetivoa estudiaren estaTesis.

Unadelas reglasbásicasdela replicacién,es quelasDNA polimerasas(responsables 2

2
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directas de la sfntesisdel DNA), no puedeniniciar por sí solas el procesoreplicativo,

necesitandoestaracopladasa un extremoY-OH de un DNA, un RNA o una proteína,queu
oficie comocebadorde la síntesis.En el casode ser necesarioun RNA cebadoro ‘primer”
(pRNA), los enzimasencargadosde su elaboraciónson la RNA polimerasa(RNAP) o la

primasa,codificadaspor el huéspedo por el plásmido.

2.1. Replicación tipo theta (O)

La replicacióntipo O escaracterísticade la mayoríade lasplásmidoscircularesde

I
bacterias gram(-), aunque también ha sido descrita para plásmidos del grupo de

incompatibilidadJncl8de bacteriasgram(+) (Bruand y cois., 1991). Es empleadapor el

cromosomade las bacteriasy por los cromosomasde células eucariotas,así comoparalau
replicaciénde numerososbacteriófagosy virus cucarióticos.La iniciación de la replicación
en cadaunode estos sistemastienelugar en uno o varios sitios específicos,denominados1
orígenesde replicación(oriD. En generallos plásmidoscontienenun solo oh, aunqueexisten
casoscomo RÓK quetienetres (oit a, ¡3 y y) localizadosen un fragmentode 4 kb (Crosa,u
1980)o el plásmidoF (replicón RepF1A) queposeedos (oriS y oriV) ubicadosmuy cerca

I uno de otro (Kornbergy Baker, 1992). La replicaciéntipo e implica la separaciónde las

hebrasparentalesdel DNA en la regióndel orí y la sfntesisde un RNA cebador,que será

I el que proporcioneel grupoY-OH necesariopara que las DNA polimerasasde la célula

puedaniniciar el proceso. Dado la naturalezaantiparalelade las hebrasde DNA y la

3 polaridaden la dirección de síntesisde las mismas(5’ -. 3’>, sólo una de las cadenasde

DNA puedeser sintetizadade forma continuaa partir del oh (cadenalíder), mientrasque

3 la otra tienequesersintetizadade forma discontinua,como fragmentospequeñosde unas2

kb de longitud denominados“fragmentosde Okasald’,generadosa partirdevarios “primer’

¡ sucesivos(cadenaretrasada).Como consecuencia,la síntesisde ambascadenasde DNA

acurrede forma acopladaentreellas(Selicky cois., 1987; McHenry, 1988).

La dirección de la replicaciónpuededarseen uno o en ambossentidos,dependiendo

I del replicón,pero en todos los casoslos intermediariosreplicativosexhibenuna morfología

característicaal microscopio electrónico, tipo e, debido a la separaciónde las hebras
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parentalesy al avancede la horquilla de replicación. Una vez completadala síntesisde

ambascadenas,es necesariola acciónde las topoisomerasasbacterianasparala resolución

de los catenanosresultantesy separaciónde ambas moléculasde DNA. Los plásmidosque J
replicanpor este mecanismo,puedendividirse en dos grupossegúndependano no de la

DNA polimerasa1 parala iniciación de ]a cadenalíder.

2.1.1. Repliconesdependientesde la DNA polimerasa 1

Este grupo está representadopor el plásmido ColE1 de Escherichiacoil y depende

de la RNAP del huéspedparala síntesisdel RNA cebadorde la cadenalíder (o un precursor

deéste)y de la DNA polimerasa1 para iniciar la síntesisdel DNA (Staudenbauer,1978;

Kornberg y Baker, 1992; Marians, 1992). En CoIEl, además,serequierela acci6nde la

kNasaH de la bacteriapara el procesamientode estepRNA (Itoh y Tomizawa, 1980). La

desnaturalizacióninicial en el oh tienelugarcomo consecuenciade la transcripcióndeesta

moléculade RNA. Unaveziniciadoel proceso,la replicaciéntranscurreunidireccionalmente

(Tomizaway coN., 1974) a cargode la DNA polimerasaIII (HE), quedandoexpuesto,a

medidaque avanzala horquilla de replicaci6n, el sitio requeridopara el ensablajedel

prirnosoma(SSO en la otra hebradel DNA. A partir de aquí tendríalugar la síntesisde la

cadenadiscontinuadel plásmido,ya queel primosomasetransiocarfaen dirección5’ -. 3’

desenrollandola hélice de DNA y sintetizandolos “primer” necesarios(Béldicke y cols.,

1981; Masai y cols., 1990). La replicaciénsedetienea una distanciade 17 pb “corriente J
arriba” del sitio de iniciación de la cadenalíder, debido a la presenciade señalesde

terminaciónenelDNA denominadasterH (DasGuptay cois., 1987).Entrelos plásmidosque

utilizan estemecanismode replicaciénseencuentranCoIEl y su derivadopBR322. Se ha

visto también, que un plásmido relacionado,pMB1, inicia su replicaci6nen una posición j
idénticaa la descritaparaCoIEl (Bolivar y cois., 1977).

Dentro deestegrupoexistenuna seriede repliconesque, ademásdedependerde la

DNA polimerasa1 del huésped,codifican unaproteínaRep necesariapara la iniciación dc j
la replicación. Esta proteína se une a la región del oil y sintetiza un único “primer”

(ppApGpA) que es utilizado por la DNA polimerasa1 para iniciar la cadenalíder del

plásmido(Takechiy cols., 1995). Como representantesdeestesubgruposepuedenseñalar

los plásmidosCo1E2y Co1E3 deE. cok (Yasueday cois., 1989)y los plásmidosde la familia

~1
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de pAMfllde bacteriasgram(+) (Brantl y cols., 1990), aunqueen esteúltimo casono se

conoceexactamentela función de la proteínaRep (Bruand y cols, 1993).

2.1.2. Repliconesindependientesde la DNA polimerasa 1

Los plásmidos pertenecientesa estegrupo son independientesde la acción inicial de

I la DNA polimerasa 1 y codifican una protefna iniciadora de la replicación (Rep) que seune
1~

a secuenciasdirectamenterepetidasdel ori(iterones)formandoun complejonucleoproteico

que facilita la aperturade lashebrasdel DNA en unaregión adyacente,rica en secuencias

A+T. El orí confleneademás,doso mássitios para la unión del complejoDnaiB/DnaCy

I de la proteínaDnaA (Bramhill y Komberg, 1988).Una vez quese inicia la síntesisen una

o en las dos hebrasdel DNA, la replicaciéncontinúahastael final en un procesocatalizado

U parla DNA polimerasaIII (HE) y otros factoresdel huéspedqueintegranel replisoma.En

el plásmidoRl, las interaccionesde RepA en el origen de replicaciónpromuevenla entrada

I dela primasa,la cual sintetizael RNA cebadorde la cadenalfder, en un sitio localizado400

pb “corriente abajo” del oh (Masal y Arai, 1989). Estesitio se encuentraen un entorno

I homólogoa la región queactúacomoorigen de la cadenacomplementariaen el fago G4 y

tambiénse requierela presenciade SSB paradar inicio a la replicación.Poresosepiensa

que, al igual queen 04, solamentela primasadel huéspedseala responsablede la síntesis

del “primer” en esta cadena (Komberg y Baker, 1992; Giraldo y cois., 1993). La

terminación de la replicaciónse produceen regionesespecíficasdel plásmidoen donde

determinadosfactores bacterianospueden unirse y detener la horquilla de replicación

I (Kuempel y cois., 1989). Uno de los ejemplosmejor estudiadoslo constituyeel sistema

I
ter,’rus del plásmidoR6K (Bastiay cois., 1981), en donde la unión de la proteínaTer del

huéspedal sitio tus del plásmidointerfierecon la actividadhelicasadelreplisoma,deteniendo

asíel avancedel complejoreplicativo (Mannay cois., 1996).

Además de los elementos mencionados,existen otras protefnas yio secuenciasu nucleotídicasquecolaboranen la formacióndel complejonucleoproteicoen el origen y, por

I consiguiente,participanen la iniciación de la replicacién.Porejemplo,el factorIHF (factor

de integracióndel huésped)inducecurvaturasen el DNA y esnecesarioparala replicación

I de los plásmidospSC1O1 y RÓK. En pSC101, esta curvatura facilita la interacción de

moléculasde DnaA unidasa sitios separadospor200 pb (Stenzely cois., 1991). En el caso
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de R6K, la unión de uHF parecealteraruna secuenciafueradel oh, dondela proteínade J
replicacidn (r) se une, potenciandoasíla interacciónde ir a los iteronesdel orí (Kelley y

J
cois., 1992>.En el plásmidoPilasproteínas“heatshock” estimulanla unión deRepAa sus
iterones(Wickner y cols., 1991; DasGuptay cols., 1993) resultandoen la formación del J
complejo de aperturadel DNA. La secuenciacrr se requiere para la iniciación de la
replicación en el plásmido P4 (Flensburgy Calendar, 1987). Dado que estasecuenciase

1~

encuentraa 3.5 kb del oh y constituyeun sitio de unión de laproteínade replicación(Gpa),

seha propuestoquela uni6n deestaproteínatantoalcrr comoalmi promuevela formación

de una estructuratipo lazoqueconectaambasregionesactivandoasíla replicación(Ziegelin

y cois., 1993). J
Los representantesmásestudiadosdeestegruposon los plásmidosRl, R100, R6K, J

RK2, F, Pl y pSC1O1de E.coli. La replicación del cromosomabacterianotambiéntiene

lugar independientementede la acción inicial de la DNA polimerasa1 y las proteínasque

intervienenen el procesoson las mismasque utilizan estosplásmidos(a excepciónde las

codificadasporellos mismos).Además,la organizacióngeneraldel oil en estosreplicones

se asemejamuchoa la situaciónencontradaen el origen de replicación del cromosomade

E.coli (oriQ. Todo estohacesuponerqueel mecanismode replicaciénesbastantesimilar

en amboscasos.

En los dosgruposdeplásmidos,la síntesisde la cadenaretrasadapareceiniciarsea

partir de las secuenciasssi. Estas se han encontradoen los plásmidosColEl, Co1E2, F,

R100, Rl, pBR322, pACYC177 y CloDF13 (Masal y cok., 1990a;Zipursky y Marians,

1980; van der Ende, 1983),pero no existenaún evidenciasclarasde su actuacióniii vivo j
como señalesde iniciación paratodos estosreplicones.En el plásmidoR6K la síntesisde la

cadenaretrasadaseinicia apartir de una secuenciadiferente,en dondetienelugar la unión

de la proteínaDnaA (ver apanado3.3.1).

2.2. Replicación por desplazamientode hebra

Estetipo de mecanismoreplicativo ha sido descritoparael plásmidodel grupoIncQ

J
J



Introducción 9

de Pseudomonaaeruginosa,RSF1O1O(Scherzingery cois., 1991). Esteplásmidoposeeun

I origende replicacién(oriV) y codifica tresproteínas(RepA, RepB y RepC)quele permiten

unaindependenciacasitotal de la maquinariaenzimáticadel huespedparasureplicacián.La

región del miv incluye tres iteronesde 20 pb cadauno y una secuenciade 174 pb que

contiene:i) una región rica en residuosG+C, ji) un segmentodc 31 pb rico en secuencias

M A +T, y iii) dospequeñasestructuraspalindrómicasque contienendos sitios de iniciación,

ortiZ y oriL, ubicadosen cadenasopuestasdel DNA. La proteínaRepC seunea los iterones

¡ del oriVy promuevela entradade laproteínaRepA,cuyaactividadhelicasa5’ -.3’ consigue

la separaciónde las hebrasdel DNA en estaregión. De estaforma quedanexpuestaslas

3 secuenciasoriR y oriL que puedenser reconocidaspor la primasaRepB. Esta proteína

sintetizaelRNA cebadorqueesutilizadopor la DNA polimerasaIII (HE) dela bacteriapara

I dar lugaral procesoreplicativo del plásmido (Haring y Seherzinger,1989).La replicacién

seiniciaapartir de unode estosorígenes,deunamaneracontinuay unidireccional.La hebra

que no es replicadaes desplazadaformandoun lazo en forma de “D’ obteniéndosecomo

productosfinales, unamoléculadeDNA bicatenario(dsDNA) circularsuperenrolladoy una

I moléculadeDNA monocatenario(ssDNA) desplazadaqueseráconvertidaadsDNA apartir

del oh de dichacadena.

2.3. Replicación dirigida por proteínas terminales

Estetipo dereplicaciénsehadescritoparaplásmidoslineales.Estosplásmidossehan

encontradoen bacteriasgram(+) y gram(-), así como en levaduras.Lá estructurade losu
plásmidoslinealespuedeserde dos tipos: i) los queposeenuna formacióndehorquilla en
ambosextremosdel genomay ji) los que tienen una proteínaunidacovalentementea sus

extremos5’. Los primerosreplicanvía la formacióndeintermediariosconcateméricosy los

I segundoslo hacensiguiendoun mecanismosimilaral descritoparael fago 029 deBacillus

subtihs (Salas, 1991), en donde la proteínaterminal ejerce la función de cebadorde la

¡ replicaciénen ambashebrasdel DNA. La replicaciónseinicia al interaccionarunaproteína

terminal libre con la proteínaterminal unidaa los extremos5’ del DNA. En estecaso,el

I extremoY-OH que seráusadopor la DNA polimerasadel fago, esproporcionadopor un

residuoSer, Tyr o Thr de estasegundaproteína.
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Méndezy cois. (1992)han pYopuestoademás,otro mecanismoen el cual, el primer

nucicétidoincorporadocorresponderíaal segundodel DNA molde. Enestecaso,el complejo

de iniciación (formadopor la proteínaterminal, la DNA polimerasay el DNA) sedeslizaría

haciaatrássobrela hebradeDNA localizandocorrectamenteel nucleótidoen la posición 1

del molde. Por desplazamientode hebra,se irían incorporandolos siguientesnucicétidos

durantela elongaciónde la cadena.Estemecanismo,denominado“sliding-back”, sehavisto

también,en otros fagoscon protefnasterminales,como Cp- 1 de .5. pneumoniae(Martin y

cois., 1996) y GA-1 de B. subtilis (Juanay cois., 1996).

Algunosplásmidoslinealescon proteínasterminalesunidasa sus extremos5’ (como

el plásmido pSLA2 de Streptomycesrochel) parecenconstituir una excepciónal anterior

modelo: su replicaciánse producebidireccionalmentea partir de un origende replicación

interno. En el caso de pSLA2, los intermediariosde replicación son moléculasdúplex

linealescon extremos5’ recesivos;los extremos3’ protuberantespodríanservir como molde

para la síntesisde la cadenaretrasada,cuyo “primer” se lo proporcionaríala proteína

terminal unida (Changy Cohen, 1994).

J
2.4. Replicación tipo círculo rodante (RC)

Este tipo de replicación es característicode plásmidosde pequeñotamaño y alto

númerode copiasde bacteriasgram(+), así como de bacteriófagosde cadenasencillade

E.coli y debacteriófagosbicatenariostemperadosdela familiadeP2(Grussy Ehrlich, 1989;

Baasy Jansz,1988; Bertani y Six, 1988).Además,ya sehan encontradovarios ejemplosde

plásmidosque replican vía círculo rodanteen bacteriasgram(-) (Gielow y cois., 1991;

Gigliani y cols., 1993; Kleanthousy cols., 1991; Yasukaway cois., 1991),en laespiroqueta

Treponemadendricola (MacDougally cois., 1992),en las cianobacteriasNostoc,Microcystis

aeruginosay Plectonema(Perkinsy Barnum,1992)y en laarqueabacteriaPyrococcusabyssi

(Erausoy coN., 1996). Estetipo de replicaciónseha descritotambién,en germinivirusde

plantassuperiores(Stengery cois., 1991; Saundersy cols., 1991).El modelode replicación

RC en plásmidos,sebasaen el sistemadescritoparalos colifagosde cadenasencilla(Baas

y Jansz, 1988), en dondesedetectépor primeravez estamodalidadreplicativa (Gilbert y

J
j
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Dressler, 1968). Aunque los principios del mecanismoRC son igualespara todos ellos,

existenalgunasdiferenciasentrelos distintos replicones.Por ejemplo,puedendiferir en la

naturalezade las proteínasiniciadorasde la replicacióndela cadenalídery retrasada,en los

complejosbioquímicosde iniciación y terminaciónde la replicación,en las estructurasy

secuenciasgenémicasque actúancomo señalesparalos diferentesprocesos,etc.

La replicaciónde estosplásmidosserealizade un modounidireccional~ asimétrico,

Iya
que la síntesis de la cadena líder y retrasadaestán desacopladas(Fig. 1). Esta

característicapermite dividir su estudio en dos etapas claramentediferenciadas.El

desacoplamientoentrela síntesisde ambascadenasdeDNA requierequeen estosplásmidos

existandosorígenesde replicaciéndiferentes,quegaranticenel inicio decadaunade ellas:

II)
el origen de replicación de la cadenalíder o de doble hebra (dso) y ji) el origen de

replicación de la cadenaretrasadao de hebrasencilla (sso), desdeel cual tiene lugar la

síntesisde la cadenacomplementariadel plásmido. Aunqueesta segundaetapase haya

denominado“síntesiso replicaciónde la cadenaretrasada’,esprecisoaclararqueno setrata

de un procesoanálogoal descritoen el mecanismotipo theta, en dondela sfntesisde esta

cadenaserealizade formadiscontinua.En el casode la replicaciénRC, tanto lacadenalíder

como la cadenaretrasadason sintetizadasde maneracontinuasobreel DNA molde, apartir

de sus respectivosorígenesde replicación.

a) Renlicacióndela cadenalíder. La iniciación de la replicaciénla llevaa cabounaproteína

Icodificadapor el plásmido(Rep), que seuneal origen de cadenadoble(dso)e introduceun

corteespecíficode sitio en unade las hebrasdel DNA [cadena(+)]. En algunoscasos,Rep

U permaneceunida covalentementeal extremo 5’ de la cadenade corte mediante unión

fosfotirosina(Thomasy cois., 1988; Langeveidy cols., 1978), mientrasque en otros, la

U unión al DNA esde tipo transitorioy no covalente(Meyer y <3eider, 1979; Moscosoy cois.,

1995b). Las proteínasRep actúan en trans, poseenactividad endonucleasaespecíficay

u
polinucLeotidiltransferasa(cortey cierre). Son esencialesparala replicaciéndel plásmidoy
su sintesisestábien reguladayaque,porlo general,constituyela etapalimitante delproceso

u
replicativo. El ataquemediadopor estaproteínageneraun grupo3’-OH que es utilizado

Icomo

cebadorpor la DNA polimerasaIII (HE) del huéspedpara sintetizarla hebralíder

(Majumder y Novick, 1988). En el plásmido pTlSl se ha visto la participaciónde una
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helicasabacterianaen esteproceso(Iordanescuy Basheer,1991). La cadena(+)va siendo

desplazadaa medidaque sesintetizala cadenalíder, hastaalcanzarla región inicial del dso.

J
Como resultado,esteDNA monocatenariova adquiriendouna forma típica al microscopio
electrónico(a), porlo queaestetipo de replicacióntambiénsele denominó‘replicaciéntipo

u”. A continuación,la proteínaRepproduceun segundocorteen la nuevahebralídery la

posteriorligación de la cadenaparentaldesplazada.Como resultadofinal de estaprimera

etapaen la replicación RC, se obtieneuna moléculade DNA bicatenariocoñ~p1etay un

intermediariomonocatenariocircular (te Riele y cois., 1986). En el caso de los plásmidos

pTlSl y pUB110, la cadenarecién sintetizadaseextiendeunos 12 nucleótidosmasallá del

dso reconstruido(Rasoolyy Novick, 1993;Maller y cok., 1995).Parala terminaciónde la

replicaciénen pTlSl, Rasoolyy Novick (1993)postularonunareacci6nde transferenciade

hebrapor una de las subunidadesdel homodímerode RepC medianteintroducciónde un

corte en el nuevodso y unión a Los 12 nt extra. En estecaso, ademásde los productos

mencionados,también se generadauna molécula heterodiméricade RepC, inactiva en

replicación y constituidapor dassubunidades,una de las cuales,RepC*, llevadaunida

covalentementeeloligonucleótido.Estosproductossehanvisto tambiénen laproteínaRepU

de pUBliO (Miiller y cols., 1995). ParapC194, Noirot-Grossy cois. (1994),basándoseen

el análisis de mutantesen los residuosconservadosde la proteínaRepA, planteanun

mecanismode terminación distinto al de pTISl, donde no se desearla una posible

inactivaciónde la proteína,similar a la que se produceen RepC.

b) Radicaciónde la cadenaretrasada. Paracompletarla primerarondade replicación,es

decir,generaciónde dos moléculasbicatenariasidénticasa partirdeuna, el ssDNA producto

de la primera etapa, debe ser convertido en una molécula plasmídicabicatenaria.La

iniciaciónde la cadenacomplementarianormalmentetienelugaren unaregiónno codificante

del DNA, físicamenteseparadadel dso, quese caracterizapor su alto potencialparaformar

estructurassecundarias.Esta señal,denominadaorigen (-) ~ sso, es reconocidapor los

factoresdel huéspedquemediaránla síntesisdel RNA cebador.A excepcióndepMV 158 que

contienedossso diferentes (ssoA y .ssoU, ver másadelante),estosplásmidosposeenuna

únicaseñalespecíficade conversiónss -. dsDNA (del Solar y cois., 1987a;Grussy Ehrlich,

1989; van der Lelie y cois., 1989). En varios estudios,muchosdeellos actuales(incluidos

J
los de estaTesis), realizadosin vivo e in vitro, se ha demostradola dependenciatotal o

J
J
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parcial, de la RNAP en el inicio de la síntesisde la cadenaretrasadade todos los plásmidos

analizados(Boe y cols., 1989; Seery y Devine, 1993; Kramer y cols., 1995; Dempseyyu cols., 1995; Seegersy cols., 1995). Se postulaque la molécula monocatenariaestaría

cubiertade SSB, exceptoen la región del sso,pudiendoserreconocidopor la RNAP. Este

U enzimasintetizaríaun ‘primer” que seríaelongadapor la DNA polimerasaIII (HE) basta

I alcanzarel extremo5’ deI cebador.LaDNA polimerasa1, mediantesu actividadexonucleasa

5’ -. 3’, escindidaestepRNA y rellenarfala región resultantedejandoextremo~próximos

I paraser ligadospor la DNA ligasade la bacteria(Geidery Komberg, 1974; Díaz y cois.,

1994).

tuso

Rep

1.~..
A,

(.4-)

Figura1. Modelo derepl¡cacióntipo circulo rodante.Las líneasde trazocontinuorepresentanlas doshebras

I parentales(+) y (—) del DNA. Las líneas de trazodiscontinuorepresentanlas hebrasde nuevasfntesis. La
proteínaRep y SSO se simbolizancon ( ) y (á), respectivamente.El mecanismode replicación tipo círculo
rodantese detallaen el texto.

2.4.1. Origen de replicaciónde la cadenalíder (dso)u El dso u or«+) se encuentra situado comentearriba’ o dentro de la region

I codificantede la proteínaRep. Contienelas secuenciasreconocidasporéstaparala iniciación

y terminaciónde la sfnteisde la hebralíder. El dsopuededividirse físicay funcionalmente

3-Oh
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en dosregiones:biná, en dondeseuneRepy nie, queincluye el sitiodecorteespecífico(del

Solary cois., 1993b; Moscosoy cois., 1995a).Estasregionespuedenestarcontiguascomo

en el casode pilEl o separadaspordecenasde basescomo en pMVI58. La región btnd se

componede una secuenciainversamenterepetida (pTlSl) o de dos o tres secuencias

directamenterepetidas (iterones) de 5 a 21 pb cada una (pKMK1 y pADB2O1,

respectivamente).A excepciónde pUB110 (Alonso y cois., 1988), la región nic puede

formarunao dosestructurastipo tallo-lazoqueson fundamentalespara la funcionalidaddel

origen, ya que el sitio donde Rep induceel corte está localizado en uno de los lazos

monocatenariosde estashorquillas. Estasestructurassehan mapeadopor sensibilidada la

nucleasaSi, ¿it vivo e in vitro, en los plásmidospMV15S y pTl8l (del Solary cois., 1987b;

Puyety cols., 1988; Noirot y cois., 1990). Su formaciónrequierequeel plásmidoestéen

forma superenrollada,permitiendoasíla extrusi6nde la horquilla y con ella, la secuencia

nucleotídicadondetendrálugar el inicio de la replicacién.La regiónnic esmuy homóloga

o prácticamenteidénticaentrelos miembrosde la mismafamilia deplásmidos,mientrasque

la región bUid esbastantediferente.Del mismo modo, las proteínasReppresentanun grado

de identidadmuy elevado,aunquetambiéncontienenregionesdeconsiderabledivergencia.

Pesea la alta homologíaen el dso y en Rep, no se ha visto que existacomplementacién

cruzadain vivo entrelos componentesdel complejo de iniciación de los plásmidosde una

misma familia, a menos que se sobreproduzcaRep (Projan y Novick, 1988). Esta

observaciónplanteala posibilidadquelas regionesvariables,tanto dela proteínaRep como

lasdel origende replicación,seanlas quecontenganlos determinantesdeespecificidadpara

el reconocimientoentreamboselementos(Projany Novick, 1988).

2.4.2. Origen de replicaciénla cadenaretrasada(sso) J
Los orígenesde hebrasencillase encuentranen zonasno codificantesdel plásmido

y actúanen el procesode conversióna dsDNA del ssDNA generadoen la primeraetapade

la replicacién.Sehan descritotres gruposprincipalesde ssobasadosen la homologíade su

secuenciay están representadospor los encontradosen los plásmidospTl81, pUBlIO y

pBAAI: ssoAÓpalA (Grussy coN., 1987; del Solar y cois., 1987a;Novick, 1989), ssoU

ópalU (Boe y cois., 1989; van der Lelie y cois., 1989), y ssoTópalT(Brony cois., 1987;

Chang y cols.,1987; Deviney cols., 1989; Meijer y cols.,1995c).Un cuartotipo desso,con

J
una fisiología particular, pareceestar representadopor el ssoWdel plásmido pWVO1 de

J
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Lactococcuslactis (Leenhoutsy cols., 1991>. Todos estos orígenesde replicación pueden

distinguirseporsu secuencia,porel rangodehuéspeden que son funcionalesy porel efecto

quecausasu deleciónen el númerode copiasy estabilidadsegregacionaldel plásmido.Entre

los cuatrogruposhay una homologíade secuenciabaja, pero en cadacaso la secuencia

funcional mínima es relativamente grande (130 a 280 pb) y contiene estructuras

E palindrémicasimperfectasque posibilitanla formaciónde unao másestructurastipo tallo-
1

lazoen cadaunade las hebrasdel DNA. Todos tienenactividaddependientedeonentacion,

3 se encuentran“corrientearriba” del dso y dependen,total o parcialmentede la RNAP, para

iniciar la replicación. Si a un plásmido se le delecionasu sso eficiente, acumulagrandes

I cantidadesde intermediariosssDNA en estehuésped,pero estodavíaviable. Dependiendo

del huéspedy del plásmido, la deleciéndel ssopuedeacompafiarsetambiénde un descenso

I en su númerode copiasy de inestabilidadsegregacional(Grussy cols., 1987; del Solar y

cols., 1987a;Viret y Alonso, 1988; del Salary cois., 1993a;Meijer y cois., 1995a;1995b).

3 Algunos plásmidoscon replicaci6nRC y su correspondientessoseresumenen la Tabla 1.

Tabla1. Plásmidoscon replicaciénRC y su conespondientesso.

3S0 PlásmidoT Hospedadororiginal

ssoA pC194t, pS194, pC221c, pEl94t
pOXÓ, pC223, pUBhl2, pT18I0,
pIMl3, pSN2t, pTCS1, pEI2,

Staphytococcusaureus

pU101 StreptomycesUvidans

pMV 158C Streptococcusagalactiae

ssoU pUBliOt Staphyloeoccusaureus

pMV15Se Sireptococcusagalactiae

pTa913~ Bacillus termofílico

ssof pBAA1C, pLS11,pUH1, pTAlO6Ot
pTA10150,pTA1020,pTA10400,
pTA1030,pTA1050,

Bacillussuhtills

pO12, pTX14-3 Bacillus ¡huringiensis

ssoW pWVO1SpSH7I, pAIl2S, pFX2 Lactococcusladis

(s) Los plásmidospertenecientesa cada subgrupode sso se comentanen el texto. (r) Los autoresqueaislaron y earaetedzsronestos
repliconessecorrespondencon los mencionadosen laTabla 2. (e) Plásn,idosa los que seles hadeterminadoexpezimcntMmenlela ftjndón
delsso. Los demás han sido deducidos por homología desecuenelao hibridación consondascon trn sso determinado.
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ssoA:LOS SSO del tipo ssoA funcionaneficazmentesólo en su hospedadororiginal o

en bacteriasmuy relacionadas(Gruss y coN., 1987; del Solar y cois., 1987a; Grussy

Ehrlich, 1989). El ssoAestácomprendidoen una región de 150 a 200 ph dondepuede

definirseunasecuenciapalindrómicaimperfectacon potencialparaformarunaestructuratipo

tallo-lazo, en el ssDNA, con un 70% de sus basesapareadasy energíade formaciónentre-

60 y -80 kcal/mol (Grussy cok., 1987).En la basede esta horquilla, haciael extremo5’,

seencuentrauna secuenciade 15 ¡it (5’-flTATGCCGAGAAAA-3’) muy conservadaen la

mayoríade los plásmidosquepresentanestetipo de origen (Grussy cols., 1987; Novick,

1989). Esta secuencia(RSB) se había visto implicada en la formación de cointegrados

plasmídicospor recombinaciénhomóloga(Novick y cois., 1984a).

pC194 2042 ~
pOXG 166 qCTTTATTCCAATT-~~qctttattqacgttqagcctcgqaac.cc.4Éaacaatcccaaaacttqtcg¿atggtcqgcTTAATAGcrc
pS194 2982 9CTTTATTCC>~TT~~-gctttatttacattqagcctcLgtacccttaacaaacccaaaactÉgÉcgaatqqtcggqcT~TAcTc
pC221 793 ~
pEl94 794 ~
pLSl 4233 ttTTTATTCCA———tqgtctattt—gacaacaaqtaaccaqtqactgccqtcctttgtccg~tqtccqt

0cqa

pC194 ~ 2206

pS194 ~ 2825
pC221 ~ 636
pE194 ~ 637
pLSl ~ 4023

pUBll2 586 ~
p7181 512 ~
pUd 3 995 ~
pSN2 87 ~
pTCS1 1185 ~

pUBll2 AATCCCAat—caaqocca~accaactcqttaataaattaacÉaacac¿cttattattccaac.caataaggaaatTaaaaaTgcg 435
pilal ~ 672
pIMl3 ~ 11 Sl
psM2 ~ 1219
pTCSl ~ 68

J

Figura 2. Comparaciónde variassecuenciasssoA.Se han alineado 10 secuenciasdel ssaAde diferentes
plásmidosde &aphylococcusaureus.Se incluye ademásel ssaAdel plásmidopLSI (un derivadode pMVISS)
de &reptccoccusagalaaiae.Só]o se presentala secueucia(5’—*3’) deJacadenacomplementariaala reconocida
por el huéspedcomo origende replicaciónplasmfdieo.Los númerosindican las coordenadasen la secuenela
del plásrnido.Les corchetesencierranla secuenciadel RS~. Los nucleótidosconservadosen cada subgrupode

2plásmidosse presentanen letrasmayúsculas(Figura tomadade Novick, 1989).

•2
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El segmentossDNA que contiene el RSB no es internamentecomplementario,

presentandoentre30 y 40% de susbasesdesapareadas.Existenademásotrasdos secuencias

conservadasentreel ssoAde unos y otros plásmidos,que permiten subdividirlos en dos

U grupos(Fig. 2). El primeroincluye el ssoA depMV158, pE194, pC194,pC221, pOX6 y

pS194. En estos plásmidos,ademásdel RSB, se encuentrauna secuenciaconsenso(5’-

TAGCGT-3’) ubicadaen la regióndesapareadadel lazo de la barquilla (del Solar y cok.,u 1987a;Novick, 1989). Un segundogrupo de plásmidos,integradopor pUB1’12, pTl8l,

I pIMl3, pSN2 y pTCSL contiene en su ssoA otra secuencia, de 14 nt (5’-

TGGGAflAATCCCA-3’) Localizadaalrededordelpuntodesimetríapalindrómico(Novick,

1989). Entreestosdosgruposde plásmidos,no existerelaciónsecuencialalgunaapartedel

RSB y la secuenciadebasescomplementadasa éstehaciael extremo3’ dcl tallo.

ssoU: Los SSO del tipO SSOU son completamentefuncionales en huéspedesno

I relacionadoscomo S. aureus (Boe y cols., 1989),B. subtilis (Bron y cols., 1988; Viret y

Alonso, 1988; Roe y cois., 1989; van der Lelie y cois., 1989),L. lactis (Meijer y cois.,

I 19951,)y S. pneumoniae(Kramery cols., 1995; estetrabajo).Mientraslos ssosdel tipo ssoA

forman un grupobastanteheterogéneo,los representantesdel grupossoU muestranun alto

I nivel dehomologíaen su secuencia(van der Lelie y cois., 1989; Priebey Lacks, 1989). A

pesardequeambostipos dessoSOfl reconocidospor un mismo factordel huésped,la RNAP,

no existeun gradode homologfasignificativo entreellos. El ssoUsedefinió en un fragmento

de 270 ¡it parael plásmidopUB110 deS. aureus,quecontienetres secuenciasinversamente

I repetidascon capacidadde formar tres estructurastipo tallo-lazo y una secuencia(5’-

I
TI’GCTGA-3’) repetidatres veces(McKenziey cok., 1986; Viret y Alonso, 1988; Roe y

coN., 1989) (Fig. 3). Todala regióndel ssoUseha visto implicadaen la unión del plásmido

M
a la membranadeB. subtil¡s durantesu replicación(Tanakay Sueoka,1983).En el plásmido

pMV 158 de Streptococcusagalactiae se encontróuna región 99% homólogaal SSOU de

I pUBliO, localizada“corrientearriba” del genmobM, queactualmentesesabequefunciona

como origen de replicación de la cadenacomplementariadel plásmido (Meijer y cok.,

I 1995a;1995b; Kramery cois., 1995).Tambiénsehadefinidolapresenciade un ssodel tipo

ssoUen el plásmidopTB913 procedentede unaespecietermofiicadeBacillus (van derLelie

y cols., 1989).
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J
523 *487 1 — —

5 ~

1444 2 2

~

•362 3 1266

CAGAGOOCAOOrnTTT1tWTrTTTTYTC1cGTAAA $

ml
Figura3. Secuencianucleotídicadel ssoude pUBliO. Serepresentalasecuenciafuncionalmínimadel ssoU
en la cadena(+) del plísmido(coordenadas1523 a 1246). Las posiciones1487y 1266 enmarcanla secuenela
mAs larga que no es funcional (medido como incrementode ssDNA in vivo). Las flechas representanlas
repeticionesinversasimperfectas en dondecada palíndromese señalacon un mismo número (1-3). El

u’
heptanueleétidosubrayadose encuentrarepetidotresvecesen estasecuencia(Tomadode Boey cols., 1989).

ssoT:Estetipo de SSO sehadescritoparaplásmidosde distintasespeciesdeBacillus,

en dondesedistinguendos subgruposmuy relacionados,ssoTl y ssoT2,representadospor

los plásmidospTA1040y pBAA1/pTA1O15 (Seeryy Devine, 1993; Meijer y cois., 1995c).

Ambos subgrupostienen una homologíadel 77% entre sus secuenciasy la posibilidad de J
formar estructurassecundariassimilaresen el ssDNA. El SSO másestudiadoesel de pBAA1

(ssoT2)de B. su/riUs. Estácontenidoen un fragmentode unos 170 nt, que presentatres

secuenciaspalindrómieascon potencialparaformar tres estructurastipo tallo-lazo (Fig. 4).

Medianteanálisis de deleciones,insercionesy sustitución de nucleótidosen la secuencia

original del origen, se establecieronlas necesidadesestructuralesyio de secuenciaparasu

J
funcionalidad.Éstasincluyen: i) elementosdela horquilla 1 queestánmuy conservadosentre
los plásmidoscon estetipo desso(motivo 1), y posiblementeun segundomotivo conservado

(motivo II) ubicadoel el lazo de la misma; ji) la estructuray la posición relativa(pero no

la secuencia)de la horquilla III, y iii) una secuenciamuy conservada(motivo III), ubicada

entrelas horquillas II y III. Es necesarioqueestostreselementosparticipenen conjunto,ya

que ningunopor sí solo escapazde conseguirla actuaciónóptima del SSO (Seeryy Devine, J
1993). El motivo 1 es homólogoa la secuenciapasBH de pBR322 mientras que nueve

nucleótidosdel decámerodel motivo III tiene homologíacon secuenciasssi de un amplio

rango de plásmidosde E.coli. Los plásmidospGl2 de B. th.uringiensis y pUH1 de una

j

J
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estirpede fi. subtilis industrial presentanuna clara homologíade secuencia,sobretodo en

¡ los tres motivos conservados,lo que sugiereque estos plásmidoscontienenun sso del tipo

ssoT2y que estosmotivos tienen bastanteimportanciaen la funcionalidaddel mismo (Fig.

I4).
El plásmidopTX14-3deB. thuringiensistambiénpresentaciertasimilitud con los SSOdel

grupossoT(Madseny cois., 1993). Al igual que en los casosanteriores(SsaAy ssoti), es

Inecesario
la presenciadela RNAP paradar inicio a la replicaciénapartirdel ssodepABB1.

Se ha visto queesteorigen es eficienteen B. subuilis (su huéspedoriginal) y en £ aureus

I(Seery
y Devine, 1993). Al subgrupode plásmidosque contienenun sso del tipo ssoT2

pertenecentambiénpLS11, pTA1015, pTA1020y pTA1060de B. subtllis. Los miembros

Idel
subgrupoqueposeenun ssoTl estánrepresentadosporlos plásmidospTA1030,pTA1040

y pTA1060(Meijer y cok., 1995c).

1

c AA o
o 1kcMI
A MU

A AAO CC~ A0 C.C &e-o A? a
A-., ATA7 C0
TA a-t CG
G-C a-t C-O

a-t c-otGoCCto-CcctaoCaCcaCcc~aAcc~.tT~A-c CACOCCAACCCCCGACO A Ctr~OOCcCa
CCOcaaC:Cot~c>.ccc.ttttccÁtcc...~¶tcAcGACCCCAACCOGCCACC&A orrcccoaGt

e-oo-c
TA c C.Cc-c Nl Hl ~c-o a-t ~-aA-? C-C
AT A-T 8*
e-a Ao e ~CGA A C~C oa cMl ~ A~ MII

o
c

tQ~aatQQttca~cgQtttat~ctaatcc.tqaaa

Figura 4. Comparachinentre los ssoTde pBAAI ‘~‘ pGI2. Se presentala secuenciay la estmctur~predicha
por ordenadordel fragmentoque contieneel sso en los plásmidospBAAI (arriba) y pGl2 (ab~o). Cada
seeueneíapuedeformar tres estructurastipo tallo-lazo. Los recuadrosencierranlos tres motivosconservados

¡ (M 1, M II y M III). Estos motivosseencuentranpresentesen todos los ssodel tipo ssoT. (Figura tomadadeSeeryy Devine, 1994).

u
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SSO 1V: Hastala fecha, el único ssodel tipo ssoWque se ha analizadoen detalle,es

el descrito para el plásmido pWVOI de L. lactis. Al igual que el ssoA, este origen de II
replicaciónes poco funcional en huéspedescomo fi. subtil¡s y E. coil (Leenhoutsy cols.,
1991). Por homologíade secuencias,se ha visto que los plásmidospSH7l y pDI125 de ¡¡
lactobacilostambiéntendrían un sso similar (de Vos, 1987; Xu y cols., 1991). El sso de

pWVlO1 está comprendidoen un fragmento de 250 nt que contiene dos secuencias ¡¡
inversamenterepetidas(IR 1 y IR II) con capacidadde formar dos horquillas en el ssDNA.

Se necesitala presenciade ambasIRs paraconseguirla funcionalidadtotal del origen. Sin 3
embargo, IR 1 por sí sola es capaz de estabilizar un derivado inestabledel plásmido,

restablecersu númerode copiasa un nivel casi original y actuarcomoseñalde conversión 3
(poco eficiente)del ssDNA, siguiendounaruta independientede la RNAP (Seegersy cols.,

1995).Estasecuenciaes homólogaala regiónpasdee3(174,implicadaen el ensamblajedel 3
primosomaparala síntesisde la cadenaretrasadadel fago. IR II no tieneactividadpor sí

mismo, pero se require para el funcionamientoóptimo del origen. En el caso queambas ¡¡
secuenciasse encuentrenpresenteses necesariola acciónde la RNAP para dar inicio a la

replicaciónde estacadena.Estosugierela existenciadedosrutasdiferentes,en dondela más 3
eficaz dependede IR 1, IR II y RNAP y la segundasólo dependede la presenciade IR 1

(Seegersy cols., 1995). 3
Ademásde estoscuatrotipos principalesdesso,sehandescritounasededeorígenes 3

deconversióndel ssDNA en plásmidosdediversaprocedencia,queno presentanhomologías

con ningunode los grupos anteriores.Nos referimosal sso de p8Ol4-2 de Lactobacillus 3
plantarum (Leer y cols., 1992),a los ssode pNostoc,pMA1, pRF1 decianobacterias,al sso

de pTD 1 de Treponemadendricola (Seeryy cols., 1993) y al sso de pKYM aisladode 13
Shigellasonnei,unaespeciemuy relacionadaconE. colí y quepresentaciertahomologíade

secuenciaconel ssodecolifagosde cadenasencilla(Yasukaway cols., 1991; Seeryy cols., II
1993).

3. MECANISMOS DE INICIACIÓN DE LA CADENA RETRASADA II‘u
El procesode conversiónss -> dsDNA seestudió detalladamentey por primeravez

3
3
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en las colifagosdecadenasencilla. El mecanismode replicaciénque siguen estosfagoses

3 vía círculo rodante,en el que sedistinguen las mismasetapasque para la replicaciénde

plásmidos,anteriormentedescritas.Al tratarsede fagasmonocatenariosesprecisoque, una

3 vez que infectan la célula, adquieransu forma replicativa (RF) bicatenariapara poder

incrementarsu númerointracelulary generarnuevasmoléculasssDNA queseexportaránal

I exteriorcelular. Paraello, y al igual quelos plásmidoscon replicaciónRC, utilizan proteínas

de la maquinariacelular. En la Figura 5 seesquematizanlos mecanismospnncipalesde

iniciación de la cadenaretrasada.

¡ Los colifagosdecadenasencillasedividieron en dosclasesbasadasen la morfología

de sus representantes:isométricos(o icosaédricos)y filamentosos.Ambasclasescontienen

un genomassDNAcircular y son similaresen cuantoal tamaño,estructuray organización

genémica,sin embargoel sistemade infección que empleacadauno es muy diferente.

1 Mientras que los fagos isométricossiguen un ciclo infectivo convencionalde adsorción,

reproduccióny liberaciónde partículashijas despuésde la lisis del huésped,los fagos

filamentososno matana sus célulashospedadoras.En estecasola progenievírica seforma

y libera de maneracontinuaa travésde la membranacelular, modificandomuy poco el

¡ crecimientonormaldel hospedador.Los fagos isométricossehan clasificadoen tresgrupos

segdnsu rango de huésped,especificidadséricay requerimientosde la célulahospedadora

U parasu replicacién(Baas,1985):

a) 0X174 b) G4 c) St-1

S 13 613 oK

66 G14 a3

U3

Todos los fagos isométricos codifican para la misma serie de 11 proteínas,pero se

¡ diferencianbastanteen cuantoala secuencianucleotfdicay longitud de su genoma.Los fagas

filamentososseclasificanen tresgruposque difieren segúnel factorsexualde sushuéspedes3
(Baas, 1985):

a) grupoFf (fd, fi y M13): Sólo infectancélulas deE. coli quecontenganel factoru F, ya que seadsorbena travésde los plil de tipo F.



Introducción 22

b) lf 1: Infectan células de E.coli que contengan plásmidos del grupo de

incompatibilidad 1.

c) Ike: Infectan células de £coli que contengan plásmidos de] grupo de

incompatibilidad N.

A diferenciade los fagasicosaédricos,el tamaño,así comola secuencianucleotídicaen los

fagos filamentosospertenecientesal mismo grupo, esprácticamenteidéntico.
1~~

PRIMASE
PRIMER

dna B

pq EM ASE

a

e RNA
POLYME RASE

PRIMASFM13
G4

~X114

e

RNA

POLYMERASF PRIMER

e
PRIMASE PRIMER

NCo
Pr,mosome

k PfUMER

174

PÓA, PriS PriC.

dnafl. dnaC. dnaT,
PRIMAS E

Figura 5. Sistemasprincipalesde iniciaciónde la cadenacomplementaria.Hacia la derecha(en presencia
de SSB), serepresentan¡os tresmecanismosespecfficosdesíntesisdel RNA cebadorpara¡areplicaciónde la
cadenaretrasadade los fagosM13, G4 y eX174. A la izquierda (en ausenciade SSB), se ilustra el mecanismo
inespecíficodesffites¡sdepR=JAspropuestopor Aral y Komberg(1979).Los orígenesdereplicacióndecadena
sencillade cada fagose representancon .Los cuatromecanismosde sfntesis sedetallanen el texto. (Figura
tomadade Kornbergy Baker, 1992).

3.1. Iniciación por primasa

En los fagosisométricos04, a3, eK y St-1, la conversiónde la hebrade DNA viral

monocatenariaa bicatenariadependede SSB, DNA polimerasaIII (HE) y DnaG trimasa)

de E. cok. Esteúltimo enzimasintetizael RNA cebador,dando lugar al inicio de la síntesis

de la cadenacomplementariade] fago (Zechel y cols., 1975). Existe un único sitio en el

J

J
J

J
J

J

j

J
J

j
j
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genomade estosfagosqueactdacomoorigen de replicaciénde la cadenaretrasada(sso).En

G4 esta región se encuentraen un fragmentode 140 nt entrelas coordenadasA(3868) y

1
A(4007) localizadoen la zonaintergénicade los genesF y G (Bonchéy cols. 1975).El sitio

Ide

iniciación del pRNA en los fagosSt-I, oK y cx3 se localizó en un fragmentode 135 nt

entre los genesG y H de cadagenoma(Sims y cols., 1979; Benz y cols., 1980). La

secuencianucleotídicade todos estosorígenesestámuy conservaday, en presenciade SSB

1
y nbonucleótidos,la primasasintetizaun únicoRNA cebadordc26a28 nucleótidos(Bauché

Iy
cols., 1978; Sims y cols., 1979; Kodairay cok., 1992) (Fig. 6). Aunqueel mecanismo

de síntesisdel “primer” en oX174 y 04 es diferente,la señalde iniciación de la cadena

3 retrasadaseencuentraen la mismaposicióndel cromosoma.Estaregión tienepotencialpara

formar dos (en St-1, eK y a3) o tres (en G4) estructurastipo tallo-lazo, que serán

E
reconocidasporunao dosmoléculasdeDnaG (Staytony Kornberg, 1983).La existenciade

estasestructurassecundariasen el SSO del fago 64 seconfirmé medianteanálisis químico

(Ueday cois., 1985).

‘it ulA ti CA E U CCG
Á-T GCC-G CGIt C.C
c.c GOC.CTA CG
CA 3 UAC .GGAUGA 5 RNA PRIMER
AT (.11:
CG uIT TC uAG ¡
C.C C G A C
C.C A A 1 1C.C ¡ G CGC.C A-T t 6C ¡CC CC UC.C tT CC 1ENDOFGENEF ca C.C 1 A-Y 1 STARTOFGENEG
GC G-t d SC

TAACGCAACAAAC.CGTGCCTACGATACATGCCTACTGCAAAGCCAAAAGGACTAACATATGTYCCAGAAATT

Figura 6. Origen de replicacién de la cadenacomplementariadel fago G4. Se presentala secuencia

U
nucleotfdicay la estructurasecundaria(horquillas1, II y III) propuestaparael ssode 04. Se presentatambién
la secuenciadel RNA cebador,generadoen un sistemadesacopladode ¡a síntesisde DNA. (Figura tomadade
Kornberg y Baker, 1992).

La horquilla 1 es muy estable(-20,8 kcal). Hay experimentosque sugierenque la

U porción del tallo no seencuentraen la formade DNA-B normal(Ueday cols., 1992) y que
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su secuenciafavorecela formaciónde una estructurainusualmenteestable(Hirao y cok., J
1990). La horquilla III es de mayor tamaño, tambiénestable(-36,8 kcal) con una región

J
interna desapareada.Está separadade la horquilla 1 por33 ¡it. La horquilla II es bastante
débil (-8,8 kcal) y estaríapresenteen la región espaciadorade 33 ¡it. Algunos autores J
consideraninexistenteestaúltimaestructura(Sims y cois., 1979).En los fagosoK, a3y St-1
pueden encontrarsehorquillas equivalentesa la 1 y III del sso de G4. Se realizaron J
experimentosdeproteccióndel DNA a la degradaciónpornucleasasen presen&ade SSBy
primasa, los cualesevidenciarontres grupos de nucleótidosprotegidos,bien separados,

dentro de la regi6n del origen (Sims y Benz, 1980).Estasregionesselocalizanen el tallo

y basede la horquilla 1 y en las regionesque flanqueana la horquilla III. Se analizó la

importanciarelativa de cadauna de las estructurastallo-lazo en los fagosG4, oK y ct3

mediantela insercióny deleciénde nucleótidosque alterasenel tamaño,formao espaciado

entrelas horquillas,asícomola importanciade la secuenciadel DNA en cadaunade las tres

estructurasy regionesadyacentes,mediantesustitución de bases.Tambiénse analizó la

capacidadde estos fagos con el SSO mutado, de sintetizar el pRNA in vitro. Los datos

obtenidospermitieronconcluir todoslos aspectosnecesariosparaun buenfuncionamientode

esteorigende replicación:i) En primerlugar, sevio quela secuenciaconservada5’-CTG-3’

ubicada5 nt “corrientearriba” de la horquilla 1, esfundamentalparala síntesisdel pRNA, j
ya que cualquieralteraciónde su secuenciaabolíacompletamentela funcióndel origen. ji)

Es necesarioque la distanciade 6 nucleótidosse mantengaentre la secuencia5’-CTG-3’ y J
la basede la horquilla 1. Si seaumentao disminuyeestadistancia,el reconocimientodel SSO

de G4 disminuyenotablemente(Hiasay cols., 1989).Estosresultados,asícomo la síntesis

in vitro de un pRNA de 6 ¡it en presenciade dNTPs, sugiereque la horquilla 1 juegaun

papel esencial en la transición RNA-DNA (Hiasa y cois., 1989). iii) Se ha visto una j
dependenciaabsolutade la talla y dimensiónde las horquillas 1 y III, mientrasque la II

puedehacerseprescindibleen el casodel fago G4. No obstante,el espaciadode 33 nt entre j
ambasy algunoscomponentesde la secuenciade éstetambién son importantes(Sakai y

Godson,1985). iv) La secuencianucleotídicaen la basede la horquilla III esfundamental. J
Estos resultadosestánde acuerdocon los obtenidosen los experimentosde proteccióndel

DNA con primasa,sugiriendoqueestaregión seríadirectamentereconocidapor la proteína

(Sims y Benz, 1980).

2
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Existen datosquecontradicencasi totalmentelos resultadosdescritosanteriormente.

3 Swart y Griep (1993), en un minucioso trabajo, demostraronque no son necesariaslas

estructurastipo tallo-lazoen ningunode los casosni el recubnmientocon SSBdel DNA para

I la buenafuncionalidaddel origen. Por el contrario,y continuandocon el modelo planteado

por los autorespreviamentesefialados,Sun y Godson(1993)enfatizanen la necesidadde

3 SSB para el reconocimientoespecíficodel sso de 04 por la primasa, detallándosela

— estequeometríadel proceso:dos tetrámerosde SSB seunenauna moléculadeDNA de 100

I nt que contengala estructurabásicadel origen.ParafragmentosssDNA de mayortamaño,

la unión de SSB seharíade un tetrámerocada30 a 65 tu. Coincidiendocon observaciones

I anteriores(Zechely cois., 1975; Kombergy Baker, 1992), sevio que la primasas6lo es

capazdesintetizarel pRNA cuandoel DNA estásaturadode SSB. Así pues,SSBtendrfauna

¡ función fundamentalen la organizaciónestructuraldel origen,permitiendoqueseexpongan

las regionesimportantesdel DNA parael reconocimientopor la primasa.Los experimentos

I de proteccióndel DNA con SSB realizados, pusieron de manifiesto la acción de estas

proteínasen la disposiciónde la horquilla 1, ubicándolade tal forma quequedeaccesiblea

I la acciónde las nucleasasy al ataquequímico (Sun y Godson,1993).

3.2. Iniciación por RNAP

En los fagosfilamentosos,el pRNA essintetizadoporla RNAP de labacteria(Geideru
y Komberg, 1974). Los fagosfilamentososmejorestudiadospertenecenal grupoFf (fd, fi,

¡ MB). Entreéstosy el genomade IKe (tambiénfilamentosopero pertenecienteaotro grupo),

existeuna homología total dcl 55% quese manifiestaparticularmenteintensaen la regióndel

sso Estosfagos, al igual que los estudiadosen el apanadoanterior, poseenun único sitiou
parael inicio de la sfntesisde la cadenaretrasada.Estaregión,deaproximadamente130 ¡it,¡ se localiza entrelos genesII y IV y constadedos secuenciasinversamenterepetidasque

puedenaparearseformandodos horquillas muy establesde 55 y 59 nt (horquillasE y C),

U separadasentre sf por una secuenciadc 13 ¡it (Tabak y cois., 1974; Higashitani y cois.,

1993) (Fig. 7). La existenciaderegionesbicatenariasen estefragmentoseconfirmémediante

experimentosdemigraciónelectroforéticaen gelesnativosdepoliacrilamida,tratamientocon

nucleasaSi, y por microscopiaelectrónica(Sehallery cois., 1976).
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Figura 7. Origen de replicación de la cadenacomplementariadel fago fi. Se presentala secuencia Jnueleetfdieay la estmcturasecundaria(horquillasE y C) propuestapara el ssode fi. La flecha representaal
pRNA. Los númerosentreparéntesisindicantascoordenadasen la secuenciadel fago. Se indican las cajas—10
y —35 dcl putativopromotordel pRNA, así como la posicióndel nucleétido + 1 de éste. (Figuratomadade
Higashitaniy cols., 1993).

La capacidadde la RNAP paraactuarde formaespecíficaen el sso se la confiere la

subtxnidad&~ del holoenzima(Kaguni y Kornberg,1982). Tambiénen estecasoesnecesario

queel genomamonocatenariodel fago estécompletamenterecubiertode SSBparaqueesta

especificidadde inicio semantenga.En los ensayosde síntesis itt vitro de RNA realizados

con RNAP core (sin a») y utilizando como sustratoel ssDNA de M13 y de o)<174, se

observóla generaciónde pRNAs de tamañosvariablese inespecíficosen ambosgenomas,

independientementede habersido o no tratadoscon SSB. CuandoSSB estáausentede la

preparación,tantoel holoenzimaRNAP (con ¿O) comoRNAP core,soncapacesde sintetizar J
distintas moléculasde pRNA con un rendimientobajo pero similar para ambossustratos

(Kaguni y Komberg, 1982).Estosresultadosllevaronal planteamientodeun mecanismoque j
actuadapara el inicio de la síntesis de la cadena complementariaen todos los fagos

filamentosos:i) SSBseuneespecíficamenteal ssDNA, recubriendotodo el genomadel fago

excepto las regionesbicatenariasestablesdel sso. ji) RNAP (HE) reconoceríala estructura

libre de SSB y sintetizaríaun pRNA de tamañoy secuenciaespecífica.iii) SSEse uniría a

la región reciéndesapareadade la horquilla permitiendouna interacciónestabledel RNA a

J
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su molde DNA. iv) Dadoque la RNAP no puededesplazarel SSB unido al templado,se

I disociaríaal colisionarcon éste.y) A continuación,la DNA polimerasaIII (HE) utilizando

el extremo3’-OH del pRNA comocebador,sintetizaríala cadena complementariadel DNA

I virico, en unareaccióndependientede la hidrólisisde ATP (Wickner y Komberg, 1973).vi)

La síntesissecompletadacon la sustitucióndel pRNA pordeoxiribonucleótidosy ligación

3 de los extremos3’ y 5’ consiguientes,llevado a cabopor la DNA polimerasa1 y por la

ligasadel huésped,respectivamente(Kombergy Baker, 1992).

Medianteexperimentosde protección del DNA a la degradaciónpor nucleasasen

¡ presenciade SSB y RNAP, se confirmó la necesidadde las dos estructurastallo-lazo del

origen para la unión del enzima (Sehallery cois., 1976). El exámende 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, caracterfsicasde promotoresreconocidospor

3 aunquepuedenencontrarsesecuenciasparecidasa las consenso en estasposiciones(Fig. 7).

Les estudios posterioresdemostraronque estas regiones son capacesde actuar como

I promotoresdébiles,in vivo (Higashitaniy cols., 1993). Sehaanalizadola secuenciade los

RNA cebadoresmayoritariosde los fagos fi, fd e IKe (Geidery cok., 1978; Higashitani y

I coN., 1993).Éstosconstande20 nucleétidosy mapeanentrelas posiciones5736a5717para

los dosprimerosfagos(Fig. 7), y entrelos nucleótidos6441 y 6422paraIKe. Dadala gran

¡ similitud de estossso, la secuenciade los RNA cebadoresesprácticamentela misma para

todos ellos.

3.3. Iniciación por primosoma

El primosomaesun complejomultiproteicointegrádoporsieteproteínasbacterianas,

¡ con capacidadde transiocarsea lo largode su sustratossDNA y cuya función principal es

generarmoléculasde RNA, queseránempleadascomo cebadoresdurantela replicaciénde

3 la cadenaretrasada.El sistemadondeporprimeravezy másdetalladamentesehaestudiado

este mecanismo,es el colifago de cadena sencilla e)<174. También se ha descrito la

participación de todas las proteínasdel primosoma en la síntesisde los fragmentosde

Okasakidurantela replicacióndiscontinuade la cadenaretrasadadel cromosomade E. cok,
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así comodurantela replicaciónde numerososplásmidosde ésta(MeMackeny cois., 1977;

vander Endey cols., 1983; Masal y cois., 1990a). El ensamblajedel primosomaserealiza

en un sitio especificodel ssDNA cubierto de SSB, denominadopos y transcurreen varias

etapas.La primera,es la formacióndel pre-primosomao complejoinicial, en dondeel factor

Y (PriA o proteínan’) se unede formaespecíficaal sitiopasdel ssDNA. Se suponequelas j
proteínasn (PriB) y n” (PriC), también integrantesdel complejo, estánasociadasa este

jfactory facilitan suinteraccióncon el DNA (Baas, 1985). El pasosiguienteesIá’integración

de lasproteínasDnaB,DnaC y DnaT (proteínai) paraformar el pre-primosomacompleto,

4
en unareaccióndependientede lahidrólisisde ATP. Estecomplejopuedemoversede forma
procesivaen ambasdireccionesdel ssDNA (Leey Marians, 1989). Comorespuestaa alguna -j
señaladn no identificada, la primasa(DnaG) se asociaal pre-primosoma,formandoel
complejomultiproteicodel primosoma,queseencargade la síntesisde moléculasde RNA u
cebadorasen variasposicionesdel ssDNA. La primasase asociay disociadel complejoa
intervalos relativamenteuniformesdel templado, que dependende la concentracióndel j
enzimaen el medio de reacción(McMacken y coN., 1977). En un sistemaacopladoa la

síntesisdeDNA, las moléculasdeRNA generadasoscilanentre 1 y 9 nucicétidosy los sitios

preferentesde iniciación correspondena la secuenciapppA-Pu en los cebadores(Ogaway

cois., 1983). Esta observacióncoincide con la secuenciainicial pppA-G del único RNA

descritoparael fago 64 (ver apartado3.1). En el fago o)(174, Arai y Kornberg (1981),

observaronque4 primosomase movía en dirección 5’ -* 3’ sobreel sustratossDNA, en

dirección opuestaa la de síntesisde los RNAs. Más tarde se vio que la dirección del

movimiento tanto del primosomacomo la del pre-primosomaestabadeterminadapor la

concentraci6ny por el tipo denucleósidotrifosfatopresenteen la reacción:mientrasquela

actividad5’ -. 3’ semanifiestaen presenciade mezclasde rNTP a concentracionestanbajas

como 10 yM cadauno, la actividad3’ -. 5’ sólo seobservacuandohay ATP en cantidades

mayoresa 100 ~M (Leey Marians, 1989).Dadoque el factorY y la DnaBposeenactividad

helicasa3’ —> 5’ y 5’ —* 3’ respectivamente,se ha sugeridoque las fuerzasque guian al

primosomaen una u otra dirección vienen dadaspor cada una de estas proteínas.Sin J
embargo,el primosomadebemoverseprincipalmenteen un sólo sentido,por lo que debe

existir un factorencargadode tomarestadecisión.El candidatomásprobabledecumpliresta

función sepiensaqueseala proteínan (Lee y Marians, 1989).Durantela replicaciónde la

cadenaretrasadadel cromosomade E. col!, la actividaddel primosomaseve facilitadapor
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la acciónhelicasa5’ —> 3’ de la proteínaDnaB, queva desenrollandolas hebrasdel DNA por

I delantede la horquilla de replicación.Parael fago oX174, seha propuestoque la función

de la proteínaDnaB seríapropulsarlaestructuradel pre-priniosomaen dirección5’ -. 3’ e

3 ir generandola estructuranecesariaen el DNA capazdeserreconocidapor laprimasa(Arai

y Komberg, 1981).

El sitio de ensamblajedel pre-primosomaal ssDNA (pas) esta constituido por

I regionessimétricasque puedenplegarseadoptandodistintasconformacionesalternativas.

Estudiosdetalladosde mutantespuntualesen la secuenciapasBH de pBR322 permitieron

3 definir unaestructuraterciaria funcional formadapordoshorquillas queinteraccionanentre

sí (Greenbaumy Marians, 1985) (Fig. Sb). Las regionespus, tienen dospropiedadesque

¡ permitenlocalizarlasen cualquierDNA: i) cuandosedonanen fagosmonocatenariossirven

como orígenesde conversiónss —> dsDNA, en un sistemadependientede las proteínasdel

I primosoma(Zipurski y Marians, 1981)y ji) promuevenla acción ATPásicadependientedel

DNA del factor Y de E. col! (Wickner y Hurwitz, 1975). Baséndoseen estaspropiedades

¡ sehan identificadoregionesposen varios plásmidosde E. coil, asícomo en su cromosoma

(Zipursky y Marians, 1981; Nomuray cois., 1982; van der Ende y cois., 1983; Masai y

3 cois., 1990a).Las secuenciasnucleotídicasde estasregionespermitierondefinir dosgrupos

con alta homólogíaentresí (Masai y cois., 1990a). El primer grupoestárepresentadopor

la secuenciapos de o)(174 y el segundopor la secuenciapos de la cadenade DNA con

replicacióndiscontinuadel plásmidoColEl. En cadagruposedestacala conservacióndeuna

3 seriede nucleótidosen la estructuradel tallo principal (Fig. 8c). A pesarde no existir una

homologíade secuenciasignificativaentreambosgrupos(exceptoporel pentanucleótido5’-

¡ CGCCG-3’), todos promuevenla función ATPásicadel factor Y y son capacesde iniciar el

procesodesíntesisde la cadenacomplementaria.Éstoplanteala posibilidaddequeel factor

U Y reconozcamásde unasecuenciaen el DNA y queéstasdebensituarseen un entornobien

estructuradopara su reconocimiento.Los análisisrealizadosde proteccióndel DNA a la

digestión por nucleasasen presenciadel factor Y permitieron identificar los nucleótidos

U implicadosen la unión deestaproteínaala horquilla mayordelsso de e)<174 (Greenbaum

y Marians, 1984) (Fig. 8a).

u
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Figura 8. Elementosreconocidospor el primosoma.Se presentandiferentessecuencias(y estructuras)del
DNA reconocidaspor el pri¡nosomade E.cofl (secuencias>vas o ssi). a). Origende replicaciónde la cadena
complementariadel fago eX174. El plegamientode su secuenciaen dosestructurastipo tallo-lazo(horquillas
1 y II) se realizó mediantepredicciónpor ordenador.Les corchetesy las flechas indican los nucleétidos
protegidosdel ataquepor la DNasapancreáticaenpresenciadel factorY (Greenbaumy Marians. 1984). b).
Estncturasfuncionale inaetivade la regiónpasflH de pflR322 parael reconocimientodel priniosoma. Este
fimcionamientopodría ser extensiblea todas las secuenciaspas (ssi) involucradasen el ensamblajedel
primosoma(GreenbaurnyMarians, 1985).c). Comparacióndelossri dediferentesplásmidos(RIOO,F, CoIEI,
CoIE2) y del fago oXI74 y su división en grupos (1 y II) segúnla homologíade sus secuencias. Les
nueledtidos comunes en cada grupo están recuadrados.Las fleehas invertidas, indican las secuelicias
palindrémicascapacesde formarestmeturastipo tallo-lazo.Los residuosencerradosen círculosestánprotegidos
frente a la metilaciénen presenciadel factor Y (Masal y cois., 1990a).

3.3.1. El prhnosoma ABC. Este complejo iniciador se diferencia del anterior

principalmenteen la naturalezade las proteínasque lo integran, ya que el funcionamiento

es muy similar en ambos casos. El prirnosomaABC se componede las proteínasDnaA,

DnaB y DnaC y se ha descrito en la iniciación de los fragmentosde la cadenadiscontinua

del plásmidoRÓK (Masai y coL., 19905). El sitio pos en esteplásmidotambiénse encuentra
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en unaregiónestructuradadel DNA y serequiereSSBparaque la interaccióndel complejo

seaespecífica.En el tallo de estahorquilla seencuentrauna secuenciareconocidapor la

proteínaDnaA (5’-’flTI’CCACA-3’) y es aquídondetiene lugar el ensamblajedel primer

I componentedel primosoma. Estudios de proteccióndel DNA frente a la digestión por

nucleasasen presenciade DnaA pusieronde manifiestola proteccióntotal de la estructura

U de la horquilla (Greenbaumy Marians, 1984). El complejo DnaB/DnaC favorece la

-. <interaccióndeDinA al sitioposy esDnaBlaproteinaencargadadepromoverla traslocación

M dcl primosomaa lo largo de la cadena retrasadadel DNA plasmídico. Los pRNAs

producidosja vitro tienenun tamañoaproximadodc 30 nt y son sintetizadosa intervalosde

1 kb sobreel templado.

3.4. Síntesis inespecíficade RNA cebadores

Cadauno de los tres mecanismosde iniciación de la síntesisde la cadenaretrasada

3 comentados,sólo son capacesde reconoceruna selial muy específicaen el DNA, donde

poder ensamblarsey comenzar la síntesis del o los RNA cebadores.Para que este

3 reconocimientotengalugar en un solo sitio, el DNA molde debeestarrecubiertode SSB,

quedandolibre solamentela región estructuradadel sso. Existen numerosaspruebasque

3 avalanIa.uiilizaciónmayoritariade estossistemasespecíficosen la célulaviva. Sjn embargo,

I
el hechode que tanto fagosmonocatenarioscomo plásnildoscon sus vías principalesde

síntesisalteradas&or deleciono inhibición) continúenreplicando,pone de manifiesto la

U existenciade mecanismosalternativosy probablementeinespecificos,de inicio de la hebra

complementada.Arai y Kornberg (1979)describieronun sistemageneral,muy simple, de

I
síntesisdepRNAs en ssDNAsdescubiertosde SSB, dondeno serequiereningunaestructura

o secuenciaespecífica,siendofuncionalincluso si seutiliza cadenaspoli(dT) comosustrato

I (Fig 5). Este sistema es inespecífico, ya que no es necesario una secuenciade

reconocimientoen el DNA y, en ausenciade DNA polimerasaIII (HE), se producen

U multiples cebadores(de tamafios comprendidosentre 10 y 50 nucicétidos)a partir de

diferentesposicionesdel templado.Sin embargo,estosproductosno parecensersintetizados

I al azar, ya que el patrónobservadoparacadaSSDNA es bastantediferente,sugieriendola

existenciade sitios preferencialesde inicio en cadacaso.Las proteínasimplicadasen este
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procesoson DnaB y primasaque, en presenciadeATP, seasocianal DNA produciendolos

cebadoresque seránelongadospor la DNA polimerasaIII (HE). En M13 y G4, en donde

los sistemasespecíficos(RNAP y primasa)generansolamenteun único tipo de pRNA a

partir de un templadocubiertode SSE, la diferenciarespectoa esteotro sistemade síntesis j
es bien acusada.Por el contrario, parae)(174, en dondela síntesisespecíficaimplica la

elaboraciónde múltiples cebadoresen variasposicionesdel DNA, la diferenciano es tan j
marcada,ya que el taniaflo, cantidady la distribucióndeéstosessimilar en ambossistemas

(Arai y Kornberg, 1979). En cualquierade los tres casos,la adición de SSB inhibe por J
completola síntesisinespecífiea.En eX174las diferenciasmásimportantesentreuno y otro

mecanismoserefieren a la actuaciónde Dnaifl. En el primosoma,una moléculade DnaB

asociadaa un ssDNA circular actda de forma procesivamediandola síntesisde todos los

cebadoresdeésta.Tampocosedisociade su sustratodurantela elongacióndel DNA por la

DNA polimerasaIII (HE) ni duranteel relleno y cierre de la hebra complementaria

totalmentesintetizada.Por el contrario, en la síntesisinespecífica,DnaB sólo es capazde J
mediar la sfntesis de una única molécula de pRNA antesde disociarsedel DNA y no

permaneceunida durantela elongación,relleno y cierre de la cadena.Otra diferenciala J
suponeel requerimientode las proteínasY, ti, ti”, DnaT y DnaCdel primosoma,mientras

que la síntesisinespecíficaprescindetotalmentede ellas.

j
4. PLÁSMIDOS QUE REPLICAN VTA CIRCULO RODANTE

La característicamásdestacableque permitedistinguir un plásmido que replicavía j
círculo rodante,es la generaciónde intermediariosde DNA monocatenariodurante su

procesoreplicativo (te Riele y cok., 1986). Otra característicacomún,es la organización

funcionaly estructuralde su genoma.Seha propuestoqueestosrepliconesestánconstituidos

por modulosde genes intercambiablesentre los diferentesplásmidos(Projan y Novick,

1988).El ordenrelativode estosmódulosesvariadoen cadacaso,mientrasque la dirección

en que se transcribensus genesprincipales sueleser la misma en todos los plásmidosy

coincidentecon la de síntesisde lacadenalíder. Uno deestosmódulosestásiemprepresente,

ya que contienelas funcionesesencialespara la iniciación y control de la replicaciénde J
plásmido (LIC) (del Solar y cois., 1993b). Además de éste, se han definido otros tres
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módulosprincipalesque puedenestar o no presentes:1) DET, que incluye uno o más

U . determinantesde resistenciaa antibióticos,ji) MOB/PRE, quecondeneun gen involucrado

en la movilización conjugativay recombinacióndel plásmidoy iii) SSO, queposeeel sitio

de iniciación de la cadenacomplementariay se encuentraen todos estos replicones.u
Basándoseen la homologíade la secuenciadel DNA en la regiónLIC, se definieroncinco
familias deplásmidosque replicanvía RC (Tabla2).

Tabla 2. Familiasde plás¡nidoscon replicaciónRC

Plásmido Tamaño Huéspedoriginal Referencias
(kb)

I
pTl8l

PI127

pC221

pC223

pS194

¡ pUR112

U
pCW7

pHD2

I
pC194

pUBliO

pOX6

I pWGB32

pSK8Q

I pTA1015

pTA1020u pTA1030

pTA1040

I
pTA1050

pTA 1060

I
pBAAI

pFTB14

I
pBCl6

pBC1

4.4

4-4

4.6

4.6

4.4

4.1

4.2

2.1

2.9

4.5

3.2

2.4

2.4

5.8

6.8

7.3

7.8

8.2

8.7

6.8

8.2

4.6

1.6

Staphylococcusaureus

Staphylococcusaureus

Staphylococcusaureus

Staphytococcusaureus

Staphylococcusaureus

S¡aphylococcusaureus

S¡aphylococcusaureus

S¡aphylococcasaureus

Sraphyiococcusaureus

Staphylococcusaureus

S:aphytococcusaureus

Staphylococcusaureus

Staphylococcusaureus

Bacillussuhtills

Bacillussubtilis

Bacillus suhtilis

Bacillus subillis

Bacillus suhtilis

Bacillus suba/ls

Bacillus subritis

Bacillusamyloliquefac¡ens

Bacillus cereus

Badillus coaguians

Iordanescu,1976a

Novick, 1989

Novick, 1976

Novick, 1976

Iordanescu,19761,

Novick, 1976

Novick, 1989

McDowell y Mann, 1991

Horinouehiy Weisblum,1982b

- McKenziey cots., 1986

Noviek, 1989

Grinius y cols., 1992

Littlejobn y cois., 1991

Meijer y cois., 1995c

Uozemiy cols., 1980

Uozomi y cok., 1980

Meijer y cois., 1995c

Uozomi y cok., 1980

Meijer y cois., 1995c

Deviney cols., 1989

Mural y cok., 1987

Grussy cols., 1987

de Rossiy cols., 1992

pLPI 2.1 Lactohacillusptantaricum Bouia y cols., 1989
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Streptomyceslividans

Streptomycesnigr(faciens

Lactobadillusplantarum

Treponemadenticola

Shigellasonnel

Lactohadillushilgardil

Streptococcusferus

PlectonemaPCC6402

Lactobacillusplan¡arum

Lactobacilluspentosas

Bacillus termofflieo

Streptococcusthennophilus

Microcystisaeruginosa

Nostoc sp.
Sireptococcusagalactiae

Staphylococcusaureus

Leuconostoclactis

Lactococcuslacris

Lactococcuslactis

Lactohadillusplantarum

Lactobacillusplantarum

Lactohacilluscurvatus

Mycoptasmapylori

Mycoplasnzapyloñ

Fleliohacterpylori

Staphylococcusaureus

Kendell y Cohen, 1988

Kataokay cols., 1994

Skaugen,1989

MacDougall y cols., 1992

Yasukaway cols., 1991

Jossony cols., 1990

LeBlancy cols., 1992

Perkinsy Bamum, 1992

Leer y cok., 1992

Leery cols., 1992

van der Lelie y cols., 1989

Janzeny cols., 1992

no publicado

no publicado

Hurdett, 1980

Horinouchi y Weisblum,1982a

Coffey y cols., 1994

Leenhoutsy cok., 1991

Xu y cols., 1989

Batesy Gilbert, 1989

Vujeic y Topisirovie, 1993

Klein y cots., 1993

Bergemanny cols., 1989

King y Dybvig, 1992

Kleanthousy cok., 1991

Khan y Novick., 1982

Novick, 1989

Projan y cols., 1987

Novick, 1989

Novick, 1989

Gruss y Ehrlich, 1989

Staphylococcusaureus

Staphylococcusaureus

Staphylococcusaureus

Staphylococcusaureus

Staphylococcusepidermis

Bacillussublilis Monod y cols., 1986

Los plásmidos en letras oscuras representan a cada familia.
(-) No se conoce el tamaño

J
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J
8.8

11.0

2.1

2.6

2.1

3.3

4.2

4.2

1.9

2.4

4.5

2.1

plJ101

pSN22

pC3OiL

pID 1

pKYM

pLAB 1000

pVA3SO-1

pRF1

ps014-2

p353-2

pTB913

pST1

pMA 1

pNostoe

pMV158

pE194

pCI4ll

pWVOI

pFX2

pLB4

pAl

pLC2

pADB2OL

pKMK1

pHPK255

pSN2

pE 12

pE5

pT48

pTCS1

pNEI31

pIMl3

5.5

3.7

2.9

2.2

2.5

3.5

2.8

2.5

1.7

1.9

1.5

1.3

2.2

2.1

2.1

1.3

2.1

2.1

J

J

J

J

2
J
~1
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4.1. Control de la replicación y estabilidad plasmídica

U de A diferenciade los fagos,los plásmidosposeenla capacidadde regularla frecuenciainiciación de la replicacién,mediantesistemasde control negativocapacesde corregir

I
fluctuacionesen el nUmero de copias (Nordstróm y cois., 1984; Novick, 1987). En la

replicaciénRC, laproteínaRepesel únicoenzimadelplásmidonecesarioparadarcomienzo

I al procesoreplicativo, poresosetratadel factorprincipalen la determinaciónde su número

de copias. Dado que una excesivacargaplasmídicapuedeser letal para la célula (y en

I algunoscasos,tambiénparael plásmido), la regulaciónde estaproteínaesestrictaparaasí

podercoexistiren harmoníacon labacteriaquelo albergadurantemuchasgeneraciones.Por

I otro lado, un grave descensoen el número de copiasplasmídico podría conducir a su

desapariciónde la poblaciónbacteriana.La regulacióntiene lugar a dosnivelesprincipales

I segúnel replicón que se trate (Novick, 1989; del Solar y Espinosa, 1992). En pTI8l la

síntesisdeRepCestáreguladapordosRNAs antisentido(ctRNA) sintetizadosapartir de un

I promotorconstitutivo,en direcciónopuestaal RNA mensajero(mRNA) de repC (Novick y

cois., 1984b).Estos ctRNAs soncomplementariosa la región líderdel mRNA de repC y se

I asociana él produciendola terminación prematurade su síntesis (atenuación)(Kumar y

Novick, 1985). Se han propuestomecanismossimilares de control para los plásmidos

I pUBliO y pC194 (Alonso y Tallar, 1987; Maciagy éols., 1988). La expresiónde Rep en

pMV15S y pE194 está regulada a nivel pre y postranseripelonalmediante la acción

I combinadade una proteínarepresoray un ctRNA (del Solar y Espinosa,1992; Kwak y

Weisblum, 1994; del Solary cois., 1995).En estosplásmidos,Repsecotranscribejunto con

U otra proteínade pequeñotamaño(Cap) queactúaregulandonegativamentela transcripción

del operóncop-rep. A nivel postranscripcional,el control lo ejerceun ctRNA queseune a

I la región del mRNAcop-repque incluye el sitio de unión a los ribosomasdel gen rep,

impidiendoasí la traduccióndel mismo.

Un sistemade regulacióncomplementario,aunquesin representarun mecanismode

I controlauténtico,lo suponela inactivaciónde las proteínasRepunavezcompletadala ronda

de replicaciónque catalizan.Esto sucedeen pTW1 y pUBliO, mientrasque,por ejemplo,

I en el fago o)(174, dondelo importanteesgenerarel máximo númerode replicas posible
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antesde lisar la célula huésped,se sabeque la proteínaque inicia la replicación no se J
inactivay es capazde comenzaruna nueva rondade replicación sin siquieraliberarsedel J
DNA (van Mansfeldy cok., 1986). Un nivel superiorde control podríaestarrepresentado
porpUBliO dondela proteínaRepUseautorregulay es,además,inactivadadespuésdeuna

rondade replicación(MÉiller y coN., 1995).

Existen además,factoresdel huéspedquepuedenregularla replicaciónplasmfdicaa

diferentesniveles. Por ejemplo, se ha visto que estosplásmidosrequierenun grado de j
superenrollamientodeterminadopara dar comienzoa la síntesisde la cadenalíder, luego,

todo factor que determinela topologíaplasmídicaestaráinfluyendoen el conectonivel

replicativodel plásmido. La replicaciónde pUBlIO en B. subtilis pareceestardeterminada

por la unióndel plásmidoa la membranade la célulahuésped.Sehan descritocuatro sitios J
de su genomaimplicadosen estainteracción(Tanakay Sueoka,1983; McKenzie y cois.,

1986). Así pues, la disponibilidadde los sitios de unión en la membranabacterianapodría

estar condicionandoel número de copiasdel plásmido en cada célula. La eficiencia de

conversiónde ss -. dsDNA, queesllevadaa caboporelementosde la maquinariaenzimática J
del huésped,tambiéndeterminaen muchoscasosel númerode copiasplasmídico(medido

comodsDNA) yio su estabilidadsegregacionalen la poblaciónbacteriana(del Solary cols.,

1987a; Viret y Alonso, 1988; Boe y cois., 1989; Grussy Ehrlich, 1989).

J
Dado que en los plásmidoscon replicaciónRC no se han encontradomecanismos

activosdeparticiónquegaranticensu repartoequitativodurantela divisióncelular, se asume

que su distribución se realiza al azar. Luego, la probabilidad de que estos repliconesse

mantengande formaestableen unapoblaciónbacterianatras sucesivasgeneraciones,aumenta J
con su númerode copias. La estabilidadsegregacionalestaríaentonces,exclusivamente

ligada y determinadapor la eficienciareplicativadel plásmido.Sin embargo,existencasos

en dondeestaproporcionalidaddirecta,entreestabilidady númerodecopias, no estátan

clara. Porejemplo,seha visto quealgunosrepliconescon un númerodecopiaselevadoson

muy inestablesen las mismascondicionesen que otros, con un númerode copiassimilar,

semantienendurantemuchasgeneracionesen la mismapoblación(del Solary cois., 1993a).

Asimismo, se ha propuestopara pUBliO, que algunossitios de unión a la membranadel

J
huéspedpodrían estar implicadosen el mantenimientoestabledel plásmido (Tanaka y

J
-j
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Sueoka, 1983).

4.2. Rangode huésped

Muchosde los plásmidoscon replicaciénRC son capacesde replicaren másde una

especiebacterianay en algunoscasospuedenestablecerseen ausenciadé presiónselectiva.

Un ejemplo ilustrativo de ello lo constituyeel plásmido pMV15S y su derivado pLS1,

originales de S. agalactiae, los cualesconsiguieronestablecerseen un buen númerode

bacteriasgram(+)e inclusoson capacesde replicaren la bacteriagram(-) E. coli (del Solar

¡ y cois., 1987a).Paraqueun plásmidopuedacolonizarun nuevo huésped,es necesanoque

existaunabuenacomunicaciónentreuna seriedefactoresespecíficosde ambosorganismos.

3 El principal requisitoes la expresióndelos genesplasmfdicosinvolucradosen su replicacién

y control, asícomola conversióna dsDNA de al menosuna fracción de los intermediarios

¡ monocatenariosde replicación.Cualquiersituaciónque interfieranegativamenteen alguno

de estos procesoslimitará el rango de huéspeddel plásmido. Así pues, los factoresque

U intervienenen la síntesisadecuadade la protefnaRep, en la generaciónde la densidadde

superenrollamientosuficiente para que el dso adopte su estructura funcional, y en el

1 reconocimientode la señal para la conversión ss —~ dsDNA, son esencialesen esta

comunicacióncélula-plásmido.Unaestrategiautilizadaporestosreplicones,queles beneficia

a la hora de ingresaren un nuevohuésped,es la independenciade factoresbacterianospara

I
iniciar su replicación(del Solary cois., 1996).Éstosutilizan supropiaproteínadeiniciación

evitandodeestaformala dependenciade laprimasa,DnaA, DnalB, DnaCy/u otrosfactores

del huéspedque intervienenen la formacióndel complejode iniciación en los plásmidosconu
replicación tipo e (los que en su gran mayoríasólo puedenreplicar en su huéspedoriginal

M o en bacteriasmuy relacionadas).Por otro lado, las proteínasdel huéspedutilizadaspara la

elongacióny terminaciónde la síntesisde ambascadenas(DNA polimerasas,helicasa,SSB,

etc) estánmuy conservadasentrelas diferentesespeciesbacterianas.

3 Sólo un númerolimitado de plásmidosde bacteriasgram(+) son capacesde replicar

también en E. cok, aunqueno de forma óptima. Nos refenmos a pMV15S/pLS1 y

3 pWVOL/pFX2, donde la proteínaRep seexpresaen su forma activa, pero la señalssoA o

ssoWde estosrepliconeses débilmentereconocidaen dicho hospedador.Estaobservación
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indicaque la eficienciaen la conversiónss -. dsDNA esun factor importante,que podría J
estarlimitandoel establecimientode los demásplásmidosdebacteriasgram(+)en estenuevo

huésped.Porejemplo,el plásmidopC194 de S. aureusno puedeporsí solo replicaren E.

coY.Sin embargo,Gozey Ehrlich (1980)demostraronqueun híbridoentrepC194y pBR322 j
(quecontuvierauna señalSs!), escapazde replicaren estabacteriaen condicionesen donde

la iniciación a partir del orí de pBR322 está inhibida. Otro caso lo suponeel plásmido

pTX14-3 de B. thuringiensis,que no pudo ser establecidoen E. coli a pesarde que su

proteínaRep esexpresadaen estabacteriaa partir de su propio promotor(Andrup y cois.,

1994).

Otracaracterísticadelos plásmidoscon replicaciónRC quepuedeestardeterminando

su rango de huésped,es la presenciadel gen mob/pre. El productode este gen está J
involucradoen la movilización conjugativay en la formación decointegradosplasmídicos.

La movilizaciónconjugativapermite la transferenciahorizontal de plásmidosentrecepas

relacionadase inclusoentrediferentesespecies(Koehler y Thome, 1987). Se ha visto que

estaproteínaparticipa tambiénen la formación de cointegradosmedianterecombinación J
homólogaen los sitios RSA y/o RSE de algunos de estos replicones(Novick, 1989). La

resoluciónde estasformasplasmfdicasen sitios diferentesal de recombinaciónpodríadar

lugar a plásmidoshíbridoscon propiedadesmejoresparala adaptacióna nuevoshuéspedes

(Gnissy Ehrlich, 1989). Esteintercambiogenéticotambiénpodríaversefavorecidopor la

presenciadel ssDNA, ya queposeeuna alta capacidadrecombinogénica(Michel y Ehrlich,

1986; Janniérey cols.,1993).La estructuramodularde estosplásmidospodríafacilitar, asf

como ser una consecuenciade estosprocesosde intercambio.

J
4.3. El plásmido pMY1S8 J

El plásmido que estudiaremos,pMVI5S (5536 pb), fue aislado de una estirpe J
patógenade Streptococcusagalactiae(Burdett, 1980). Dadosu capacidadpara replicar en

un amplio espectrode huéspedesbacterianos,fue posteriormentetransferidoa un buen

númerodebacteriasgram(+) y gram(-). Estacaracterísticale ha valido la denominaciónde
j

“plásmido promiscuo” y el interés de su estudio como vector de clonaje en diferentes

J
2
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bacterias. Aunque pMVI5S no es autotransmisible,codifica para una proteína de

3 movilización (MobM) que, en presenciade los factoressexualesque le aporteotro plásmido

que seaconjugativo,le permitesermovilizado a otrasbacterias(Priebey Lacks, 1989). De

esta forma pudo movilizarse conjugativamentea £ faecalis (Burdett, 1980) y a S.

pneumoniae(Smithy cols.,1980).Mediantetransformación,pudierontransferirseplásmidos

I con el replicón depMV158 aL. sanguis(Burdett, 1980),S. pnewnoniae(Saundersy Gujíd,

1980), S. oralis, S. mutans,B. subtllis (Espinosay cais., 1982)y E. coil (Lacks y cok.,

I 1986).Estosplásmidostambiénhan podidoestablecerseen huéspedestandiversoscomo B.

srearotennophilus,L. lactis, S. thennophilus, Brevibacteriwn, Listeria y Clostridium.

¡ Duranteel desarrollode un sistemaparael clonajede genesdepneumococosserealizó la

construcciónde pLS1, mediantedeleciéniii vitro del fragmento EcoRI B (1128 ph) de

I pMV 158 (Stassiy cols., 1981).Estederivadoplasmídicono puedeser transferidomediante

mobilizaciónconjugativa,ya queen el fragmentoEcoRIB seencuentrapartedel genmobM,

pero mantienela capacidadde transformarel mismo rango bacterianoque su plásmido

parental (Espinosay cois., 1982; Lacks y cols., 1986; del Solar y cois., 1987a). Estos

plásmidosse han secuenciadocompletamente(Lacks y cols., 1986; van der Lelie y cois.,

1989; Priebey Lacks, 1989) y representana una familia deplásmidosquereplicanvía RC,

con oncemiembroscaracterizadoshastala fecha(Tabla2). Algunasdelas característicasque

definena estafamilia son: i) dso localizado “corrientearriba” del gen rep; ji) presenciade

U secuenciasdirectamenterepetidas(iterones)en el dso; iii) existenciade dos elementosde

control del númerode copias:un ctRNA y una proteínarepresorade la transcripción(Cop)

1 y iv) transcripciónde los genescop y rep a partir de un único promotor.

El plásmidopMV15S contienecuatro módulos funcionalesen dondelos genesde

mayor tamaño setranscribenen la mismadirección en que ocurre la replicación (Fig. 9)u
(Burdett, 1986; Priebey Lacks, 1989; del Solary cols.,1987b;1990). El plásmido codifica
además,dastranscritospequeños(RNA 1 y RNA II), quesesintetizanen direcciónopuesta1
a la de los otros elementosdel genoma.El módulo DET estárepresentadopor un gen de
expresiónconstitutiva del tipo tetL, que confiere resistenciaa Te y cuyo mecanismode1
acción sebasaen el bombeodel antibiótico fuera de la célula huésped(Burdett, 1986). El3 modulo de control e iniciación de la cadenalíder (LIC) presentael dso y los genes repB,

copGy rna JI, quecodificanparala proteínainiciadorade la replicacién(RepB), un represor
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transeripcional(CopO)y un ctRNA (RNA II> involucradoen el controldel númerode copias

plasmfdico. La región MOB incluye el gen que capacitala movilizaci6n conjugativadel

plásmido. Estaproteínaes la encargadade realizarel corteespecíficoen la hebradel DNA

que se transfierea la nuevacélula huésped(Priebey Lacks, 1989; Guzmán y Espinosa,

1997).Por último, el SSO estádividido en dosregionesdentrogenomay cadauna deellas

contieneuna señaldiferentede conversi6nde la cadenaretrasada:ssoAy ssoU, ubicadas

“corrientearriba” de los genesrepil y mobM, respectivamente.

J

2

4’—¿uo

Figura9. Representaciónmodularde pMV158. Divisióndel p1a~smidopMV158 en módulosfuncionales(ver
texto). Las flechasquebradasindican la direcciónde la replicacióna partir de cadauno de los orígenes(&o,
ssoA,ssoU). Las flechasanchasrepresentanlas proteínascodificadaspor el plásinido. Como elementosde
RNA, sólo se presentael cLRNA involucradoen el control del númerode copias: RNA II (flechaondulada).

Las proteínasCopG (5.1 lOa) yRepB (24.2kfla) setranscribenapartir del mismo

Úromotor (Pa). El inicio de la replicacióndel plásmidoestáreguladoporel productodel gen

repB y los nivelesde RepB estáncontroladospre y postranscripcionalmentepor CopO y

RNA II. El procesode regulacióndel númerode copiasdel plásmidoseesquematizaen la

Figura 10. CopO seune a su regiónoperadoraen una zonadel mRNAcop-rep,que solapa

con la secuencia-35 de Per, impidiendoasí la transcripcióndel operéncompleto(del Solar

y cols., 1990). El RNA 11(50nt) seacoplaa] sitio de unión de los ribosomasdel gen repfi

J
J

Lic

SSO
u- J

J

J

J
J

2
J
2
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en el mRNAcop-repe inhibe la traducciónde la proteínaRepB (del Solary Espinosa,1992;

Idel

Solar y cols., 1995). Los dos elementosde control no actúan por separado,sino que

forman partede un mismocircuito inhibidor, sin existir unajerarquíafuncional entreambos

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

El inicio de la replicaciéntiene lugaren una secuenciadeDNA monocatenariodel

u dso ubicadaen el lazo de la horquilla 1 de la región nic, que segeneracomoconsecuencia

Idel

superenrollamientodel plásmido. Esta secuencia(5’-TACTACGA-3’) se encuentra

presenteen casi todos los miembros de la familia de pLSl. La proteínaRepB actúaa

Idistancia,
ya que su sitio de unión al DNA (tres iteronesde 11 pb c/u, que componenla

región biníl) se encuentraa 84 pb del sitio de corte(Puyety cois., 1988; de la Campay

Icois
1990). La existenciade una curvaturaintrínsecadelDNA en la regióndel dsoplantea

la posibilidadde unaestructuraterciadafuncionalen el origen queacerquela zonade unión

y de cortede la proteína(Pérez-Martíny cols, 1989; de la Campay cols., 1990).

e
e

¡ CopO RepB
u y

cop-repmRNA
---—4--—ctRNAfl

Figura 10. El replicónde pMVXS8 y controlde ¡arcplicación. Sepresentaun esquemade la regióndeinicio
de la replicación(dso) y control de la síntesisde RepB. Las proteínas(CopO y RepB) seindican con flechas
anchas;los RNAs <cop-repmRNA y ctRNA II) con flechasonduladas;los promotores(Pay Pct) con cajas
en puntade flechay los tres iteronesde la regiónb¡nddel dso (11-12-13), con cajasblancas.La regiónnic está

u representadapor las horquillas1 y II. Mediantelíneasdiscontinuassemuestranlas interaccionesproteína-DNAy RNA-RNA que tienenlugar parae! control de la síntesisde RepE.

11-13

binil

cAo

pct
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El objetivoprincipaldeestaTesisha sido estudiarlas secuenciasdelDNA plasmídico

y los enzimasdel huéspedque intervienenen el procesode conversiónss -. dsDNA del3
plásmidodeamplio espectrode huésped,pMV15S. En primer lugar, nosinter~sabadefinir
de forma experimentallas regionesdel mismo que actuabancomoorigen de replicaci6nde¡
la cadenaretrasaday analizarsu función en distintoshuéspedesbacterianos.Asimismo,nos¡ interesabaconocerel efecto de estos orfgenesen la determinacióndel númerode copiasy

estabilidad segregacionaldel plásmido. Dado que es necesanoque exista una buena

¡ comunicacióncélula-plásmidoparaque éstepuedaestablecerseen un númerodeterminado

de hospedadores,erade interésestudiaraspectoscomunesdel mecanismomedianteel cual

I tenía lugar el inicio de la replicación de la hebracomplementariade pMV15S en varias

bacterias.La determinaciónde los enzimasimplicadosen un procesocomúnde replicación,

¡ podría dar información acercade las relacionesentrelos distintos organismos,así como

explicar, al menosen parte,el carácter“promiscuo” de estereplicón. Uno de los objetivos

3 propuestos,relacionadoa los anteriores,ha sido el estudiomediantemutagénesisdirigidade

las regionesconservadasdel ssoAde pMV158, con el fin de establecersu función en la

¡ comunicaci6ncon elementosde la maquinariaenzimáticadel huésped.Por Ultimo, nos

interesabaproponerun modeloque incluyeralas secuenciasdel DNA plasmídicoimportantes

3 para que ocurrantalesinteraccionesy queexplicarala dinámicade iniciación de la cadena

retrasadaa partir del ssoAde pMV158.



E
u
¡
1
¡
¡
¡
u
u
¡
¡
u

MATERIALES Y MÉTODOS
1
u
¡
u
u
u
¡
u
u



Materiales y Métodos 45

MATERIALES

1. ESTIRPESBACTERIANAS

¡ Las característicasgenotípicas,asícomolaprocedenciadetodaslas estirpesutilizadas

serecogenen la Tabla 3. Las estirpesqueseusaroncomo huéspedde los plásmidoscon el

I replicónde pMV15S o de pE194en cadacaso,fueronS. pneunzoniae708, B. subtilisMB1 1
/

y S. aureusRN4220.Parala construcciónde fagémidosrecombinantesbasadosenpALTER-

E l y parala obtenciónde ssDNA procedentede los mismos,seusola estirpeE. cok JM1O9.

A no serque seindique otra cosa, los extractoslibres de célulasseprepararona partir de

las estirpesS. pneumoniae708 y S. aureusRN4220.

Tabla 3. Estirpes bacterianas utilizadasen estetrabajo

Estirpebacteriana Genotipo Referencia

S. pneumoniae 708 en¿t1 eso2 ml hex4 malM594 Lacks y c3reenberg, 1977

£ pneumoniae MP547 endl eso2 ini hes4 malM594 polA (2 Díaz y cok., 1992b

(lO52pbcat)

S. pneumcn¡aeMPS6O endl nozl9exo3polA A (184-8OSpb)O Díaz y cols., 1992b

(Blpb cal) O (l84pfryET-3b’[59 1-51lpb])

nialM (418pb0[poiA’1054pb-ennB])

B. suht¡lis MB 11 lys3 maRlO)zisH2 Coleccióndel laboratorio

E. coli BMH7I-l8mutS thi supEA (lac-proAB) (mutSTnlO)(E Kramery cols., 1984

proA4 B~ laqPZ A MiS)

E. col¡ 1M109 endAlRecAlgyrA9éthi hsdRl7(rk, mk) Yaniseh-Perrony cols., 1985

rdAl supE44X A (lac-proAB) (F’ rraD3ó

proAl B~ laqPZ A M15)

3. aureusRN4220 parcialmenteaig, restriccién Khan, S.
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2. PLÁSMIDOS Y FAGÉMIDOS

A excepci6nde los plásmidospSK27O y pEl94copó,los cualesprocedendepE194,

los demásplásmidosutilizadosson derivadosde pMVI58 y por lo tanto llevan su replicón

básico. Los fagémidosrecombinantesconstmidosderivandel vectorde clonajepALTER-1

y estánidentificadosen cadacasocomopA-. Las característicasmásrelevantesaestetrabajo

de todos estosrepliconessedescribenen la Tabla4.

Tabla4. Plásmidosy fagémidosempleadosen estetrabajo

Plásmidoo Tamaño Marcador Características Referencia

Fagémido (ph)

pMV15S 5536 Te’ Burdett, 1980Plásniidonaturalde & agalact¡ae;

ssoA+ ssoU

Ter A EcoRIB de pMV158; =ssoU;

sso-A

Ter Deleción in vivo depLSl, A (34-

3óSpb)

Tct A HindIII-NcoI pequeñodepLSS;

A ssoA

Tc’ A HindIII-AflhI de pLS1

TCr A AflhI-NcoI pequeñode pLS1; A

ssoA

Te’ Deleciénpor BAL31 de pLSl

linearizadoen BanI

Tct Deleciónpor BAL3L de pLS1

linearizadoen AflhI; A RSB

Tcr Deleciónpor BAL31 de pLSI

linearizadoen AflhI; A RS
8

TCr Mutación en el ssoA;cambioleve

en ¡a regiónCS-6

Tc
T Mutación en el ssoA;CS-6

totalmentedesapareado

Te’ Mutación en el ssoA; sustitución
de la secuenciaCS-6

Stassiy coN., 1981

Laeksy coN., 1986

del Solar y cok.,

1987a

Estetrabajo

Estetrabajo

Acebo, P.

Estetrabajo

Estetrabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

u

j

J
J
J
j

j
pLS1

pLSS

pLS4

pLS¡ANA

pLS lANA

pLS1A24

pLS1A13

pLSlA 14

pLS1CM

pLS1G1

pLS103

4408

4076

3138

3665

4209

4007

4267

4202

4408

4408

4408

j

4

J

J

2
j
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Tet Mutación en el ssoA;cambio

completode la región CS-6

Tcr Mutación en el ssaA;RSB

totalmentedesapareado

Ter Mutación en el ssoA;RS~

completamenteapareado

Ter Mutación en el ssoA;sustitución

de la secuenciaRS~

Ter Doble mutaciónen el ssoA;

cambioen las secuenciasCS-6 y

pLS4EC

pLS4EI

pSK27O

pE1 94copó

pALTER-1

pA-pLSlssoA

pA-pLSlssok

pA-CM

pA-GI

pA-63

4266

4266

3769

3728

5680

6806

6880

6806

6806

6806

RS~

Tet Fragmento EcoRI B de pMV1S8

(conteniendoe! ssoLi) donado en

pLS4; orientaciónC

Tcr Fragmento EcoRIB de pMV1S8

(conteniendo el ssoU) donado en

pLS4; orientación1

Emt Sitio demulticlonadode pUC19

donado en ClaI depE194

Emr Mutantede alto númerocopiasde

pE194

Tet Fag¿midocon el ori de fi

Te’ HindIII-PstI pequeño de pLS1

donado en pALTER-1; ssoA

silvestre

TcT EcoRI-PsrIpequeñodepLSl

donado en pALTER-1; ssoAen
orientación1

Te’ HindIII-PstI pequeñodepLS1CM

donado en pALTER-1; mutación

en CS-6

Tct HindllI-PstI pequeño de pLSÍG1

donadoen pALTER- 1; mutación

en CS-6

Tcr HindlII-PstI pequeñodepLS1G3

donadoen pALTER-1; mutación

en CS-6
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Estetrabajo

Khan, S.

Horinouchiy

Weisblum, 1982a

Promega
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pLS1G4

pLSIGS

pLSLG6

pLS 107

pLS 10307

4408

4408

4411

4408
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pA-G4

pA-05

pA-06

pA-G7

pA-G3G7

pA-A 13

pA-A14

pA-ANA

pA-pMVlSSssoU

6806

6806

6809

6806

6806

6665

6600

6607

6808

Ter HindllI-PstI pequeñode pLS104

donadoen pALTER-1; mutación

en CS-6

Te’ H¡ndlIl-PstI pequeñode pLS105

donadoen pALTER-1; mutación
en RS8

Te’ HindIII-PstJ pequeñode pLS1G6

donadoen pALTER- 1; mutación

en RS~

Te’ HindIII-PstI pequeñode pUS1G7

donadoen pALTER-1; mutación

en RS8

Te’ HindIII-PstI pequeñode

pLSLG3G7donadoen pALTER-

1; mutaciónen CS-6y RSB

Te’ IlindIll-PstI pequeñodepLSLA13

donadoen pALTER-1; A RS~

Te
T HindIII-PstI pequeño depLS lA 14

donadoen pALTER-1; A RS
11

Te
t HindIII-F’stl pequeñode

pLS1ANA donadoen pALTER-1;

A RSE

Ter FragmentoEcoRIB de pMV1SS

(conteniendoel ssoU) donadoen

EcoRIdepALTER-1

Orientaci4n C: El sso está donado en la misma orientación respecto al dso que la que tenía en el plásmido de donde proviene. El sso se
encuentra en el ssDNA generado.

Orientación1; E! sso eStA donado en la orientación contraria respectoal dso que la que tenía en el plásnildo de donde proviene.La
seeueneia complementariaalsso se encuentra enel ssDNA generado.
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U 3. BACTERIÓFAGOS

ParaaislarssDNA apartir de pALTER-1 y de los recombinantesderivadosdeéste,

¡ se usó como “helper” al bacteriófagoR408 (Prornega),con el que seinfectaroncultivos de

E. coiz JM1O9 quecontenianlos fagemidosde interes. Paralos ensayosde replicaciánin

I viti-o seemplearonlos fagosMl3mpl9 (Sambrooky cok., 1989) y M13-pEl94ssoA(7792

pb), un derivadode éstequecontieneel fragmentoTaq-HpaIIdepE194conteniendoel ssoA

(Dempseyy cois., 1995).

4. MEDIOS DE CULTIVO

I 4.1. Medio de cultivo de S. pneumoniae

Las estimesde S. pneunzoniaeutilizadasfueron crecidasen medio líquido AGCH

¡ (Lacks, 1966) suplementadocon sacarosa0.3% y extracto de levadura 0.2%. Para el

crecimientoen medio sólido se añadióademás,Bacto-Agaral 1 % para la capabasaly al

¡ 0.75% parala sobrecapa.Cuandofue necesario,seagregóTe 1 pg/ml. Parael crecimiento

del mutanteMP560se añadió1.5 pg/mldeCm. La composicióndel medio AGCH sedetalla

3 a continuación.
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Medio AGCH J
Hidrolizado ácido de caseína 5g
Hidrolizado enzimáticode caseína lg
L-cisteína-HCl 40 mg
L-triptéfano 6mg
L-asparagina 50 mg
L-glutamina IOmg
Adenina Smg
Cloruro de colina 5mg
Pantotenatocálcico 1.2 mg
Ácido nicotínico 0.3 mg
Piridoxina-HCl 0.3 mg
Tiamina-HC1 0.3 mg
Riboflavina 0.14 mg
Biotina 0.6 mg
K2HPO4 8.5 g
NaC2H3O2 1.25 g
NaHCO3 0.4 g
MgCl2 . 6H20 0.5 g
CaC12 0.6 g
FeSO4.7H20 0.5 mg JCuSO4 . 5H20 0.5 mg
ZnSO4 . 7H20 0.5 mg
MnSO4 4H20 0.2 mg JAlbúmina bovina (fracción V) 3000 u
Agua destiladay desionizadac.s.p. 11
pH 7.5 J

4.2. Medio de cultivo de B. subtilis

Parael crecimientoen medio líquido de fi. subtilis se utilizó el medio TY (Maniatis

j
ycols., 1982): 1% triptona, 0.5% extracto delevadura,0.5% NaC1.Éstesesuplementócon
Bacto-Agaral 1.5%para su utilización como medio de cultivo sólido. Seañadióen ambos J

casosTe 10 ~g/m1.

4.3. Medios decultivo de E. coil

Las estirpesde E. coil fueroncrecidasnormalmenteen medio TY liquido o sólido

(Maniatis y cols., 1982): 1% triptona, 0.5% extracto de levadura, 0.5% NaC1. La

concentraciónde los antibióticosusadosfue: 15 ng/ml de Tc y 125 pg/ml de Ap. Durante j
la infecciónde los cultivos conel bacteriófagoR408, parala obtencióndessDNA, aquellos

j

J
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se crecieron el medio TYP (Promega):1.6% bacto-triptona,1.6% extracto de levadura,

I 0.5%NaCI, 0.25% K2HPO4. Parala puestaen competenciay transformaciónde las estirpes

de E. coil se utilizaron los medios Penassay(Antibiotic-Medium no 3, Difeo) y SOR

I (Hanahan,1983): 2% bacto triptona, 0.5% extractode levadura, 10 mM NaC1, 2.5 mM

KC1, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4. En la recuperaciónde las células tras la

I electroporacién,seutilizó el medio SOC (Bio-Rad): medio SOB suplementadocon 20 mM

glucosa.Paraseleccionarlas células con el factor F, los cultivos de E. coli JM1O9 se

U crecieronen medio mínimo M9 (Miller, 1972): 42.3 mM Na,11P04,22 mM KH2PO4, 8.5

mM NaCL y 18.7 mM NH4CL; ajustadosa pH 7.4 y esterilizadospor separadodel restode

3 los componentes:0.1 mM CaCI2, 2 mM MgSO4 y 0.2% glucosa. En este caso, se

suplementócon tiamina 1 mM.

4.4. Medios de cultivo de S. aureus

¡ Los cultivos de S. aureus secrecieronnormalmenteen medio líquido Brain-Heart

(Difeo). Parala puestaen competenciay recuperaciónde las célulastras la electroporación,

U se usóel medio CY (1% hidrolizadoácido de caseína,1% extractode levaduray 0.5%

glucosa)complementadocon 60 mM glicerofosfato(GP). Parael crecimientoen placa se

I empleó el medio sólido GL (0.3% hidrolizado enzimático de caseína,0.3% extracto de

levadura,0.6% NaCí, 0.33% lactatosádico,0.1% glicerol, ajustadosa pH 7.8 y 0.75%

I Bacw-Agar). Cuandofue necesariosesuplementécon Te 10 pg/ml o Em 5 ng/ml.

3. PRODUCTOS COMERCIALES

Los enzimasde restricción,el fragmentoKlenowde la DNA polimerasa1 de E. colE,

¡ la ligasadel fago T4, la fosfatasaalcalinade intestino de ternera, la polinucleótidoquinasa

U
del fago T4 (T4 PNK), la RNasina(enzimainhibidor de RNasas)y la nucleasaBAL31

fueron suministradospor las firmas comerciales: New England Biolabs, Boehringer-

U
Mannheimy Amersham.PharmaciaLKB y Promegasuministraronla DNA polimerasadel

fago T7 y la DNA polimerasadel fagoT4, respectivamente.La Taq DNA polimerasafue

U compradaa BoheringerMannheim.Otras protefnasutilizadas, suministradaspor Sigma,

fueron: proteinasaK, RNasaA, lisozima, lisostafina y seroalbúminabovina (BSA). La

proteínaSSB (3.2 mg/mí) fue de United StatesBiochemicalCorporation
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Los componentesde los mediosde cultivo seobtuvierondeProbus,Merck y Difeo.

De Sigma se adquirieron:Cm, Te, Em, DTT, tRNA de E. col!, DNA de timo de terneray

X-GaI. Boehringer-Mannheimsuministré:Ap, IPTG,poli(dIdC), el kit dePCRy los rNTPs J
y dNTPsno radiactivos.Pharmacia,el SephadexG-50 y el kit desecuenciaciónde la DNA

polimerasadel fago T7. La agarosa,acrilamida, bisacrilamida,TEMED y SDS fueron

suministradosporBio-Rad. Parala mutagénesisseutilizó el kit de mutagénesisdirigida de

Promega,paraaislarfragmentosde DNA de gelesde agarosaseusaronlos kits’dGenec1ean~

y “MERmaid’ de RIO 101 Inc. y parala determinaciónde la concentracióndeproteínas,el

jmétodoECA dePierce.El f3ME fue de lacasaEastman-Kodak,el PSA deBRL, la heparina

de LaboratoriosLEO S.A, el Na-DOC de Difeo, el EDTA, cloroformo, fenol, etanol,

Jformamida, Tris, DMSO y TCA de Merck. Los filtros de nitrocelulosaBA85 para la

transferenciadeDNA fueron suministradospor Schleicher& Schuelly los filtros de diálisis

por Millipore. Los nucleótidos radiactivos se comprarona AmershamInternacional. El

material fotográfico utilizado fue, películasT-55 de Polaroid y películasX-Omat S para

autorradiograffasde Kodak. Las pantallas amplificadoras empleadas fueron Cronex

Lightningplus de la casaDupont.

MiETODOS

1. CRECIMIENTO Y CONSERVACIÓN DE LAS ESTIRPES BACTERIANAS J
La temperaturade incubaciónfue de 37 oc paratodaslas estirpesutilizadas.ParaS.

pneumoniaeseemplearoncondicionesmicroaerófilasdecrecimiento,tantoen mediolíquido

como en placas.En el primer casoseutilizaron bañostermostatizadossin agitacióny en el

segundo, se cubrid la capa basal del medio de cultivo conteniendolas células de j
pneumococoscon una ligera capade medio máslaica. El crecimientode las estirpesdeB.

subtilis y E. cok en.medio líquido, se realizóen bañoscon agitaciónvigorosa.En estostres J
casos,el crecimientose siguiópor turbidimetrfa, midiendola absorbanciade los cultivos a

longitudes de onda de 650, 550, 600 nm, respectivamente.Para ello, se empleéun 4
espectrofotómetroBausch& Lomb, modelo Spectronic20. El crecimiento de S. aureus

tambiénserealizó con agitaciónvigorosa,pero semonitorizépornefelometríacon un filtro si
de color verde o por turbidimetrfa a 600 nm. El cultivo de estos últimos organismosen

J
medio sólido sehizo en superficie sobreplacasdepetri con TY-agaro GL-agar. Todaslas

J
1]
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estipesfueronconservadasa -700C. Antesdesercongelados,seagregóun 10% deglicerol

a los cultivos de S. pneumoniae,E. colí y S. aureusy semantuvieron10 mm a 37 0C. Au las célulasde B. subtills se les añadióDMSO al 5% y secongelaronrápidamenteen una

mezclade nievecarbónicay etanol.

2. TRANSFORMACIÓNDE CÉLULAS COMPETENTESE Parala preparaciónde células competentesde S. pneunioniaese empléóel método

I descritopor Lacks (1966). Para la transformación,el cultivo competentedebediluirse 20

vecesen AGCH suplementadocon 0.2%de sacarosay 0.001%de CaCl
2e incubarse20 mm

3 a 30
0C. A continuación,seañadeel DNA (0.25~g de DNA plasmfdicQessuficientepara

conseguirla saturaci6ndc 1 ml de estascélulas) y se incuba 40 mm más. Paraque el

3 marcadorde selecciónseexprese,semantieneel cultivo durante90 miii a 37 0C antesde

procedera la siembraen placa para seleccionarlos transformantes.Para la puestaen

I competenciay transformaci6nde células de B. subtilis MB1 1 sesiguió el método descrito

porYoungy Wilson (1972).Las célulascompetentessedescongelaronrápidamente(a 37 0C)

U y sediluyeron 100 vecesen el medio correspondienteantesdeagregarel DNA (0.5 sg).

Seguidamente,se incubarondurante90 mm a 37 0C con fuerteaereacién,parapermitir la

¡ expresiónfentfpicade los marcadoresde selección.Paraprepararcélulascompetentesde E.

coil sesiguieronlos métodosde Hanahan(flanahan,1983)y Kushner(Kushner,1978).S6lo

3 en el primer caso las células competentesse pudieron almacenara -70, “C. En varias

oportunidades,las célulasde E. coil fueron transformadaspor electropofaciónsiguiendoel

3 métododescritopor Dower (Dower y cois., 1988)y utilizando el “Gene Pulse?’acoplado

al “Pulse controller” de Bio-Rad. Las condicionesempleadasfueron las siguientes:25 gF,

2.5 kV y 200 U. Las células de £ aureus se electro-transformaronde la misma forma,

utilizando cantidadesde DNA entre 10 y 500 ng/ensayo.Las células competentesde

U estafilococosseprepararonde la siguientemanera.Se inocularon200 mi, de medio GY-GP

con 2 ml de un cultivo crecido todala noche.Cuandoel nuevocultivo alcanzóuna A
6(1)() =

I 0.6, secentrifugóa 4 <‘C durante15 mlii a4000xg. Las célulasseresuspendieronen tampón

E
A (7 mM Hepes pH 7.4, 272 mM sacarosa).Tras otra centrifugación, las células se

resuspendieronen 2.4 ml del mismo tampóny sedividieron en alícuotasde 0.16 mi, las

cualesse congelarona -70 oc hastaser utilizadas.Una vez electroporadas,las célulasse

¡ diluyeron en 1 ml de medio GY-GP y seextendieronen placas50 - 200 yl en GL-agar
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conteniendoel antibiótico parala selecciónde transformantes.

3. PREPARACIONESDE DNA J
3.1. Extractoscrudoscelulares 2

Se realizaronextractoscrudosde las diferentesestirpesbacterianasparaanalizarsu

contenidoplasmídico.Dado que en estaspreparacionesno hay etapasde puaficacióndel J
DNA del plásmido, apareceademásel contenidocromosémicode las bacterias.ParaS. u
pneumoniae,seempleóel métodode Stassiy cois. (1981).Se centrifugaron1.5 ml de un
cultivo crecido a DO650 = 0.4 y se resuspendieronen 100 ¡ti de solución de lisis (25%

sacarosa,0.15 M citrato tris6dico, 0.01% SDS, 0.1% Na-DOC, 25 gg/ml RNasaA). Se

incubé 10 mm a 30 oc y seañadióSDS hastauna concentraciónfinal de 1 %. Los usados j
celulares se agitaron vigorosamentedurante3 mm y se sometieron a cuatro ciclos de
congelacióna -70 oc (nieve carbónica/etanol)y descongelaciéna 37

0C, con el fin de

disminuir su viscocidadpor rotura del DNA cromosómico.Se añadióproteinasaK a una

concentraciónfinal de 200 pg/ml y se dejóactuara temperaturaambientedurante20 mm.

Finalmente,seagregaron50 ¡¡1 del colorantedecargaCEC 3x (0.02%azul de bromofenol,

50% glicerol, 2.5 mM EDTA) paravisualizarlas muestrasdurantelacorridaelectroforética

y facilitar la carga del gel. ParaB. sublilis las células se resuspendieronen 100 ¡ti de

soluciónde lisis (5 mg/ml lisozima, 25% sacarosa,O.1M NaCL, 50 mM Tris-HC1 pH 8.0,

0.5 ,ag/gl RNasaA) y secontinuéigual queen el casoanterior. ParaS. aureus, la solución

de lisis empleadacontiene:20 mM Tris-HCI pH 7.0, 10 mM EDTA, 100 mM NaC1, 20%

sacarosay 50 ~g/m1(100u/mi) delisostafina.En estecaso,los cultivos serecogierona una

DO
6m = 0.6. J

3.2. Preparacionesde pMsmidos

La preparaciónde DNA plasmídico de E. coil a pequeñaescalase llevó a cabo

siguiendoel métododescritopor Bimboim y Doly (1979), basadoen la desnaturalización

alcalinay posteriorprecipitacióndel DNA cromosémico.En el casode S. pneumoniaese

siguió el mismo métodoincluyendolas modificacionesdescritasen Stassiy cois. (1981).En

variasocasiones,seempleóparaE. coY el métodode lisis alcalinadescritopor le Gouill y

cois. (1994),dadoque setrata de un sistemamássencillo y rápido. Parala preparacióna

2
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gran escalade DNA plasmfdico de amboshuéspedes,se utilizó el método descritopor

I Currier y Nester(1976),basadoen la separ~ci6nmediantedosgradientessucesivosde CsCI

del DNA de interés.Paracalcularla concentracióndel DNA semidió la absorbanciade las

¡ muestrasa 258 nm, teniendoen cuentaque un valor de absorbanciaigual a 1 corresponde

a 50 ~g/m1dedsDNA.

4. MANIPULACIÓN ENZIMÁTICA DEL DNA

3 El tratamientodel DNA con enzimasde restricción se realizó en las condiciones

aconsejadaspor la casa comercial suministradora.Las condicionesde digestión con la

I nucleasaBAL3 1 (cantidadde enzimay tiempo de digestión) se calcularonen función del

númerodeparesde basesde cadaextremodel DNA que interesabadigerir. Para4 pg de

3 DNA se empleó una unidad enzimáticaen un volumen de 100 gl conteniendoel tampón

especificadopor la casaproveedora.La mezclade reacciónseincubéa 30 oc y setomaron

3 alícuotasa distintos tiempos (entre 1 y 15 mm) a las que se les agregó EGTA a una

concentraciónde 40 mM parapararla reacción.El DNA digeridosefertilizó y precipitó y

U serecircularizómediantela accióndel fragmentoKlenow de laDNA polimerasa1 deE. cok

(Po1IK) y de la DNA ligasadel fago T4. Ambos procedimientossesiguieronteniendoen

3 cuentalas indicacionesde la casasuministradoradel enzimay las descritaspor Sambrook

y cois. (1989).

5. ELECTROFORESIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS

3 Parala electroforesisdel DNA en gelesdeagarosaseutilizaron geleshorizontalesa

una concentraciónvariable entre 0.7 y 1.2%, dependiendodel parámetroa analizar

(separaciénde las distintas formasplasmfdicaso separaciónde fragment¿sdeDNA). Sólo

seempleóunaconcentraciónmayor (2.5%)parasepararfragmentosde pequeñotamaño(ver

U másadelante).La agarosasedisolvió, porcalentamiento,en tampónde electroforesisTAE

U
(40 mM Tris basepH 8.0, 20 mM ácidoacético,2 mM EDTA) o TBE ‘(89 mM Tris base

pH 8.3, 89 mM ácido bórico, 2.5 mM EDTA). A las muestrasseles agregótampón de

I cargaBXGE (0.025%BFB, 0.025%xilencianol, 6% glicerol, 1 mM EDTA) o CEC lx. La

electroforesisse realizó a voltaje constrante.Las dimensionesde los geles, así como la

duraciónde la electroforesisy las condicionesde voltaje vanaronsegúnlas característicasE del DNA a analizar.Los gelessetiñeronen el mismotampónutilizado parala electroforesis
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conteniendobromurode etidio (EtBr) a unaconcentraciónfinal de 0.5~g/m1durante30 mm j
y el DNA seobservémedianteluz ultravioleta(11v) en un transiluminadordeondalarga(360

nm) o deondacorta (254 nm). En algunoscasos,el EtBr seincluyó en el tampóny enel gel J
de agarosa,obteniéndoseasí la tinción del DNA durantela electroforesis.

En las experimentosde retardoen gel, la electroforesisde los fragmentospequeños

de DNA monocatenariose realizó en geles verticales de poliacrilamida (PAA; 40% J
acrilamida:1% bisacrilamida)al 3.5% en tampónTAE, polimerizadocon 0.05% TEMED

y 0.1 persulfatoamónico (PSA). Se utilizaron cubetas“Mini-protean’ de Bio-Rad y las

dimensionesde los gelesfueron: 8.4 cm deancho,7.2 cm de largoy 0.75 mm deespesor.

Parasecuenciación,asícomopara determinarel extremo5’ de la cadenacomplementada

plasmídicay para identificar los productosde las reaccionesde transcripciónlii vitro, se

usarongelesde PAA (38% acrilamida 2% bisacrilamida)con 8 M urea. En los primeros

dosexperimentosel gel sehizo al 6 u 8%. En el último caso, se hizo al 15%.El tampón

utilizado fue TBE. Las dimensionesde los geles fueron 36 cm de ancho,40 cm de largo y

0.35 mm de espesor.Las muestrasfueron resuspendidasen tampón de cargaBXF (80%

formamidadesionizada,10 mM NaOH, 0.1% BFB, 0.1% xilencianol, lmM EDIA) y se

desnaturalizaronporcalordurante3 mm a 90 0C, enfriándolasrápidamentea4 oc antesde J
sercargadasen el gel. En estoscasossellevó a cabounapre-electroforesisa 1700V durante

1 h. La electroforesisserealizóa un voltajeconstantedc 1800o 2000 V. J

6. ELUCIÓN Y PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA
Parala construcciónde plásmidosrecombinantes,se extrajeronlos fragmentosde

DNA correspondientesde gelesdeagarosautilizandoel método ‘Geneclean”,siguiendolas

instruccionesde sus fabricantes.Parapurificar los fragmentosssDNA procedentesde las

reaccionesdePCRseempleóel sistema ‘MERmaid” Paraello, sesometieronlos productos J
de dichasreaccionesa electroforesisen gelespreparativosde agarosa(suministradacon el

kit) al 2.5% y seprocediósegúnlas instruccionesde la casacomercial.La concentraciónde

estosfragmentossecalculémidiendola absorbanciade las muestrasa 258 nm y teniendoen

cuentaqueuna A
258 = 1 correspondea 33 ~g/m1de ssDNA.

2
J
2
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7. SECUENCIACIÓN DEL DNA

La mayoríade las construccionesy todaslas mutacionesrealizadasen el ssoAdelu
plásmidopMV158 seanalizaronsecuenciandola zonaafectadadel DNA. Paraello sesiguió

I el métodode Sanger(Sangery cols.,1977),utilizando el kit comercialdePharmaciaLKB

con la DNA polinierasadel fago T7 y [a- 32P] dCTP. Se usaronaproxinSadamente2 p¿g de

¡ DNA molde en cadacaso y una relación cebador:molde de 10:1. ~l oligonucleótido

empleadofue 5’-GGTATCATCCACTCAAG-3’. El mismo aligo se utilizó pan secuenciar

los productosssDNA procedentesde las reaccionesde PCR. Estos Ultimos se analizaron

mediantesecuenciaciónautomática.

8. DETERMINACIÓN DEL NÚMERO DE COPIAS PLASMiÍDICO
El número de copias de los plásmidos utilizados en este trabajo se determiné

siguiendoel métododescritoporProjany cois. (1983),con las modificacionesrealizadaspor

I del Solar y Espinosa(1992).Se prepararonextractoscelularesa partir de los cultivos cuyo

contenidoplasmídico se quedaanalizar. El DNA presenteen cada muestrase separé

I medianteelectroforesisen gelesde agarosaal 0.7 o 0.8% en tampón TAE a 2.5 V/ern

durante14 h. Los gelesteñidoscon 0.5 ~g/m1de EtBr se iluminaroncon luz uy de onda

3 corta(254nm) y setomaronvariasfotografíascon distintostiemposdeexposición,utilizando

películasT-55 dePolaroid.La cuantificacióndensitométricade las bandasdeDNA serealizó

I sobrelos negativosde las fotos utilizanddunasvecesel d~ensit6metroLKB Ultroscan2202

acopladoa un ordenadorApple II, y másrecientemente,un densitémetro400, usandoel

I programaImageQuant(Molecular Dynamics). El númerode copiasde cadaplásmido se

calculóen relaciónaldepLSl, cuyovaloren cadahuéspedsehabíadeterminadopormarcaje

I de DNA total in vivo (del Solar, 1991). Dadoqueel grupoplanardel EtBr se intercalaen

mayorgrado en las formaslinearesy circularesabiertas(oc) del plásmido, que en formas

¡ circularescovalentementecenadas(ccc), fue necesarioaplicar un factordecorrecciónen el

I
cálculodel númerode moléculasdeplásmidoporequivalentecromosómico(N). Estefactor

de correcciónfue estimadopor Projany cols. (1983)en 1.36. De estamanera,el valor de

N secalculéa partir de la siguienteecuación:

N=j~p
1+ L3óDpfl XMc

Dc X Mp

u
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donde: Dp1 y Dp2 son los valores determinadospor densitometríapara las bandas J
correspondientesa las formas oc y ccc del plásmido; Mc es el tamaño del DNA

mi
cromosámico,estimadoen 3 x 106 pb paralas especiesbacterianasen estudio (Lacks y
cois., 1986); Dc esel valor determinadopordensitometrfaparala bandacorrespondienteal J
DNA cromosémicoy Mp esel tamañodel DNA plasmfdicoen pb.

9. TEST DE ESTABILIDAD PLASMÍDICA

Parael estudiode la estabilidadsegregacionalde los plásmidospMV158 y derivados

de éste,en distintoshuéspedes,seprocediósegúnel métododescritopor del Solar y cols.

(1987a). Se prepararoncultivos de las estirpesqueconteníanlos plásmidosen estudio,en j
medio liquido selectivo,y secrecieronhastauna DO de 0.4. Estosfueron consideradosla

generaciónde partida (g = O). A continuación,los cultivos fueron diluidos sucesivamente

en una proporci6n 1:1023 en medio líquido sin antibiótico, y se crecieronhastaaltanzar

nuevamenteuna DO de 0.4. El númerode generacionestranscurridasentreuna dilución y

la anterioresde 10. Se tomaronmuestrasde cadauno de estoscultivos y seplaquearonen

medio sólido con y sin presi6nde selección.Medianterecuentodecoloniassedeterminéel

porcentajede células con plásmido cada 10 generacionesde crecimientode la bacteria

huésped.La tasaexperimentalde pérdidadel plásmido por célula y generación(Lex) se

calculó a partir de la siguienteecuación:

Lex = 1 -

siendoP0, la frecuenciainicial de célulascon plásnildo y P, la frecuenciade células con

plásmidotras crecerel cultivo duranten generacionessin presiónde selección. J
10. MU¶UAGÉNESIS DIRIGIDA J

Parala sustituciónde nucleótidosen la secuenciadel ssoAde pMV158 seempleóel

sistemade mutagénesisdirigida in vitro de Promega.Con el kit se suministréel fagémido J
pALTER-1 que contieneel oh del fago fi, un sitio de multiclonado y das genesde

resistenciaa antibióticos, tet (paraTc) y Ha (paraAp). El segundode estosgenesha sido

inactivadomediantela modificaciónpuntualde su secuencia.Estesistemasebasaen primer

J
lugar, en conseguiraislar ssDNA procedentede un fagémido recombinantederivadode

J

-I
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pALTER-1 quecontengainsertadoel fragmentode DNA quesedeseamodificar. En nuestro

3 caso,sedonéel fragmentoEcoRI - PstI conteniendola región ssoAdepMV15S, en el sitio

de multicloriado del vector incluido en el gen laeZ. El productode estegen es capazde

3 degradarel compuestoX-Galconfiriéndolecomoconsecuenciade la reacciónunacoloración

azul caracterfsticaa la bacteriahuésped,en un medio que contengaIPTO. Los fagémidos

reconibinantesquellevasenel insertodepLS1 veríanalteradala expresióndel genlacZ y por1 /lo tantoel clon bacterianoaparecerádecolorblancoen la mismapreparación.Comoademás

I pALTER- 1 poseeun determinantede resistenciaaTe, la selecciónde los recombinantesse

realizó en placasque también conteníanesteantibiótico. Los oligos con cadauna de las

I mutaciones(Tabla 6) seanillaron por separadoal ssDNA moldejunto con un oligo que

restaurala Apt en la hebra mutantedurantela reacciónde mutagénesis.Esta hebra se

I sintetizó usandola DNA polimerasay la DNA ligasadel fago T4. Á continuación,se

realizarondos rondassucesivasde transformación:primero,seutilizó unaestimede E. cok

3 deficienteen el sistemade reparaciónde apareamientoserróneosde bases(BMH71-lSmutS),

la cual suprimein vivo la reparacióndel errormutagénicointroducido en’el gen ¿‘la y en el

U fragmentodeDNA plasmídico.Despuésserealizó unasegundarondade transformaciónen

laestirpeJM1O9, paraasegurarla segregaciónde los recombinantesqueposeanla mutación

I deseada.La seleccióndelos mismosserealizóen mediosdecultivo con Ap 125 j¿g/ml. Sólo

puedencrecerlas coloniasquecontienenel fagémido recombinantecon el gen Hareparado

3 y por lo tanto, en los casosdondehayatenido lugar la hibridacióndel oligo reparadorcon

el ssDNA. Dado que se usa una cantidad en moléculascinca veces mayor del oligo

U mutagénicaquedel oligo reparadorparala reacciónde anillamiento,la probabilidaddeque

se haya anillado el primerocuandotambién lo ha hechoel segundo,es muy alta. Por lo

1 tanto, la probabilidaddequelos fagémidosApT contenganla mutacióndeseadaserátambién

muy alta. En todos las casos,la presenciade dichasmutacionessehan verificadomedianteu
secuenciacióndel DNA.

El procedimientoparaaislarssDNA delrecombinanteseexplicarámásadelante.Para

las reaccionesde anillamiento se emplearon0.2 pmoles de ssDNA, ‘1 pmol del oligou
reparadordel gen bla y 5 pmolesdel aligo mutagénico.Ambos oligos fueron fosforilados
previamenteparaaumentarla eficienciade ligación durantela sfntesisiii vitro de la cadena

complementaria.El DNA de cada recombinantese extrajo de los clones seleccionados
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siguiendoel métodode Birnboim y Doly (1979).

11. MARCAJE RADIACTIVO DEL DNA J

11.1. Preparacióndesondasradiactivas

Para la preparaciónde sondas de pLSl y pE194 marcadas radiactivamente,se
1~

procediósegúnel métododescritoporFeinbergy Vogeistein(1983),basadoen el marcaje

al azar del DNA mediantela extensiónde cebadoreshexanucleotídicos.Paraello, se jdesnaturaliz61~g de DNA plasmídicopor calentamiento(10 mm, 95 0C) y se enfrié

rápidamente.La reacciónsellevó acaboen 20 pl, en presenciade 50 mM Tris-HCL pH 7.2,

10 mM MgCl
2, 0.1 mM DTE (ditiocritritol), 0.2 mg/ml BSA, 20 jxCi de [a- 321~] dCTP

(actividadespecíficade 5000 Ci/mmol), mezclade los restantesdNTPsfríosa 75 ~M, 2.2 J
~g de hexanucleátidoscebador¿sy 1 u de Pol 1K. La mezclaseincubédurante2 h a 37 “C,

y la reacciónseparépor adición de 20 mM EDTA y 8 ¡xg deDNA de timo de ternera.El

isótoporadiactivono incorporadoal DNA seeliminé pasandola muestrapor una columna

de 1 ml de Sephadex0-50 equilibradaen TE (10:1). Antes de usarlas, las sondasse

hirvieron durante5 mm, seguidasde un enfriamientorápido en hielo.

11.2. Marcajedel extremo5’ de ssDNA

Los fragmentosssDNA utilizadosen los experimentosdemigraciónretardadaen geles

de PAA como consecuenciade la unión de la RNAP, se marcaron en su extremo 5’

siguiendoel procedimientodescritopor Sambrooky cois. (1989).Paraello, se mezclaron

6 unidadesdeT4 PNK, 1 pinol de SsDNA de 313 ¡it y 20 pCi de [y-
32P] dATP (actividad

específicade5000Ci/mmol) en el tampónsuministradocon el enzima,incubándose30 mm J
a 37 0C. Parala eliminacióndel nucleótidoradiactivono incorporado,la mezclasetratócon

fenol:cloroformo(1:1, y/y) y el DNA seprecipitécon 3 M acetatoamónocoy 3 volúmenes J
deetanolabsoluto,seguidoporun lavadocon etanolal 80%. Paraaumentarlos nivelesde

precipitacióndel DNA en estascondiciones,dadoquesehabíapartidodeunacantidadmuy J
bajadel mismo, seempleópoli(dIdC) como “carrier” en dicho proceso.

12. DETECCIÓN DE FORMAS ssDNA PLASMÁIMCAS ACUMULADAS IN VIVO

Para la detecciónde las formas ssDNA de plásmidoscontenidosen las estirpesS. j

J
2
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pneumoniae708, B. subtilisMBL 1 y 8. aureusRN4220seprocediósegúnel métododescrito

I por te Riele y cols. (1986). En primer lugar serealizaronextractoscrudosde célulasque

conteníanlos plásmidosa estudiar.Las muestrassesometierona electroforesisen gelesde

E agarosa0.7% empleándoseel tampónIBE con 0.5 ~g/m1de EtBr. Se midió la distancia

desdelos pocillos del gel de las distintasbandasdel DNA plasmfdicotras serfotografiado

M e irradiado con luz uy (254 nm). A continuaciónse transfirió el DNA a un filtro de

nitrocelulosasiguiendobásicamenteel métododescritopor Southem(1975). dependiendo

I de la finalidad del experimento,cl DNA de los geles fue o no desnaturalizadopreviamente

a su transferencia.El tratamientodesnaturalizanteincluye la hidrólisisparcialdel DNA con

I HC1 0.12Me incubacionessucesivasdelgel en las solucionesSoalc1(0.5M NaO}I, 1.5 M

NaCL) y Soak II (3M NaCL, 0.5 M Tris-HCL pH 7.2). Esta ditima solución tiene efecto

I neutralizantey fue la única empleadapara el tratamientode geles en condiciones no

desnaturalizantes.En el primer caso, se transferirá tanto el DNA bicatenario como3 monocatenario,mientrasqueen el segundocasosólo setransferiráel ssDNApresenteen el

gel. La transferenciadel DNA de cadagela filtros denitrocelulosaserealitópor capilaridad

I utilizado la solución SSC 10 vecesconcentrada(1.5 M NaCí, 0.15 M citrato trisódico).Al

cabode 14 h, el filtro fue secadoa 37 0C y el DNA sefijó al mismo durante2 li a so 0C.

I Antesde serhibridadoscon la sondaradiactivacorrespondiente,los filtros seprehibridaron

en un tampón conteniendo50% formamida,5 mM EDTA, 0.9 M NaC1, 48 mM fosfato

I sádicopH 6.8, 0.1% SDS, 100 sg/mlDNA de timo de terneradesnaturalizadoy solución

Denhart’s lx ~reparada segúnManiatis y cois., 1982) durante2 h. Parala hibridaciónse

agregóa estetampón,la sondapreviamentedesnaturalizadapor calentamientoy seincubé

14 h a 37 0C. Tras el lavado y secado de Los filtros, se expusieron a películas

I autorradiográficas.La radiactividadpresenteen las bandasde ss y dsDNA de cadaplásmido

se cuantificó directamentede los filtros hibridadosutilizando el equipo Phosphorlmager

U asociadoal programade análisisImageQuant(Molecular Dynamícs).A partir de los valores

I
obtenidos,secalculéla relaciónss/dsDNAen cadacaso,teniendoen cuentaqueel valor de

radiactividadincorporadaa las bandasdsDNA esel doblequela registradaparael ssDNA

I
(por tratarsede dos hebrasde DNA por copia plasmídica).Este factor de correcciónse

incluyó en todas los cálculosrealizados.

Cuandointeresócuantificar la cantidadde SSDNA acumuladaal agregarrifampicina
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y/o eritromicina, se emplearoncultivos de Spneumoniae708 conteniendoel plásmidoen J
estudio,crecidosa una DO de 0.4. Los antibióticos seañadierona una concentraciónfinal

Mi

de 100 ~¿g/mly el procedimientode detecciónde formasssDNA y cuantificaciónrespecto
a las formasdsDNA serealizóde la mismaforma anterior.

13. OBTENCIÓN DE ssDNA CIRCULAR

Para aislar el ssDNA generadopor los fagémidos recombinantesderivados de

pALTER-1 construidosen estetrabajo,queseemplearonen los experimentosde mutagénesis

dirigida y de replicación in viero, se procediósegún las indicacionesdadas en el 1<11 de

mutagénesisempleado.Un cultivo de E. coil JM1O9 conteniendoel recombinantedeinterés,

crecidoen medioTYP suplementadocon Te (15 ~g/m1),seinfectó con el fago R408, usando

una multiplicidadde infección (m.o.i, númerode partfculasdel fago/célula)de 10. Estefago

suministralas proteínasnecesariasparaquepuedagenerarseel ssDNA a partir del oh de fi

presenteen el fagémido,y parasu encapsidación.Las partículasdel fago y del recombinante J
salena travésde las células, quedándoseen el sobrenadantedespuésque éstashayan sido

centrifugadas.Dado que R408 sólo puedeinfectar células que contenganel factor F’, se J
seleccionaroninicialmentelos clonesbacterianosque, además,no hubiesenperdido dicho

factordurantelas etapasanterioresde crecimiento.Paraello, se sembraronplacascon un

inóculo de estasbacteriasen medio mfnimo M9 suplementadocon tiamina 1 mM y Tc.

Como la estime JM1O9 es auxotróficapara prolina, se seleccionaronlos clones que al J
contenerel factorF’, poseenla información genéticaparala síntesisde la misma. El DNA

fágicojunto conel DNA del fagémidorecombinanteseobtuvosiguiendolas indicacionesde

Maniatisy coN. (1982). La precipitaciónde las partfculasencapsidadasserealizóañadiendo

200 pl de una soluciónquelleva 20% PEG y 2.5 M NaC1 a 1.2 ml cadasobrenadante.Las J
proteínas de la cápside se eliminaron tras sucesivas extracciones con fenol y

fenol:cloroformo.El DNA resultanteseprecipitécon 0.1 volúmenesde acetatopotásico3M J
pH 4.8 y 2 volúmenesde etanolabsoluto.A continuaciónse lavécon etanolal 70%.

J
14. PREPARACIÓN DE EXTRACTOS LIBRES DE CÉLULAS

J
14.1 Extractosde S. aureus

Los extractosacelularesde estafilococospara los ensayosde replicación in vitro a J

J

-I



Materiales y Métodos 63

partirdessDNA serealizaroncon laestirpeS. aureusRN4220,siguiendoel métododescrito

¡ por Birch y Khan (1992). Un litro de medio Brain-Heart se inoculé con 2 ml de un cultivo

de estabacteriacrecidodurantela noche.El nuevocultivo secreció a 37 0C con agitación

U (250rpm) hastaquesealcanzóuna turbidimetrfade 350 con el sistemade medidautilizado

por los autores (aproximadamenteuna DO
6~ = 0.6). Las células se recogieron por

3 centrifugacióna 5000 rpm, durante10 mm, a 4 oc en el rotor GS3 (Beckman),se lavaron

— con tampónTEG (25 mM Tris-HCI, 5 mM EGTA) y seresuspendieronen 4 ml del mismo

tampón. La suspensiónse trasvasóa tubos de policarbonátodel rotor SW41, las cualesse

congelaron inmediatamenteen nieve carbónicay se mantuvieron así durante 10 mm,

3 descongelándosea continuación,a 15
0C. Se añadióKC1 a una concentraciónfinal de 150

mM y serepitió unasegundarondade congelación/descongelación.La 1i~is celularsellevó

E a caboagregando0.2 mg/ml (400u/ml) de lisostafinadisueltaa lmg/ml en TEG y dejando

actuaral enzimadurante45 mm en hielo. Se repitió una terceraronda de congelacióny

descongelaciéna is oc y secentrifugóen rotor basculanteSW41 previamenteenfriadoa4

0C, durante30 mm a 33,000rpm, paraeliminar los restoscelulares.Semidió el volumen

I del sobrenadantey setransfirióa un vasode Bohemiade 25 ml. A partir de estemomento

setrabajó en una cámaraclimatizadaa 4 0C. Paraprecipitarel DNA cromosémicode la

I preparación,se agregó, gota a gota, 0.1 volúmenesde una solución de sulfato de

estreptomicinapreparadaal 30% en aguadestilada,mientrasseagitabacon un pequeñoimán

U sometidoa una fuentemagnética.La agitaciónsecontinué30 mm más. Seguidamente,se

centrifugódurante10 mm a 13,000rpm en un rotor SS-34 enfriadoa 4 0C. Se decantóel

I sobrenadanteen otro vasode Bohemiadc 25 ml y seañadiómuy lentamente0.472g/ml de

sulfatoamónico,agitandodela mismaformaanterior.Deestamaneraseconsigueprecipitar

U aproximadamenteun 70% dc las proteínaspresentesen la preparación.Secentrifug615 mm

en lascondicionesanterioresy el precipitadodeprotefnasseresuspendióen 1 ml de tampón

I TDE (10 mM Tris-HC1 pH 8.0, 1 mM EDTA, 100 mM KCL, 1 mM Dlii? y 10% etilén

I
glicol). La resuspensiénse dializó en una bolsa de diálisis durante 2 h en TEG. La

concentracióndc protefnasdel extractosedeterminómedianteel empleo del reactivoBCA

(Pierce).La concentracióndeproteínasfue de 60 mg/ml.

14.2. Extractosde S. pneumoniaeu Las estirpesempleadasen estecaso, fueron, S. pneumoniae708, S. pneumoniae
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MP547 y S. pneumoniaeMP5ÓO. Se creció en medioAGCH suplementadocon sacarosay J
extractode levadura(ver Materiales)un cultivo de cadabacteriahastauna DO650 = 0.4 (el

medio decultivo de la estirpeMPS6O contenía,además,1.5 gg/ml de Cm). Se inoculé con J
5 ml decadacultivo, 1 litro del mismo medio y a la DO anteriorsedetuvoel crecimiento

J
porenfriamientoen hielo. Las células serecogieronporcentrifugacióna 5000rpm durante
10 mm a 4 oc, se lavaroncon un tampón que contenfa50 mM Na2PO4pH 6.9, 1 mM J
EDTA, 5 mM EGTA y 0. 1 mM PMSF y seresuspendieronen 4 ml de la misihasolución.
Se transfirió la resuspencióna tubos de policarbonatoy tras una primera ronda de J
congelaciónen nievecarbónica/etanoly descongelacióna 15

0C, se añadióKC1 hastauna
concentraciónfinal de 150 mM. Después de una segundaronda de congelación y

descongelacién,las célulasse usaronagregando10 gg/ml (unas100 u/mi) deautolisinapum

(purificadaen el laboratoriodel Dr. R. López)e incubandola mezcla7 mm a 37 <‘C. El

procedimientoposteriorfue idéntico al descritoporBirch y Khan (1992) y desarrolladoen

el apanadoanterior. La concentraciónde proteinasobtenidafue de 55 mg/ml. J

15. REPLICACIÓN IN VITROA PARTIR DE ssDNA

Los ensayosde replicación in viti-o a partir de DNA monocatenariose realizaron

siguiendoel métododescritoporBirch y Khan(1992).Seemplearonbásicamentelas mismas

condiciones,tanto para el sistemade S. aureus como parael sistemade S. pneumoniae,

difiriendo solamenteen la naturalezadel extractousadoy en queen el primercasosemareé

el DNA con [a-32P]dATP y en el segundo,con [a-32P]dCTP. Las reaccionesserealizaron

en un volumen total de 30 ~l conteniendo150 ng de sSDNA, 3 ¡¿1 dc soluciónRM lOx [0.4

M Tris-HCI, 120 mM Mg(OAc)
2, 1 M KCI, 20 mM ATP, 5 mM decadarNTP (GTP, UTP,

CTP), 0.5 mM cAMP, 0.5 mM NAD, 0.5 mM de dCTP, dGTP y dATP 6 dCTP], 20 ~M

[a-
32P]dCTP 6 [a-32P]dATP (10 MCI) y la cantidadde extractoensayada.Las reacciones

seincubarona 32 oc y se pararoncon 30 >í1 de soluciónde parada(50 mM EDTA, 2% j
SDS, 25 gg/ml proteinasaK) y posteriorincubacióna 37 oc durante30 mm. El volumen

decadaensayoseelevéa 200 ¡tI con TE 10:1 y seagregó10 gg de tRNA como “carrier”

parala precipitacióndel DNA. Ladesproteinizaciéndelas muestras,serealizómediantedos

fenolizacionessucesivascon 200 pl de fenol:cloroformo.El DNA seprecipitécon 80 ~¿lde J
7.5 M acetatoamónicoy 2.5 volúmenesde etanolabsoluto, lavándoseposteriormentecon

etanolal 70%. Las muestrassesecaronal vacíodurante5 mm y se resuspendieronen el J

J

J
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tampón correspondientesegúnse fueraa tratar enzimáticamenteo a cargaren un gel de

¡ agarosao de secuencia.Cuandose cuantificó la radiactividad incorporadaal DNA, se

procedió según el método de precipitacióndiferencial con ácido tricloroacético (TCA)

descritoporSambrooky cols. (1989).

16. OBTENCIÓN DE FRAGMENTOS ssDNA
Paralos ensayosderetrasoen gel y de transcnpcloriin varo seemplearonfragmentos

I ssDNA con la secuenciaplasmídicaquesedeseabaestudiar.Estosfragmentosseobtuvieron

poramplificaciónasimétricamediantePCR(reacciónen cadenadela poliffierasa)dela hebra

U de DNA conteniendodicha secuencia.Paraello, se utilizó el kit de PCR de Boebringer

Mannheim y se procedió segúnsus instruccionesy manteniendouna relación de 50:0.5

I pmoles de los oligos, según la hebra de DNA que se deseaseamplificar. Los oligos

empleadosfueron:

¡ 1) 5’-TCAGCAAAATGACAAGATGCTAGG-3’

2) 5’ -TCATCCACTCAAGAC’flTI?GACGC-3’

3 La temperaturade fusión de los oligos, asícomoel diseñode los mismosde tal modo que

no hibridaranconotraszonasdel DNA molde, secalculó con el programaOLIGO (versión

I 3.4). Como molde se utilizaron aproximadamente10 ng de un fragmentode 1.2 kb del

U
plásmidocon la secuenciade interés.Se realizaron30 ciclosde 60 sega 94 0C, 60 sega 48

0C y 90 sega 720C, seguidospordos ciclos de 1 mlii a94 0C, i mm a 48 0C y 5 mlxi a

72 0C. Los productosdecadareacciónsesometieronaelectroforesisen un gel preparativo

I de agarosa2.5% y la bandade ssDNA sepurificó por el método “MERmaid’ (Bio 101,

USA). La concentraciónde cadamuestrasemidió espectrofotométricamente.

I
17. ENSAYOS DE RETRASOEN GEL

Los ensayosde unión de la RNAP de fi. subtilis a fragmentosssDNA de 313 nt

U obtenidosporel métodosanteriorserealizaronen un volumende 10 gl que contenían0.03

pmoles(30000 cpm) del fragmentossDNA marcadoen su extremo5’, 1 pg poli(dIdC), 1

I gg BSA, cantidadesvariables (9 - 64 ng) de RNAP (preincubadaen 25 mM Tris-HC1 pH

8.0, 1 mM EDTA, 7 mM ¡3ME, 50% gliceral, con la subunidado~ en cantidades saturantes)

U y el tamp6n de reacci6n B (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 200 mM NaCL, 90 mM sulfato

amónico, 10 mM MgCl
2, 4% sacarosa,1 mM DTT). La RNAP utilizada fuepurificada en
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el laboratoriode la Dra. M. Salassegúnseindicapor Menda(1996).Cadaensayoseincubé

a 4 0C durante10 mm y antesde sercargadoen un gel de PAA (40:1)3.5%, selealiadió

2 pl de glicerol al 30% sin colorantes.La electroforesisse llevó a cabo a 100V en una J
cámaraclimatizada a 4 0C. Los geleshúmedosse adsorbierona papelesde filtro y se

cubrieroncon film deplásticoparasu exposiciónautorradiográfica. J

18. ENSAYOS DE TRANSCRIPCIÓNIN VITRO

Les ensayosde síntesisiii vitro de pRNAs apartir de fragmentosSsDNA serealizaron

utilizandola RNAP de B. su/gilís. Cadareacciónse llevó a caboen 50 jtl totales.Primero,

se agregaron0.1 pmoles del fragmento ssDNA de 313 nt con la secuenciaen estudio

resuspendidosen 1 pl y 20 ¡ti de tampón B. La mezclasecalentédurante3 mm a 90 oc

y seenfrió lentamentehastaalcanzarla temperaturaambiente.A continuación,seañadió1

pmol de RNAP (1 ji1) y semantuvo5 mlii en hielo antesde agregar28 jd de tampón B

complementadocon 0.36 mM de ATP, CTP y fl’P, 5 jxg de heparina, 5 unidadesde

RNasinay 0.14 mM [a-32P]UTP (5 pCi). Cuandoseutilizó SSB de E. coli, seañadieron

28.5 pmolesde la misma y se incubécon el ssDNA molde durante20 mm a 30 0C. Las

reaccionesse incubaron10 mm a 37 oc y separaroncon EDIA a una concentraci6nfinal

de 10 mM. Los ácidosnucleicosseprecipitaroncon 0.1 volúmenesde acetatopotásico3 M

pH 4.8 y 2.5 volúmenesde etanol, empleandotRNA como “carrier’. Las muestrasse

secaronal vacíodurante3 mm, seresuspendieronen 6 ~l detampóndecarga,secalentaron

a 90 oc durante3 mm y sesometierona electroforesisen un gel de 15% PAA-8 M urea.

19. PROGRAMAS INFORMÁTICOS

Se utilizaron los programasDNASTAR para las comparacionesde secuenciasde j
DNA. Lasprediccionesde plegamientodeDNA se realizaroncon los programasPCFOLD

y MOLECULE, desarrolladosporM. Zuckery porJ.R. Thompson,respectivamente.Para j
todas las cuantificacionesrealizadasa partir de imágenesse usó el programaImageQuant

(MolecularDynamics)y para elecciónde oligospara PCRseempleóel programaOLIGO

(versión3.4).

J
j
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1. DEFINICIÓN DEL ssoADE pMYl58

Como se comentéen la Introducción, es necesario que en los plásmidos con

I replicaciónRC existauna etapade conversiónde los intermediariosssDNA a dsDNA para

quesecompletesu procesoreplícativo(síntesisde la cadenaretrasada).Estaetaparequiere

U la presenciadeunaseñalqueactúecomoorigendereplicacióndela cadenacomplementaria

(sso), tal comoocurreen los colifagosde cadenasencilladuranteel pasode SS -. RF.

En el plásmidopMV158 sehan definidodostipos desso,segúnla homologíade sus

I secuencias:ssoAy ssoU(Novick, 1989; van derLelie, 1989). Ambos estánlocalizadosen

la cadenacodificantedel plásmidoy están separadospor el gen mobM (Fig. 9). Hasta la

I fecha,éstees el único casoconocidodondeen un mismo genomasepresentandosseñales

distintasdeconversióndel ssDNA plasmídico.En estetrabajoseestudiarála funciónde cada

I uno de estosorígenesde replicación,de forma separaday en varios huéspedes.El ssoU se

encuentraen el fragmentodeDNA limitadopor los sitios EcoRIentrelas coordenadas3170

U y 4298 de pMV1S8 (Fig. 11). Este fragmentode 1.1 kb contiene, además,la región

promotoray partedel genmobMy sudelecióndio lugaral plásmidopLS1 (4408pb), cuyas

U funcionesreplicativasy sistemasdecontroldel númerode copiasen S. pneumoniaehan sido

U
y siguen siendo objeto de estudioen nuestrolaboratorio. Tanto pMV158 como pLS1 se

mantienende forma estableen estaespeciebacterianay presentanun promediode 36 y 22

I
copiasporequivalentecromosómico,respectivamente.DadoquepLS1 poseeun solo tipo de

sso, el ssoA, y se sabeque escompletamentefuncional en dicho huésped,se utilizó este

I
plásmido para el estudio detallado de esteorigen de replicación. Por lo tanto, y para

simplificar, en este apanado(y en los siguientesque traten sobre el ssoA), en lugar de

I
refenmosa la secuenciade su parentalpMV158, sehablaráen términos de coordenadas

definidaspara pLS1 porLacks y cols., (1986). En la Figura 12 sepresentaun esquemade

E pLSl con los sitiosde restricciónmásrelevantesa estetrabajoy su posicióncorrespondiente

en la secuenciadel plásmido.
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Figura 11. Mapa ffsico y genético de pMVISS. Los orígenesde replicaciónde las cadenaslíder (¿¡so) y
retrasada(sso,4 y SSO LO se representanenunrecuadrosombreadoconsusrespectivasdireccionesdereplicación
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posicióndelos RNAs antisentido,RNA 1 y RNA II (flechasonduladas).Seseñalanlos sitios de restricciónmás
relevantesy sus coordenadasde corte. La deleción que da origenal plásmido pLSI está indicada con un
corchete.
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Figura12. Mapa físicoy funcional depLS1. Los orígenesdereplicaciónde lascadenaslíder (¿¡so) y retrasada
(ssaA) se representanen un recuadropunteadoy sombreado,rcspcctivaníente.La dirección de la replicación
a partir de estosorígenesse indica con una flecha. Se muestrala extensiónde las delecionesen pLSS (AS),
pLS4 (A7+A5), pLSlA24 (A24), los promotores(círculos pequeños),los RNAs (flechas onduladas)y las
proteínascodificadasporel plásmido(flechasanchas).Se indican los sitios de restricciónmás relevantesy las

coordenadasde corte.
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1.1. Análisis de delecionesen la región del ssoÁ

En el momentode iniciar estaTesis, se tenían algunos datos sobre el origen de

I replicación de la cadenaretrasadade pLSl (ssoA), relativos a su posición y función en S.

pneumonzae(una especierelacionadaa S. agalact¿ae,desdedondepMV158 fue aislado

I originalmente),B. subtilis y E. coil (del Solar, 1991). Los derivadosde pLS1 con los que

secontabaentoncesparaestosestudioseranpLS5 y pLS4. El primerocontieneunadeleción

U de 332 pb (coordenadas34 a 365; AS en Fig. 12) queresultaen el aumentode su número

de copiasal doblequeel de su parental,en los tres huéspedesanalizados.Aunqueaún no

U seconoceexactamentela razón deestecambiofenotípico, seha propuestoquela estructura

secundariaexistenteen el fragmentodelecionado,actuadacomoun posibleelementonegativo

I del inicio de la replicación. El plásmido pLS4 fue construidoa partir de pLS5 por

eliminacióndel fragmentoHindIII (3279) - NcoI (4221) (A7 en Fig. 12). El efectode esta

rn segundadeleción se manifestó en un incremento de las formas ssDNA intracelulares

generadaspor el plásmidoy en el descensode su númerode copiasa la mitad del de pLS 1

I en S. pnewnoniae(esdecir, que tendríaun númerode copiascuatrovecesmenorqueel de

su parentalpLS5). Tantoen estehuéspedcomo en B. subtilis, pLS4 mostróadémás,un

I grado de inestabilidad segregacional muy marcado, mayor incluso que el que le

corresponderíasegúnun repartoal azarcalculadoteóricamente(del Solar, 1991; Tabla 3;

I ver Discusión).

La granacumulacióndeintermediariosreplicativosssDNA depLS4 en 5.pnewnontae

I
pusoen evidenciaquela señalde conversiónss—* dsDNA delplásmidoseencontrabaen este

fragmentoHindIJí - NcoI de pLS 1. Esta región contiene una secuenciade nucleótidos

I
inversamenterepetida,entrelas coordenadas4094 y 4225, con potencialpara formar una

estructuratipo tallo-lazoen cadacadenadel DNA, con un 70% de susbasesapareadas(del

I
Solar y cois., 1987a;Fig. 13). La presenciadeestetipo de estructurasen el DNA es una

característicacompartidapor todos los sso descritoshastael momento,tanto paracolifagos

I decadenasencillacomoparaplásmidoscon replicaciónRC. La existenciade unaestructura

secundariaen dicha región de pLSl se comprobó experimentalmentemediantedigestión

U controladacon nucleasaSI de DNA superenrollado(del Solary cols., 1987a).La homología

de estazona con los sso descritospara una serie de plásmidosde S. aureus permitió su
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inclusióndentrodel tipopaLi ó ssoAde orígenesde replicación(Novick, 1989; Fig. 2). Al

igual que en éstos,en el ssoAde pLSl se destacandos zonasconservadas:la región RSE,

ubicadaen la basedel tallo de la estructurasecundariaformaday el hexanucleótido5’-

TAGCGT-3’ (que denominaremosCS-6), localizadoprincipalmenteen el lazo desapareado

de estahorquilla (Fig. 13). Por otro lado, sehabíanpropuestomecanismosalternativosde

conversiónss -. dsDNA en pLS4, dadoque esteplásmidosiguesiendocapazde replicaren

pneumococosa pesardecarecerde la señalprincipal de conversióndel ssDNA plasmídico.

Estos mecanismosson, sin embargo,muy poco eficientes,puestoque sólo garantizanla

conversióna dsDNA de un porcentajebajo de moléculasssDNA, las cualesaparecen,como

consecuencia,acumuladasen altaproporciónen célulasde pneumococosquecontienenpLS4

(del Solar y cols., 1987a;ver Fig. 15).

j~css

4 50—

~
5— CMiAA~AA ITA

-3VA

A, RS
8
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4236

Figura 13. Estructurasecundariapredichadel ssoAdepLSI. Se presentael plegamientointracatenanomas
establepredichopor ordenador(programasPCFOLD y MOLECULE) de la cadena(±)de pLS1, entrelas
coordenadas4000 y 4300 del plásmido. Se indican las secuenciasconservadasRS5 y CS-6 y algunas

coordenadasde estasecuencia.
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Teniendoen cuentaestosdatos,seprocedióal diseñode un estudiomásdetalladodel

ssoAdepLSl. En primerlugarhabíaqueacotarde formaexperimentalla regiónmínimaque

¡
funcionabacomoorigen de replicaciónde la cadenacomplementariaen esteplásmido.Este
ongen es completamenteactivo en £ pneumoniae,es decir, que las formas de ssDNA¡
plasmídicodetectablesson muy bajas,debidoal alto índice de conversióna dsDNA de las
mismas.Esta característicafacilitaba la determinaciónde variacionesen la acumulaciónde1
ssDNAplasmídicoen célulasdepneumococos,fiel reflejode variacionesen la fúncionalidad
de su ssoA, por lo que se utilizó dicho huéspedpara analizar, de forma comparativa,el

contenidointracelularde ssDNA generadoporplásmidosalteradosen estazona.Partiendo

¡ de la basede que la señalde conversiónss -. dsDNA de pLS1 se encontrabadentrodel

fragmentoHindílí - NcoJ delecionadoen pLS4 y que la estructuratipo tallo-lazo, asi como

U las secuenciasconservadasselocalizan entrelos sitios Afluí (4022)y NcoI (4221) incluidos

en esta región, se construyerondos derivadosde pLS 1 que carecíande los fragmentos

U Hindilí - AflhI (pLS1AHA) y AflhI - NcoI (pLSlANA) (Fig. 14). Con estosplásmidosse

transformaroncélulascompetentesde S. pneumoniaey los clonesseleccionadossecrecieron

I en presenciade Tc (lggIml) hastauna D.O = 0.4, correspondientea la mitad de su fase

exponencialde crecimiento. Estos cultivos se utilizaron para prepararextractoscrudos

I celulares.Comocontrol se llevaron extractosde pneumococosque conteníanlos plásmidos

pMV158 (ssoA + ssoti), pLSl (ssoA),pLS5 (ssoA + AS), pLS4 (AssoA+ AS) y pLS1A24

I (ssoA + A24). Este último replicón contieneuna deleciónque abarcadesdeel sitio NcoI

hastala coordenada401, cercanaal dsodepLSl (A24 en Fig. 12).

El DNA plasmídicode cadenasencilla se puededetectar en extractos celulares

I siguiendotrescriterios: i) tieneunamovilidadelectroforéticamayoren gelesde agarosaque

la de las formas monoméricasde DNA de doble cadenaccc (circulares, covalentemente

E cerradas superenrolladas);u) se une a filtros de nitrocelulosa sin necesidad de

desnaturalizaciónprevia, y iii) estotalmentesensibleal tratamientocon nucleasa51 (te Riele

U y cols., 1986). Por lo tanto, una forma de estimar la proporciónde ssDNA plasmídico

I
presenteen un extractocelular, consisteen analizar(mediantehibridacióncon una sonda

marcada)el DNA total transferidoa una membranatras su desnaturalización.La relación

I ss/dsDNA permitirá evaluar la función de los sso plasmídicos de forma comparativa,

independientementei) del númerode copiaspromedio(medidocomodsDNA) que tengan
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estosrepliconesen la poblaciónbacteriana,siendodsDNA igual a la sumade las formasccc u
máslas formasoc (circularesabiertas)del plásmido,y ji) de variacionesexperimentalesentre

los distintos ensayos.Para la detecciónde los intermediariosssDNA y su cuantificación j
relativa al dsDNA en cadacaso, se procedió según los apartadoscorrespondientesde

Métodos.
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Figura 14. Mapa de delecionesen pLS1. Se representaesquemáticamentela región comprendidaentre los usitios HindIII (coordenada3279) y ApaLI (coordenada607) de pLSI. Se señalan las deleciones(lineaspunteadas)producidasen los plásmidosindicadosa la derechade cadarepresentación.El origende replicación

de la cadenalíder (dro) se representaen un recuadrosombreado.Se indicanalgunossitios de restriccióny sus
correspondientescoordenadasde corte. u

Los resultadosobtenidoscoincidieroncon nuestrasexpectativas:sólo en el casode j
pLSIANA se detectóun incrementointracelularde ssDNA plasmídicocomparableal de

pLS4, mientrasquepLS1AHA presentóun fenotipo igual al de su parentalpLSl (Fig. 15; u
3). Esto indica quelas funcionesimplicadasen la conversiónss — dsDNA sehallan

en la región AflhI - NcoI de pLSl y que tanto la zona hacia la derecha(pLS1 AHA) como j
hacia la izquierda(pLS5 y pLS1A24) de estasecuenciano influyen en la funcionalidaddel

ssoA dedicho plásmido. Por otro lado, el númerode copiasde pLS1ANA y su estabilidad u
segregacionalbajana niveles semejantesa los de pLS4, mientrasque pLS lARA mantiene

ambosvalores igualesa los de pLSl (Tabla 5; ver Fig. 19). Nótesetambién, que en este J
huéspedno existendiferenciassignificativasen cuantoal nivel de acumulaciónde ssDNA de

y depMV158, a pesarde llevar esteúltimo un segundotipo de sso. Estacaracterística usido interpretadacomo la posiblecarenciade función del pneumonrae u
cuandoel ssoAestápresente(del Solar y cois., 1993a) y setratarámás adelante.

u
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Tabla 5. Número de copias, relación molecularss/dsDNAy estabilidadde pMVl5S y susderivadosen S.

pneumon¡ae

Plásmido Númerode ss/dsDNA Lex”

copias’

pMVlS8 36 ±6 0.005 ±0.0006 <0.004

pLSl 22 ±2 0.006 + 0.0003 <0.004

pLS5 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

pLSlA24 21 + 2 0.008 + 0.002 <0.004

pLS1A13 13 + 4 0.12 + 0.02 0.04

pLS1AL4 12 ±3 0.20 ±0.04 0.05

(a) Medido como dsDNA (eec + oc)
Q) Frecuenciade pérdidaplasmídicapor generacido(para su cálculo, ver Métodos)

Quedandodelimitadoel ssoA depLSl en el fragmentoAflII (4022) - NcoI (4221)de

199 pb (Fig. 16), seprocedióa indagardentrodeésteacercade las secuenciasnucleotídicas

que fueran importantespara su actividad in vivo. En una primera aproximación, se

construyeronunaseriede derivadosdelecionadosde pLS1 mediantedigestióncontroladacon

nucleasaBAL3 1 a partir del plásmido linealizadoconAJIII. La digestióncon esteenzimase

efectuóen condicionesquepermitieranconseguirdelecionesentre100 y 200 pb a partirdel

sitio AflhI. Una vez tratadacon BAL3 1, la mezclade reacciónsesometióa la acciónde la

DNA PolIK de E. coil y de l& DNA ligasade•T4 paraconseguirla recircularizacióndel

DNA de los plásmidosresultantes.A continuación,setransformaroncélulascompetentesde

S. pneumoniaecon el productode ligación, previamentecortadocon AflII para evitar los

plásmidosen dondeBAL3 1 no hubieseactuado.Estosedebeal mecanismode incorporación

de DNA exógeno empleadopor células de pneumococos,en donde la frecuenciade

transformaciónde plásmidoslinealizadosestámuy disminuidarespectoa la de plásmidos
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circulares (Lacks, 1968). El fenómeno de incompatibilidad plasmídicaexistenteentre

1 elementoscon el mismo replicón básico, permite que sólo un plásmido (y no más) se

establezcaen cadacelula. Por ello, el fenotipoque adquierauna colonia bactenanapodria

¡ ser indicativo del tipo de plásmidoque contenga.Por ejemplo,sesabeque las coloniasde

S. pneumoniaequellevan un plásmidoestabley con un númerodecopiascomoel de pLSl

(alrededorde 20/equivalentecromosómico),en un medio con presión de selecciónparael¡ /~mismo (Tc), son de un tamañomayorquelas quecontienenun plásmidosegregacionalmente

3 inestabley con un númerode copiasrelativamentemásbajo, corno-el de pLS4 (unas 10

copias/equivalentecromosómico). El menor tamaño de estas colonias parece estar

I determinadopor un enlentecimientodel crecimientocelularligado al gradode inestabilidad

de talesreplicones,es decir, que un plásmidoqueno sesegreguehomogéneamentedurante

¡ la división celular, dará origena células que carezcandel mismo y que creceráncomo

consecuenciamás despacioen presenciade Tc. En estoscasos, las coloniascontaráncon

3 células máspequeñasy por lo tanto, apareceráncon un tamañomenor. Dadoque pLS4 y

pLS1ANA ven reducidosu númerode copiasrespectoal de pLSl y son segregacionalmente

3 inestablesen S. pneumoniaea la vez quecarecende su señalprincipal de conversióndel

ssDNA, seconsideróqueun bajonúmerode copiasen las nuevasconstruccionespodríaser

3 indicativo “a priori’ de la alteracióndel ssoA.

Con el fin deconseguirun derivadodepLSl cuya deleciónmáspequeñaproducida

por BAL3 1 tuvieseun graveefectoen la funcionalidadde esteorigen, seseleccionaronlos

3 clonesconteniendoplásmidosdel tamañomásparecidoa pLSl y con el númerode copias

másbajo. Paraello seanalizóel contenidoen DNA plasmídicode 20 clonestransformados,

¡ procedentesde coloniaspequeñas.Paravalorar el tamañoy el númerode copiasde cada

plásmidoseprepararonextractoscrudoscelularesa partirde dichosclonesbacterianos.Una

¡ muestra(l5gl) conteniendoel DNA total de cadaúno sesometióa electroforesisen un gel

U de agarosa0.8%a bajo voltaje(30V) durante16 h, parapoderapreciarmejor la diferencia

de tamañoentrelos distintosplásmidos.El DNA decadapreparaciónsevisualizó tiñendo

el gel con 0.5 gg/ml de EtBr y exposicióna luz uy. Las formas dsDNA plasmídicasse¡
cuantificaronmediantedensitometríade los negativosde variasfotografíasrealizadasen estas¡ condicionesy variandoel tiempo de exposición.Se aislarondos plásmidosque cumplían

ambosrequisitos:pLS1A13 y pLS lA 14. Amboscarecendel sitio RsaI(4130)peromantienen
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el sitio NcoI (4221) (Fig. 16).

3888 t14 J
GTATAGACCGTCTTAAAAGCGAAATAAAGCGACTAAAAAACGAAAATTCAATTTTACGTCAG

CATATCTGGCAGAATTTTCGCTTTATTTCGCTGATTTTTTGCTTTTAAGTTAAAATGCAGTC u
3949

7~— ~
CAAAATGACAAGATGCTAGGGAAATTAAGA~~

4011

GTTATCAGAACTTAAGGCGATTAAGCCAATCGTGAATATAATTAAAAAGGCTATTGAAAAGA u
CAt TAGTCTTGAATTCCGCTAATTCGGTTAGCACTTATATTAATTTTTCCGATAACTTTTCT

RS6 4073 uEndMob 1 EsolGCTTGTTCTGAGCGATTTATGCCGTGAAAGCTATTTGACAATAAGCAGTGACAGAGTACGCT
CGAACAAGAC1 C SCTAAATACGSCACTI 1 CG43 AAAC TSTTAl 1 CGTCAC151 Cl C ATGCGA

A¡4— 4135 u
ASSACGTGCCGASCCSAAASSCTTTAGCGTTTCSGACGGACACGGACAAAGGACGGCAGTCA
TCCTGCACGGCTCGGCTTTCCGAAATCGCAAAGCCTSCCTGTGCCTGTTTCCTGCCGTCAGT u

4197

CTGC~TTACTTGTTGTCAAATAGACCATGGAATAAAAASCGTCAAAASTCTTSAGT u?ACC •ATSAACAACASTTTATCTSGTACCTTATTTTTCSCAGTTTTCAGAACTCA

4252 u
Figura 16.Secuencianudeotídica delssoÁy regionesadyacentesde pLS1. Lascoordenadasde la secuencia
mostrada corresponden a las definidas por Lacks y cols. (1986). Los sitios de restricción Aflul, RsaI y NcoI
están subrayados. Se indica con una flecha losbordes de las delecionesA13 y A14 y el borde iz9uierdo de la
deleción A24. Las secuenciasconservadasRS5 y CS-6 están encerradas en un corchete. u

El gradode ssDNA acumuladopordichosrepliconesfue elevado(entre 15 y 30, veces

másalto queel pLSl, en cadacaso)y la relaciónss/dsDNAera bastanteparecidaa la de u
pLS1ANA (Fig. Tabla 5). La secuenciadel DNA de ambosplásmidosreveló una

deleciónde141 pb (entrelas coordenadas3989 y 4130)para pL51A13 y de 206 pb (entre u
3931 y 4137) para pLSIAL4 (Fig. 16). Como se había comprobado

previamentequela región haciala izquierdadel sitioAflhI no teníaefectoen la funcionalidad u
del ssoA (pLSlARA), la atenciónse concentróen las secuenciasdelecionadashacia la

derechadel mismo. Ambosplásmidostienen delecionadala secuenciaRS11, pero conservan

el hexanucleétidoconsenso5’-TAGCGT-3’. Asimismo, el númerode copiasy el gradode

inestabilidadsegregacionalde estosplásmidoses bastanteparecidoa los calculadospara j
pLSLANA (Fig. 19; Tabla 5).

u
u
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Figura 18. Efecto de las delecionesA13 y A14 en la predicción de la estructura del ssoA.Se presentael
plegamiento intracatenario predicho por ordenadorpara el ssDNA de pLSIAI3 y pLSIA14 desde las
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IFigura
19. Estabilidad segregacional de los derivados delecionados de pLSI en S. pnewnornae. La

proporción de células con plásmido en cultivos creciendo exponencialmente se determinó como el porcentaje
de células Tc1 medido al cabo de las generaciones indicadas. Como control, se analizó simultáneamente la
estabilidad de pLSI y pLS4. Símbolos: pLSl Q, pLSIAHA QJ, pLS1ANA O, pLSlAI3 QL pLSlA14 QL

E pLS4 o.

1.2. Análisis de mutaciones en las regiones conservadas del ssoA

Continuando con el estudio de las regiones necesarias para la actividad del ssoA de

¡ pLSI, emprendimos el análisis de los requerimientos estructurajes y de secuencia de las

zonas corvervadas de este origen (CS-6 y RS
11), mediante mutagénesis dirigida. La

¡ dependencia de orientación del ssoA de pL.Sl había sido comprobada in vivo (del Solar y

cois., 1993a) y también se había descrito esta misma dependencia de cadena para el ssoA de

¡ otros plásmidos con replicación RC (Gruss y cols., 1987). Ésto permite suponer que al

menos parte de las secuencias esenciales para el reconocimiento de esta señal en S.

pneunzoniae deben estar en una región desapareada de la estructura del origen. Esta es una

característica que cumple la secuencia consenso CS-6, así como una parte de la secuencia
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en ¡a región ~ del zoA depLSl. Los nucledtidoss~timídosen la región~ u
dan lugar a cadamutación(CM, 01, 03, 04) se indicancon letrasoscuras.Se presenta

la región comprendidaentre las coordenadas4149 y 4170 de pLSI. En CM se señalauna secuenciamuy
parecidaa CS-6, generadacomo consecuenciade la sustituciónnucleotídica(corchete).La estructurasecundaria u
de ¡aregiónpresentadaseobtuvomediantepredicciónpor ordenadordel plegamientoadoptadopor lasecuencia
completadel ssoAunavez introducidacadauna de lasmutaciones.Éstasno afectan al restode la estructura
silvestredel origen. u
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RS11. Si estas regiones no fueran relevantesse esperaríaque presentaranuna mayor

variabilidad que la existente en regiones de apareamientointracatenario,puesto queu
mutacionesen zonasdesapareadasno desestabilizaríanla estructurasecundariadel ssoAni
obligarían a mutacionescompensatoriaspara mantenerel apareamiento.Con el fin de

comprobar si efectivamenteeran las zonas desapareadasde estas secuenciaslas que

I determinabanla funcionalidaddel origen, sediseñaronuna sedede mutantesen dondese

alteró la secuenciay/o la estructuralocal de ambasregionesconservadas.

En un primer gruposeintrodujeroncambiossutiles (pLS1CM) o totales (pLS1G3y

I pLS104) en la secuenciaCS-6,en las secuenciasdesapareadasdel RSB (pLS 107)o enambas

regiones (pLS 1G3G7). La modificación de la estructura local en estas zonas como

consecuenciade las mutacionesgeneradasfue muy pequeña.En un segundogrupo de

mutantessealteró el apareamientointernode la estructuraadoptadaporel ssoAdepLSl en

I la regiónCS-6 (pLS 101) o RS11 (pLS105 y pLS106) variandola secuencianucleotídicade

las zonas complementariasa ellas. Los cambios producidosy las prediccionesde las

3 estructurassecundariasgeneradasen cadacasoseesquematizanen las Figuras20 y 21. Aquí

sepuedeverademás,que estasmutacionessólo afectanzonasespecíficasdentrodel origen,

I mientrasquela estructuraglobal del mismo permaneceinalterada.

Pararealizarlos experimentosde mutagénesisdirigida, seclonóel fragmentopequeño

EcoRl - PstI depLSl (coordenadas3170a 5; Fig. 12) quecontieneel ssoA,en el fagémido

U pALTER- 1 cortado con las mismas enzimas de restricción, dando lugar al fagémido

recombinantepA-pLS1ssoA~ (Fig. 22). Los sitios EcoRI y PstI (coordenadas5 y 48,

1 respectivamente)en estevector, se encuentranen una región de clonajemúltiple incluida

I
dentro del gen lacZ. La seleccióndel recombinantey el procedimientode mutagénesis

dirigida seguido,sedetallanen el apanado10 de Métodos.Los oligonucleótidosempleados

parala mutagénesis,en cadacaso,sepresentanen la Tabla 6. A la vez que semodificó la¡
secuenciadel ssoA, se crearonsitios de restricciónque permitieronlocalizar la mutación
deseadamás fácilmente.
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Figura21. Mutacionesen la regiónR5B delssoAde pLS1. Sepresentala estructurasecundadapredichapor
ordenadorpara los derivadosmutagenizadosdel ssaA en la región RS11, dandolugar a pLSlGS, pLS1G6, u
pLS1G7 y al doblemutante(en RS8 y CS-6) pLSIO3G7. La región plegadaincluye las coordenadas4000 y
4300 de pLS 1. Los puntos negrosseñalanlos nucleótidossustituidosen la secuenciasilvestre. Se indican

algunascoordenadasdel plásmido, las secuenciasconservadasquepermaneceninalteradasy los extremos5’ u
y 3’ de la cadenaplegada;cadena(+). u
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Figura 22. Construcción del fagémido recombinantepA-pLSlssoA; Se digirieron 1 ~g del DNA de
pALTER-1 y 3 ¡¿g del DNA de pLS1 con los enzimasPs¡I y EcoRI. Los productosde cadadigestiónse

Icorrieron

enun gelpreparativodeagarosa1%, apartir delcual sepurificó el fragmentograndede pALTER-1
(5637ph) y el fragmentoPs¡I - EcaRI pequeñode pLSl (1243ph). Ambos semezclaronen unaproporción
1:1 en moléculasy se trató conT4 DNA lígasa. Se usó un tercio de la mezclade ligación para transformar
célulascompetentesdeE. cali JM1O9 y los clonesconteniendoel fagémidorecombinantese seleccionaronen
-placasTY con IPTO(0.5 mM), X-Gal (20gg/ml) y Tc (¡5 ~g/m1). El sentidodela replicaciónapartir de cada

U uno de los orfgenesrepresentados(recuadro blanco) se indica con una flecha. Se muestrala dirección de
transcripciónde los genes (flechasanchas)y los sitios de restricción más relevantes.El gen laeZ queda
inactivadocomoconsecuenciade estaconstruccion.
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Tabla4. Oligonucleótidosy mutacionesgeneradasen la regióndel ssaAde pLS1

Mutación

(X)

Oligonucleátido(5’ - 3’)a Sitio de

restricción

CM COAOCCOAAAOOCTrATCGATrrCG0ACOGACACG0A ClaI

01 CGT0CC0AGCC0AAAATATTTA0CO’ITTC0OAC ‘SspI

03 COTGCCGAGCCGAAGGA’ITTGGATCCII17CGGAC00ACACG0 BamHI

04 CC0AGCCGK4000CTrGGATCCrrCGOACOGACACGG BaínHI

05 CrrOrrGTCAAATAGAAATATTAATAAAAAGCGTCAAAAOTCrrG SspI

06 CYI?GrFGTCAAATAOC1TrCATGGCATAAAAAGCTTCAAAAGTCTT

GAGTGGA

HindIIl

07 T0AGCGA?m?ATGCCAGATCTGCTArITGACAATAA BglII

(a) Los cambiosgeneradosen la secuencias¡IvestredepLSI estánsubrayados;los sitiosde restriccióncreadosy

enzimasindicadosa la derecha,estáncii letrasoscuras.

reconocidospor los

Paradeterminarsi la acumulaciónde ssDNA y/o númerode copiasde los plásmidos

derivadosde pLS1 que conteníancadamutaciónhabíavariado, setransfirió el fragmento

EcoRI - PstI donado en pALTER (y mutagenizado)nuevamenteal plásmido original

(intercambiandoel mismo fragmento silvestrede pLSi por uno mutado)y los plásmidos

resultantesseestablecieronen S. pneumoniae.A estos repliconesse les denominópLS lX,

dondeX representael tipo de cambiogenerado(CM, 61, 63 - 67, 6367). En todos los

casos,el númerodecopiasque exhibieronestosderivadosfue semejanteal de su parental

(Fig. 23A). SolamentepLSl63G7 se mostró un tanto inestableen estehuésped(Lex =

0.02), mientrasque los demásplásmidosanalizados(pLSlCM, pLS163 y pLS166) se

mantuvieronestablementeen la poblaciónal cabode 60 generacionesensayadas.

Cuandoseanalizóel nivel intracelularde ssDNA acumuladoporestosplásmidos,se

pudierondistinguir doscategoríasde mutantes(Fig. 23B y C). Los plásmidosque tenían

alteradala regiónCS-6 (pLSlCM, pLS161, pLS 163 y pLS164) acumularonunacantidad

de ssDNA tres vecessuperiora la de pLS 1, independientementede la naturalezade la

u
u
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Estos resultadospermiten concluir que, en S. pneumoniae, tanto la secuencia J
nucleotídicade lasbasesdesapareadascomo el apareamientointracatenariode la región RS11

depLSl tienen un rol principal en el reconocimientohuésped-plásmidopara la conversión J
ss -. dsDNA plasmidicoin vivo, y que la región CS-6 tieneuna influencia, aunquebastante u
menor,en la funcionalidaddeesteorigen.En segundolugar, si el repartode cadareplicón
fuera completamenteal azardurantela división celular y por lo tanto ligado únicamentea u
su númerode copias, todos estos derivadosdeberíanser tan establescomo’pLS1 en la
población,dado que ningunade las alteracioneslocalesdel ssoAsupusieronun descenso u
significativo en su númerode copias.Sin embargo,no sucedeasí parapLS1G3G7. Esto,
junto con otros datosde estabilidadobtenidosdurantela realizaciónde estetrabajo, ponen u
de manifiestouna relaciónpoco clara entreambascaracterísticasplasmídicas(estaúltima
observaciónsetrataráen la Discusión).

2. EL MECANISMO DE INICIACIÓN DE LA CADENA RETRASADA u
DE pLS1

Los enzimasbacterianosque participanen la síntesisde la cadenacomplementaria

durantela replicaciónRC habíansido descritosparaalgunosplásmidosdeS. aureus(pTl8l,

pCl94 y pUBí 10) e involucrana la RNAP en dicho proceso(Birch y Khan, 1992; Boe y

cols., 1989). Paraestosplásmidossehabíasugeridoentonces,un mecanismode iniciación

similar al utilizado por los fagos filamentososde E. coli (ver Introducción), en dondela u
RNAP sintetizaun pequeñotranscrito que oficia como cebadora las DNA polimerasasdel u
huéspeden la replicaciónde la cadenaretrasada.Aunquenadasesabíaacercade la forma
en quelos plásmidosde estreptococosiniciabanla síntesisde estacadena,la granhomología u
existenteentreelssoAde pLSI (funcionalen 5. pneumoniae)y el de los plásmidosanteriores
(funcional en 5. aureus), hacía suponerun mecanismode acciónsemejanteen todos estos u
casos.Paradeterminarsi la RNAP depneumococosestabarealmenteimplicadaenel proceso
de conversiónss -. dsDNA, seanalizaronlos productosplasmídicosgeneradosdespuésde u
tratarconrifampicina(100pg/ml), eritromicina(100ng/ml) o con ambosantibióticosjuntos,

cultivos en crecimientoexponencialde célulasde 5. pneumoniaeconteniendopLSl (ssoA) J
o pLS4 (AssoA).A intervalosde tiempodiferentes,setomaronmuestrasde los cultivos así

u
2
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tratados y con ellas se prepararonextractos crudos celulares. El DNA total de cada

I preparaciónsecorrióen un gel de agarosa0.7%y setransfirió, con desnaturalizaciónprevia,

a una membranade nitrocelulosapara determinarla cantidad relativa de cadauna de las

I formas de DNA plasmídicogeneradas.El tratamiento con rifampicina (Rif) inhibe la

actividadde la RNAP y por lo tanto, la síntesisde RNA. Si ésteerael enzimaresponsable

I de la síntesisdel pRNA en pLSl, la adición del antibióticodebíatraducjrseen el acúmulo

de formasssDNA como consecuenciadirectade la falta de cebadoresparala ~íntesisde la

I cadenacomplementariadel plásmido.Si estospRNAs eranproductodealgunaotraactividad

enzimática,comoporejemplolaprimasao el primosoma,la inhibición deJaRNAP no debía

U suponerningún efecto en la acumulaciónde las formas monocatenariasdel plásmido, al

menosa corto píazo. Paraconseguirmanteneruna cantidadconstantede DNA plasmídico

3 se trató cadapreparacióncon eritromicina (Erm), un inhibidor de la síntesisproteica.El

tratamiento con este antibiótico impedía la síntesis de nuevas moléculas de RepB,

preveniendoasípróximasrondasreplicativasdesdeel dso.

En la Figura 24A se muestranlos gelesteñidoscon EtBr y los autorradiogramas

correspondientesa los ensayosrealizadoscon cultivos sin trataro dondeseagregaronambos

3 antibióticosjuntos. Aquí seobservaun notableincrementode las formas ssDNAgeneradas

por pLS 1 en las células tratadascon Rif, mientrasque en las mismascondicionesno se

I registróningúncambioparapLS4. Secuantificaronlas diferentesformasdeDNA plasmídico

en cadapreparacióny la relación molecularss/dsDNAse graficé en funcióndel tiempode

U tratamientocon los antibióticosmencionados(Fig. 24B). Los resultadosobtenidosindican

la actuacióndirectade la RNAP de S. pneunioniaeen el inicio de la síntesisde la cadena

U retrasadade pLSl. Tras la adición de Rif o de Rif + Erm, la relación’ ss/dsDNA sevio

incrementadarápidamentealcanzandoa los 15 mm un nivel 10 vecesmásalto respectoal del

3 cultivo no tratado.Estecomportamientosólo seobservóen las preparacionesquecontenían

U
pLSl, indicandoque la RNAP actúa de forma específicaen plásmidosque llevan la señal

ssoA. Por el contrario, pLS4 no experimentóningún cambio en su comportamiento

replicativocuandoseinhibió la síntesisproteicay/o del RNA, siendola cantidaddessDNA

U plasmidicoacumuladaigual (y alta) en todos los casos,tantocon como sin antibiótico. Esto

puso de manifiestoque los mecanismosalternativosde inicio de la síntesisde la cadena

U complementaria,en ausenciadel ssoA,quedebenexistir enpLS4 parapermitir su replicación
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en S. pneumonzae,son independientesde RNAP. Por otro lado, cuando los cultivos

3 conteniendopLSl setrataronsolamentecon Erm, seobservóun clarodescensoen la relación

ss/dsDNAdel plásmido con el transcursodel tiempo (Fig. 24B). Dadoque esteantibiótico

I sólo actúaa nivel de la síntesisproteica(sin alterarla síntesisde RNA), evitandoasí la

producción de nuevas moléculas ssDNA del plásmido, este hecho podría tener dos

explicaciones: i) que el descensoen la cantidad relativa de formas ssDNA de pLS1u
observado,fuera producto de la propia degradaciónde estas moléculaspór nucleasas

existentesen el cultivo o en los extractoscelularesprocedentesdel mismo, o u) que el

contenidoen ssDNAplasmídicodescendieracomo consecuenciade su conversiónposterior

3 a formasdsDNA, promovidapor la acciónde la RNAP quehubiesetodavíaen el sistema.

Como en los cultivos que conteníanpLS4 no se observóun descensotan acusadode las

3 formas ssDNA plasmídicastras el tratamientocon Erm, parece ser que la segunda

explicaciónesla másprobable,yaquesi fueradegradación,y portratarsede un expenmento

3 realizadoen el mismo hospedadory en las mismascondiciones,tanto la monocadenade uno

como del otro plásmidodeberíanhabersido atacadasde igual manera.

Si la causadel descensode las formas ssDNA generadasporpLSl, en un sistema

U dondeestá inhibida la replicación a partir del dso, fuera debido realmentea su posterior

conversióna formasdsDNA, estosresultadosconfirmaríanunavez más, quela RNAP que

• hubieseen estoscultivos (o extractos)no actúaen los mecanismosalternativosdeconversión

ss -* dsDNA depLS4, al menosde una formaevidente,y sólo intervieneen la síntesisde

3 la cadenacomplementariadeplásmidosque contenganel ssoA.

3. REPLICACIÓN IN VITRO A PARTIR DEL ssoADE pLS1

La síntesisin vitro de la cadenacomplementariadepLSl y sus derivadosseestudió

en dossistemasdiferentes:el de S. aureusy el de S. pneumoniae.
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u
4082

pLS 1 TGAGCGA——TTTATGCCGTGAAAGCTAttTGACAATAACCAGTGACAG AGTACGCTAGGACGTGCCGAGC
* ** * ** * * **

pE194 AGAGGTACTTTTATGCCGAGAAAACTTTTTGCGT GTQACAGTCCtTAAAATATACTTAGAGCGIA-—-AG—
632

pLS 1 CGAAAGGCTTTAGCG TTTCGGACGGACAC GGACA———AA—GGACGGCAGI—CACTGGTTAC u
****** ***** ****** * * * *** ** ***** *** ** * **

pE194 CGAAACTAG~TAGCGACAGCTATTAACTTTCG6TTGCAAAGCTCTAGGATTTT1AATGGACG—CAGcGcA—-TCAC

4240
~LS1 TTGTTGTCAAATAGACCA—TGGAATAAAAAGCGTCA

* *

pE194 ACG—-——CAAAAAGGAAATTGGAATAAAT-GCGAAAI u
802

25. Alineamiento de la secuencianucleotídica del ssoÁde pLSi y del ssoÁ de pE194. Se indican u
los nucleótidosidénticosentreambosorígenesde replicación(*). Las coordenadasdel alineamientoson: pLSl
(4082 a 4240; Lacksy cols., 1986) y pE194(632 a 802; Horinouchiy Weisblum,1982a).

3.1. El sistemade Staphylococcusaureus

Este sistema de replicación fue el primero que se ensayó,entreotras cosas,por u
disponersede los protocolosde trabajoparael desarrollodel mismo (Birch y Khan, 1992).

Tambiénse habíapuestoa punto un sistemade replicación itt vitro de la cadenalíder de

pLSl en E. coil (del Solar y cols., 1987b), pero como se sabía que la eficiencia de

conversiónss -. dsDNA a partirdel ssoA de pLSl esmuy bajao nula en estabacteria(del

Solar y cois., 1987a), erapoco adecuadopara nuestrosobjetivos en un pnmermomento.

Aunquenadase conocíaacercade la funcionalidadde este origen de replicación en S.

aureus,se sabíaque pE194, un plásmidopertenecientea la familia de pMV15S y original

de estehuésped,replicabaconsecuentementemuy bien en él. Además,pE194contieneuna

señaldeconversiónss -> dsDNA análogaal ssaAde pLSl (Fig. 25).Así fue, quesedecidió

realizar los experimentosde replicaciónde la cadenacomplementariade pLSl empleando

extractos libres de célulasde S. aureus. Paraello seutilizó la estirpeRN4220,por serun

mutante defectivoen el sistemarestricción-modificaciónde la bacteria,lo que le permite

aceptarDNA exógenosin degradarlo.El ssDNA utilizado como sustratoseobtuvoa partir

del fagémidorecombinantepA-pLSlssoA(pALTER-l con el fragmentoHindIII (3279)-PstI

(5) de pLS1 donadoen la orientacióncorrecta;Fig. 26). Estaconstrucciónpresentala señal

ssaA de pLSl donadade tal forma que al generarseel ssDNA a partir del dso del vector,

3



Resultados 91

por superinfeccióncon un fago ‘helper”, esta señal queda contenidaen el elemento

monocatenarioy correctamenteubicadarespectoa la direcciónde replicaciónde la cadena

retrasadaplasmídica.

0<1(k)

toRí
pALTER-l loe! PStI

5680pb HÍMB

tet

ECORV

psi
Hirid II

p
40 stl

pLS1, Pat)
4408pfl

W~’ 9S teto

Pat!
HUid IU

Pítí Pat! Hindil!

1~1

Figura 26. Construcción del fagémido recombinante pA-pLSlssoA. Se digirieron 1 pg del DNA de
pALTER-1 y 3 ~g del DNA de pLSi con los enzimas Pal y Hindilí. Los productosde cada digestión se

Icorrieron

en un gel preparativo de agarosa 1%, a partir del cual se purificó el fragmento grande de pALTER-1
(5672 pb) y el fragmento pequeñoPal - FJindIII de pLS1 (1134 ph). Ambos se mezclaron en una proporción
1:1 en moléculas y se trató con T4 DNA lígasa durante 16 h a ¡4 “C. Para la detecciónde los recombinantes
se procedió igual que para la construcciónde pA-pLSlssoA (ver Fig. 22). El sentido de la replicaciéna partir
de cada uno de los orígenesrepresentados(recuadro blanco) se indica con una flecha. Se muestra la direcciónu de transcripción de ¡os genes(flechas anchas) y los sitios de restricción más relevantes. El gen lacZ queda
inactivado como consecuenciade esta construcción.
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Cadareacciónsellevó acaboen un volumen total de 30 gí conteniendo40 mM Tris-

HCl pH 8.0, 100 mM KCl, 16 mM Mg(OAc)2, 1 mM Dfl, 50 pM NAD, 50 yM cAMP, u
200 gM ATP, 50 pM deGTP, UTP y CTP, 50 ¡íM de dATP (ó dCTP), dGTP y dIVFP, 20
~M [a-

32P]dATP (ó [a-32P]dCTP) 10 ~xCi,150 ng de ssDNA y la cantidadde extracto

necesariaparaobteneruna concentraciónfinal deproteínasde 5 - 20 pg/~l. La temperatura

de incubación fue 32 0C. La reacciónse detuvo y el DNA se extrajo de la preparación J
mediantefenolizacióny precipitacióncon etanol.Estosproductosfuerontratadosen algunos

casoscon enzimasde re~’tricción y sevisulalizaronen gelesde agarosa0.8%o en gelesde

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

3.1.1. Determinaciónde las mejorescondicionespara la síntesisitt vitro de la cadena

complementariade pLSl

El primerpasoconsistióen probarsi el ssoAde pLS 1 eraeficientementereconocido

en el sistemade replicaciónitt vitro, descritoporBirch y Khan (1992)paraplásmidosde S.

aureas. Si la síntesisde DNA tenía lugar, sedebíaoptimizarel sistemaparaconseguirel

mejorrendimientoparapLSl. La obtenciónde los sustratosssDNA,asícomolapreparación

de extractosacelularesde S. aureusy las reaccionesbásicasde replicación,sedetallanen

los apartadoscorrespondientesde Métodos.Comocontrolpositivo, sellevó el ssDNA de un

fagoderivadodeM13 en dondesehabíadonadola señalssoAde pEl94 (M13-pEl94ssoA)

y parael queya sehabíandefinidolas condicionesde replicaciónde la cadenaretrasada:la

síntesiscompletade estacadenapara 150 ng de ssDNA aisladode M13-pEl94ssoAse

consiguióal cabode 60 minutosde reacción(a 32 0C) en una mezclaque conteníaSpg/pl

deproteínasdelextracto(Dempseyy cols., 1995).Paradeterminarlas condicionesnecesarias J
para una ronda de replicación a partir del ssDNA de pA-pLSlssoA, se probaron dos

cantidadesde extracto (5 y 10 ng/pl> y dos tiempos de reacción (60 y 90 mm). A J
continuación,el DNA productode cadaensayosepurificó de la mezclay se digirió con

HindIII, con el fin de homogeneizarlas diferentesformasplasmidicas(circularesabiertas,

circularescerradas,superenrolladasy/o lineales)generadasal completarsela síntesisde la u
cadenacomplementaria.En amboscasos,esteenzimasólo tiene un sitio de restricciónen el
recombinante:en M13-pEl94ssoA,Hindilí cortaa unos150 ph “corrienteabajo” de la zona

desdedondeseinicia la síntesisde la cadenaretrasada(Dempseyy cols., 1995), mientras

u
-u
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Se puedeconcluir entonces,que el ssoA de pLSl, que actúaeficientementecomo

señal de conversiónss -. dsDNA iii vivo en S. pneumoniae,es también reconocidopor

ciertos factoresde S. aureus, itt vitro, quepermitenla conversióncompletade la mayoría

de las moléculasde ssDNA quecontienenesta señal(pA-pLSlssoA).Sin embargo,parece

quela replicacióna partirdelssoAde pE194esmáseficientequedesdeel origenhomónimo J
de pLSl, ya que, en las mismascondiciones,hay un númeromayorde moléculasssDNA de

M13-pEl94ssoAque completanla síntesis de la hebracomplementariade DNA (mayor

definición de bandas),mientrasquela difusión de las bandasde pA-pLS1 ssoA podríaser

indicativo de formasparcialmentebicatenariasproductode una replicaciénincompleta,que

no desaparecenal aumentarla cantidaddeproteínasdel extractoni el tiempo de reacción.

Los mejoresíndicesdeconversiónss -. dsDNA desdeel ssoAdepLS1, seconsiguieroncon u
~ ~g/gl deextractode S. aureusRN4220y 60 mm de reaccióna 32 0C y coincidencon las

condicionespreviamentedescritasparapE194, pTl8l y pSN2 (Dempseyy cols., 1995). A

no serqueseindiqueotracosa,éstashansido las condicionesempleadasen los experimentos

de replicaciónque sedescribiránacontinuación.

3.1.2. Efecto de las mutacionesen las regionesconservadasdel ssoAde pLSl J
Una vez definidaslas condicionesóptimasparala replicación a partir del ssoA de

pLSI, se procedió al análisis de los mutantes en donde se habían alterado (mediante

sustitucióno deleciónde nucleótidos)las regionesconservadasdeesteorigen. Paraello, se J
construyóuna seriede fagémidosrecombinantessimilaresa pA-pLSlssoA,queconteníanel

fragmentoHindIII (3279) - PstI (5) de los derivadosde pLSl (pLSlx, pLS1A13, pLS1AI4

y pLS1ANA) con su ssoA alteradoo delecionado,donadoen los correspondientessitios de

restricción en pALTER-1. Como en los casosanteriores,el ssDNA generadopor estos

fagémidos,conteníala señalde conversiónss -~ dsDNA (mutagenizada)expuestaen la

orientacióncorrectaempleadaparala replicación.Las reaccionesdereplicaciónserealizaron

empleandoestosssDNA comosustrato.En cadacaso,secorrió la mitad del DNA replicado

por este sistemaen un gel de agarosa0.8% durante12 h a 2.5 y/cm (Fig. 28) y la otra

mitad se utilizó para cuantificar la radiactividad incorporadamedianteunión del DNA

marcadoa filtros y precipitacióndiferencialcon TCA (ver Métodos).

J
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correspondenciacon los datosobtenidositt vivo paraS. pnewnoniae(esdecir, unamarcada j
reducciónen los nivelesde replicacióna partirde los orígenescon mutacionesen la región

RSn en relacióna los queconteníanalteradala región CS-6del ssoA).Sin embargo,en S. 2
aureus los datos indican quela eficienciade replicaciónapartir de los ssDNA conteniendo

cadauno delos derivadosmutagenizadosdel ssoAdepLS1 esmuypareciday sólo existeuna

diferenciasignificativarespectoa los derivadosdelecionadosde éste.

Un casohastaahora inexplicable, lo representala mutaciónG6 (total apareamiento

de las regionesdesapareadasdel RSB; Fig. 21). El fragmentode DNA quecontienedicha

mutaciónesincapazdeactuarcomo señaldeconversiónss —. dsDNA itt vitro en el sustrato

monocatenariocorrespondiente&A-G6). Estamutacióndeterminaademás,quepLS 1G6 no

sepuedaestableceren S. aureusindicandoque esteplásmidoesincapazde replicaren dicho J
huésped(ver másadelante).

u
3.1.3. Mecanismo de iniciación de la cadena retrasada de pLS1 en S. aureus

Paracomprobarsi la RNAP de S. aureusestabaimplicadaen la síntesisdecebadores J
parala replicaciónde la cadenacomplementariade pLS1 como sucedeen S. pneumoniae,

seprobóla replicacióna partirdel ssDNA aisladodepA-pLSlssoA en presenciadeRif y/o

en ausenciade rNTPs, usandoel sistemade replicación itt virro de 8. aureus. La Rif se

añadióa unaconcentraciónde 100 sg/ml, antesde agregarel extractoproteicoy los ensayos

sin rNTPs se realizaroncon un tampón de reacciónque carecede UTP, CTP y np,

manteniendoel restode sus componentesbásicos.Comocontrol se llevó el ssDNA aislado

de M13-pEl94ssoA,en dondeya sehabíademostradola necesidadde la RNAP parainiciar

la síntesisde la cadenaretrasada(Dempseyy cols., 1995).Los productosobtenidosdecada u
reacciónselinealizaroncon HindIII y secorrieronen un gel deagarosa0.8%durante12 hs

a 2.5 y/cm, que se secóposteriormenteal vacíoparasu exposiciónautorradiográfica.En J
amboscasos,la síntesisde la cadenacomplementariase vio afectadapor la ausenciade

rNTPs o por la adición de Rif, ya que el gradode replicacióna partir de estossustratos

ssDNAdescendiónotablemente,sobretodoen laspreparacionesqueconteníanRif (Fig. 29).

En los ensayosdondese suprimió la adición de rNTPs sepudo observarcierto grado de

2
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uFigura 30. Esquema del experimento base para determinar los puntos de iniciación de la cadena
retrasada. El ssDNA que se utiliza como sustrato lleva donado el ssodel plásmidoquese deseaestudiar.El
ensayode replicacióniii vitro de lacadenacomplementariaserealizacomoenloscasosanteriores.La cantidad
de extractoproteico, el tiempode incubacióny los enzimasde restricciónempleadossonespecíficosen cada
caso. Luego del tratamientoenzimático, cada muestrade DNA se fenoliza, precipitay desnaturalizapor
calentamientoantesde cargaren el gel de secuencia(6% PAA/8 M urea).Como control depesomolecularse

lleva unasecuenciadenucleótidosconocida.La cantidady tamañodelas bandas(líneaspunteadas)queaparecen
separadasen el gel representanel o los puntosde iniciaciónde la cadenaretrasada.La posiciónde los mismos
se puedecalcular sobrela secuenciade DNA del plásmidocorrespondiente(ver texto).
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ssDNA aisladode los fagémidosrecombinantescorrespondientes.Con el fin de realizarun

¡ estudio comparativose llevaron, a modo de control, los mismos ensayosdescritospor

Dempseyy cols. (1995) para determinarlos sitios de iniciación de la cadenaretrasadaa

partir del ssoA de pE194. En la Figura 30 se presentaun esquemadel experimentoU
generalizadoparatal efecto.Esteexperimentosebasaen conseguirla mayorcantidadposible
de moléculas ssDNA parcialmentereplicadas, en donde sólo se debe elegir el tiempo¡
adecuadode reacciónparaquela conversiónss -* dsDNA no lleguea completafsemediante¡ la ligación de la cadenarecién sintetizada.Estasmoléculassedigierenposteriormentecon

un enzimade restricciónquecontengaun único sitio decorteen el DNA sustrato,próximo

U a la región del ssoAy ubicadoen la dirección empleadapor la replicación, obteniéndose

fragmentoslinealesparcialmentebicatenarios.La hebrade DNA recién sintetizada(y por lo

3 tanto marcadaradiactivamente)presenteen estosfragmentos,sepuedevisualizaren un gel

desnaturalizantede PAA, en dondeel tamañoy la definición de las bandasdaránuna idea

¡ acercade los puntosde iniciación de la cadenacomplementariaa partir del sso estudiado.

Parafragmentosdefinidos, su extremo3’ corresponderáal sitio de restricciónconocidoy el

¡ extremo5’ se remontaráal sitio del DNA desdedondeseha iniciado su síntesis.El enzima

empleadoparael análisisde la replicacióndesdeel ssoAdepLSi y susderivadosfueAffll,

¡ ya quesu sitio decorte define esteorigen haciala izquierda,coincidiendocon la dirección

de la replicacióna partir del mismo.Una vez que la síntesisde la cadenacomplementaria

¡ tiene lugar en la única dirección posible (5’ -. 3’) debepasarpor el sitio AflhI para así

continuarla replicaciónhastael final. Por lo tanto, el cortecon este enzimay posterior

I tratamientoelectroforéticode los fragmentosde DNA resultantesdará lugara productosde

replicaciónmarcados,cuyostamañoscorrespondena ladistanciaentrelos sitios de iniciación

¡ y el sitio de restricción. Para la determinaciónde los sitios de iniciación de la cadena

retrasadaa partir del ssoAde pE194, el enzimautilizado fue Hindilí (Dempseyy cols.,

¡ 1995).

Para realizar esteexperimentohabía queelegiren primer lugar,el tiempodereacción

¡ quepermitieraconseguirun máximonúmerode moléculasdel sustratossDNA parcialmente

replicádas. Si el tiempo de incubación era demasiadolargo y la síntesis de la cadena

¡ complementariasecompletaba,al cortarcon el enzimade restriccióny correrlos productos

en el gel desnaturalizantedePAA, seobtendríanmoléculasdel tamañototal del sustrato,en





Resultados 101

Paracomprobarel efectodel tiempode reacciónen la especificidadde síntesisde la

¡ cadenaretrasada,sedeterminaronlos puntosde inicio de la replicacióna partir del ssoAde

pLS1 tomando muestras a intervalos de tiempo diferentes y siguiendo el esquema

experimentalcomentadoanteriormente(Fig. 30). Se llevaron también las correspondientes

reaccionesde síntesisa partir del ssoAde pE194. La mitad del DNA producto de cada

¡ reacciónsedigirió con AflhI (parapA-pLSlssoA)o Hindilí (paraM13-pEl94ssoA);la otra
/~

mitad se llevó como control sin digerir y cada una de estas muestrasse sometió a

¡ electroforesisen un gel de 8% PAA/8 M urea. Sólo seconsideraronespecíficaslas bandas

de DNA procedentesde la digestión enzimática,mientrasquelas bandasque aparecíanen

3 ambasmuestrasse consideraroncomo productosde iniciación inespecífica.Los resultados

obtenidossemuestranen la Figura 32.

Los productosgeneradosa partir del ssoAdepLSl tras el corteconAflul consisten

U en un grupo de bandasmuy definidasde tamañoscomprendidosentre 115 y 132 nt, que

correspondenal menosa seis puntosde iniciación específicosde la cadenacomplementaria,

U localizadospróximo a la secuenciaCS-6 y a las repeticionesdirectascontenidasen este

origen (ver Fig. 40) Paradeterminarla localización de los sitios de iniciación, sólo se

U necesitacontardesdeel sitio AflII y haciael extremo5’ de la secuenciade pLSl sobrela

cadena(-), el númerode nucleótidosque correspondenal tamañode lasbandasgeneradas.

U En el caso de pE194 también aparecenmúltiples bandasasociadasa diferentespuntosde

iniciación de la cadenacomplementaria.Aunqueen estecasoel patrónes algodiferente,la

¡ localizaciónmayoritariade iniciación coincidecon la de pLS1, es decir, próximo a una

¡ secuenciahomólogaa CS-6 presenteen el ssoA de pE194 (Dempseyy cols., 1995; ver

Discusión).Los productosde replicaciónno digeridosconsistenfundamentalmenteen una

serie de moléculas de gran tamaño, aunquetambién se puede ver una proporción de

¡ productospequeños,tanto en las muestrasquecontienenel ssoAde pLSl comodepE194

U
(de 43 a 46 nt parael primero y de 53 a 59 nt para el segundo).Estos fragmentos,que

tambiénson evidentesen las muestrasdigeridas,habíansido interpretadoscomomoléculas

U queno habíanalcanzadoel sitio de restriccióncorrespondiente(Dempseyy cols., 1995). El

tamañotandefinidodeestaspequeñasbandaspodríadeberseala existenciade unaestructura

¡ o secuenciaespecialen el origenquefuesedifícil de seratravesadapor las DNA polimerasas

del extracto, induciendola detencióntemporalde las mismas.
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Estosdatospermitenconcluirquela iniciación de la replicacióna partir del ssoAde

pLSl y de pE194 en S. aureusesespecíficay abarcaun pequeñorango en la secuencia¡
nucleotídicade ambosplásmidos,yaque existenvariospuntosparala iniciación de la cadena¡ complementaria.El cambio observadoen la intensidadde las bandasmayoritariascon el

transcursodel tiempopodría tenerdosexplicaciones.Como seveen la Figura32, a medida

quepasael tiempo, las bandasmáspequeñasvanadquiriendomayorintensidadmientrasque¡ las mayoressehacencadavez menosintensas.Dado quela RNAP de£ aureussintetizalos

¡ RNA cebadoresparala síntesisdela cadenacomplementariadepLS1 (ver apartadoanterior)

y de pEl94 (Dempseyy cols., 1995), una posibleexplicaciónseríaque los fragmentosde

3 mayortamañopresentessobretodo a intervaloscortosdetiempo(10 y 20 mm) representasen

al híbridopRNA-DNA y que, en las bandasmenores,esteRNA se encontrasedegradado.

E A tiempos próximosa los 60 mm, todaslas moléculasya no seríanhíbridasy presentarían

el tamañomenor. Estaposibilidad es improbable,ya que el tratamientodel DNA producto¡ de unareacciónde 20 mm con RNasaA, RNasaH o álcali (despuésde sudesnaturalización

por calentamiento),no alteró el patrón de bandasobservado(no se muestra para pLSl;

U Dempseyy cols., 1995parapE194).Estedatopermiteconcluir, sin embargo,quelospuntos

de iniciación dela cadenacomplementariamapeadosen esteexpenmentocorrespondena los

U puntosde transiciónde pRNA a DNA, ya que carecendel ‘primer”.

Otra explicación sería que, a medida que pasa el tiempo, el extremo 5’ de los

fragmentosmáslargosseligasenmásrápidamenteal extremo3’ del DNA reciénsintetizado

¡ que los fragmenosmenores,consiguiéndoseasíla síntesiscompletade esta cadena.Estas

moléculascirculares,tras la digestióncon el enzimade restricciónse retendríanjunto con

E , las moléculasde gran tamañopresentesen la zonapróxima a los pocillos del gel y ésto

permitiría visualizar durante más tiempo los fragmentosmás cortos. Sin embargo,esta

¡ explicaciónes tambiénpocoprobable,ya que la velocidadde síntesisdel DNA es muy alta

y la diferenciade unospocosnucleótidosentreunasy otrasbandasno seríasuficientepara

¡ explicarestasituaciónde forma satisfactoria.Por lo tanto, no pareceexistir unaexplicación

simple parael cambioen el patrón del tamañode estasbandasconel transcursodel tiempou de reacción.
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3.1.5. Iniciación de la cadena complementaria a partir de los derivados mutagenizados

del ssoA u
Paradeterminarel efectode las mutacionesen las regionesconservadasdel ssoAde

pLSl en la especificidadde inicio de la cadenaretrasadadel plásmido, se realizó una j
segundaseriedeexperimentosutilizando como sustratoel ssDNA procedentedealgunosde

los fagémidosrecombinantesque conteníancadauna de estassecuenciasalteddas(pA-Gí, J
pA-G3, pA-OS,pA-G7, pA-G3G7).Comocontrol,sellevó el mismoensayode replicación uconel ssDNA aisladode pA-pLSlssoA.El tiempode reacciónempleadofue 20 mm, ya que

era el tiempo en que la mayoría de las moléculasssDNA se encontrabanparcialmente u
replicadas.El mutante06 y los derivadoscon una delecióntotal o parcial del .ssoAno se
emplearoncomosustratoparaestosensayos,dadala falta o baja funcionalidadregistradaen u
este sistemade replicación. Los resultadosobtenidosse presentanen la Figura 33. Las
bandasconseguidastrasla digestióncon AflhI del DNA quelleva las mutacionesen el ssoA, u
cuandoseobservan,son menosintensasquelas bandasprocedentesde la replicaciónapartir

del origen silvestre.En el casode los mutantesen la región CS-6(pA-Ol y pA-03) todavía

puedenverse,enautorradiografiassobreexpuestas,algunasbandasdefinidas(Fig. 33, abajo).

Ésto indicaquela especificidaddeinicio dela cadenaretrasadaes muy bajay algodiferente J
para esta clasede mutantes. Por otro lado, los mutantesen RS~ ensayadosmuestranun

patrón de bandasprácticamenteinvisible, incluso en autorradiografíasmuy expuestas,a

excepciónde 67 (cambiosen la secuenciaquemantienencasi inalteradala estructuralocal

del RS5).En estecaso,el patrónespecíficode bandases muy parecidoal obtenidoa partir j
del ssoA silvestre, aunque es mucho menos intenso. El doble mutante 0307 carece

totalmentede especificidadde inicio. Sepuedeconcluirentonces,queen S. aureus,cambios u
el ssoAde pLS1 que afectenla estructuray/o la secuenciade las dos regiones

conservadas,disminuyeny/o alteranbastantela iniciación específicade la cadenaretrasada u
a partir de estaseñal. u

u

-u
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3.1.6. Eficiencia de replicación in vivo de la cadenaretrasada de pLS1 y sus derivados, u
Con el fin de estableceruna relaciónentre los resultadosobtenidosiii vitro en el

sistemadereplicacióndeS. aureus,conlos correspondientesdatosin vivo, seelectroporaron

células competentesde esta bacteria con 10 ng del DNA de pLSl, pLSlX, pLS1A13,

pLS1A14, pLS1ANA y pLSIAHA. No se obtuvo ningún transformantecon el plásmido
/

pLS1G6, pesea que serealizaronvarios intentos, incluso con cantidadesmuy elevadasde

DNA plasmídico(100 ng y 500 ng). Ésto indica que, por razonesaún desconocidas,esta J
mutación confiere un fenotipo letal a la mutación GÓ en S. aureus. Paradeterminarla

cantidad de ssDNA plasmidico acumuladoen este huésped, se crecieron los cultivos J
conteniendoel plásmido pLS1 y los derivadosmencionadoshasta la mitad de su fase

:::n:tá~~:e; ~?ln Con ellos se prepararonextractoscrudos y el DNA total se

gel deagarosa0.7% y posteriortransferenciaa unamembrana

de nitrocelulosa, previo tratamientodesnaturalizantedel mismo. Las diferentes formas

plasmídicaspresentesen cadamuestrase visualizaronmediantehibridacióncon una sonda

de pLSl marcadaradiactivamente.Como control, se llevaron muestrasde DNA total u
preparadasa partir de cultivos de estafilococosconteniendodos plásmidosderivadosde

pEl94 (pSK270y pEl94cop6)delos cualessesabiaque su ssoAeraperfectamentefuncional u
en estabacteria.Las distintasformasdel DNA de estosplásmidossevisualizaroncon una

sondaradiactivadepE194.La relaciónss/dsDNAcalculadaparaambosrepliconesfue menor

quela de pLSl, indicandoqueel ssoA de pLS1 es reconocidocon menoreficienciaqueel

depEl94, en S. aureus.

Teniendo en cuenta los resultadosobtenidosen los experimentosanteriores, se u
esperabaque,adiferenciade lo quesucedíaenS. pneumoniae(distinto gradodeacumulación

de ssDNA plasmídicosegúnla región del ssoA mutagenizada),el efectode las mutaciones JI
en esteorigen fuesesimilar en todoslos casos.Ésto fue efectivamentelo queseobservó,ya

que el gradode acumulaciónde ssDNA de cadauno delos plásmidospLS1X ensayadosfue JI
el mismo, independientementede la región alterada(Fig. 34). Por otro lado, el nivel de

ssDNA acumuladopor pLS1AHA (carecedel fragmento Hindilí - Afluí de pLSl, pero

mantienela señalssoAintacta)es mayor que el depLSl y quedel restode susderivados.

Ésto podría indicar que el fragmentodelecionadocontienealgunaregión que favorecela

-u
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actuacióndel origen de hebrasencillao, que allí existaalgunaseñalde conversiónss -~

dsDNA de pLSí quesólo seareconocidaen la célula viva. Basándonosen los datos quese uteníande la replicaciónitt vitro (ver Hg. 28), seesperabaqueexistieraun nivel intracelular

de ssDNA mayor paralos mutantesquepresentabanla deleciónparcial o total del ssoA. u
Contrariamentea nuestrasexpectativas, no se observó diferencia alguna, que fuese
significativa,entreel gradode acumulaciónde ssDNA depLSi y el depLS1AL3, pLS1Al4 u
y pLSlANA. En conjunto,estos datos indican que no existe una relaciónclára entre la
eficiencia de replicación itt vitro, la especificidadde iniciación de la cadenaretrasaday la

acumulaciónde ssDNA in vivo de cadauno de estosplásmidosen S. aureus.Estacuestión

se tratarácon másdetalleen la Discusión. u
3.2. El sistemade Streptococcuspneumoniae u

Los resultadosobtenidosde los ensayosde replicaciónitt vitro a partir del ssoAde

pLSl y susderivadosindicaron un claro efectode las mutacionesgeneradasen esteorigen

en el proceso de iniciación específicade la cadena complementariaen S. aureus. Sin

embargo,el nivel de replicacióntotal, tanto in vivo (medido comoacumulaciónde formas

ssDNA plasmídicas)como itt vitro, no permitió distinguir un comportamientoreplicativo

diferenteentrelas distintasclasesde mutantes.Por el contrario, los datosquese teníandel JI
grado de acumulación de ssDNA de estos plásmidos en S. pneumoniaerevelaba un

comportamientodiferentesegúnla región del ssoAque estuviesealteradaen cadareplicón.

Estehechoponíade manifiestola existenciaen pneumococosde un mecanismodereplicación

de la cadena retrasadamás sensible al tipo de mutación introducida. Con el fin de

comprendermejor las diferenciasexistentesentre los mecanismosempleadospor ambos

huéspedespara la replicacióndepLSl, sedecidió ponera punto un sistemade replicación

itt vitro de S. pneumoniae.

3.2.1. Preparaciónde extractoslibres de célulasde S. pneumoniae

En primer lugar, había que elaborar un procedimiento para preparar extractos u
-u
2
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acelularesde pneumococoscon un alto contenido de las enzimas necesariaspara la

replicaciónplasmídica.Comotambiénserequeríaqueestasproteínasestuvieranen sumayor

U
parteactivas, seevitó el tratamientoclásico con deoxicolatosódico (Na-DOC, detergente
suavequeinducela lisis endógenaen S. pneumoniae)pararomperla paredcelular de estau
bacteriay sepusoapunto un sistemade lisis enzimática,utilizando autolisinapura. Al igual

E que en todaslas bacteriasgram(+),la paredcelular de 8. pneumottiaesecomponede una

gruesacapade peptidoglicano,a la cual se encuentranasociadasalgunasenzinjas(sidasas,

¡ amidasas,endopeptidasas)encargadasdedegradarpequeñasporcionesdela estructurarígida

de la pared,durantediversosprocesosfisiológicos(crecimientocelular, separacióndecélulas

I hijas, transformacióngenética).Ademásdelpeptidoglicano,la paredcelulardepneumococos

contiene un alto porcentajeen ácidos teicoicos, que poseen residuos-de colina como

sustituyentemás frecuente(Mossery Tomasz,1970).El enzimaautolíticomayoritarioen esta

bacteriaes una N-acetilmuramil-L-alaninaamidasa(denominadacomúnmente,autolisina),

E que dependede la presenciade colina en la paredcelular para adquirir su conformación

activa, reconocersu sustratoy ejercersu accióndegradativasobrela capadepeptidoglicano

I celular (Howard y Gooder, 1974; García-Bustosy Tomasz, 1987). Se sabequeesteenzima

puedeactuarde forma exógena,ya que es el principal responsablede la lisis bacteriana

E cuandoésta alcanzaunaetapaavanzadade su faseexponencial.Por lo tanto, constituíaun

elementoadecuadoparala digestión enzimáticade la paredde célulaspneumocócicaspara

U la preparaciónde los extractos.

U La autolisina empleadaen estetrabajo, fue purificadaen el laboratoriodel Dr. R.

López según el protocolo descrito por García y cois. (1987). Se sabía además,que la

E actuaciónde esteenzimasobreparedescelularesaisladasde pneumococoses máxima si se

incubaa 37 0C en tampón fosfatoo tris-malato2 - 10 mM pH 7.0 y NaCí hasta100 mM,

durantealgunashoras(Mossery Tomasz,1970; Howardy Gooder, 1974). Paraproducir la
lisis de células de pneumococosconcentradas100 veces, bastabaincubaríasen el mismo

U tampónanterior(20 - 50 mM) con 5 gg/ml de autolisinapura, durante15 mm a 37 0C (E.

E
García,comunicaciónpersonal).Con el fin de determinarlas mejorescondicionesde lisis

para la preparaciónde extractosde replicación, es decir, el menor tiempode incubacióna

E
la temperaturamásbajaposibleparaevitar la degradaciónde las proteínasde interéspor

proteasasque hubieseen el sistema,sehicieronvariaspruebasutilizandoen cadaensayouna
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mismaconcentraciónde célulasy diferentescantidadesde autolisina,temperaturay tiempos

de incubaciónen tampónfosfato (Na2PO4)25 y 50 mM pH 6.9. Paraello, seconcentró100
vecesun cultivo de S. pneumottia.ecrecido hastauna DO650 = 0.4, quecorrespondea la u
mitad de su faseexponencialde crecimiento,y se resuspendieronlas células en el tampón ude lisis correspondiente(ver Tabla7) queademáscontenía1 mM EDTA, 5 mM EGTA y

0. 1 mM PMSF. Dado quela estabilidadde lasproteínases mayoren una solucióncon alta u/~,concentraciónsalinay quesehabíavisto queel KCl potenciabala acciónde la a?utolisinaen

paredescelularesaisladasde pneumococos(Howard y Gooder, 1974), seagregó 150 mM -uKCl a cadapreparación.Una vez resuspendidas,las células se sometierona dos seriesde

congelamientoa -20
0C (nievecarbónica)y descongelamientoa 15 0C, paradesestabilizar JI

la estructurade la paredbacterianaantesde agregarel enzima. A continuación,se incubó

cadamuestracon varias cantidadesde autolisinaa la temperaturay tiemposindicadosen la JI
Tabla 7 y serealizóotra rondade congelación/descongelación.Secentrifugóaaltavelocidad

y se midió la concentraciónde proteínaspresentesen cadasobrenadante.Como controlde JI
lisis total, se trató unacantidadde célulasigual a la de los ensayosanteriores,con Na-DOC

u
La concentraciónde proteínasen el sobrenadanteindicael gradode lisis conseguido

en cadapreparación,ya que las células que no han sido usadasprecipitandurantela

centrifugacióny no aportansusproteínasal sobrenadante.El total de proteínasmedido en

la muestracontrol, se tomócomoun100% de célulaslisadasy serelacionóa éste,el valor

obtenidoen los otrosensayosparacalcularel porcentajedelisis en cadacaso.Los resultados

obtenidossepresentanen la Tabla7. Estosindicanquela temperaturade incubaciónes un

factor principal para conseguirla lisis de un alto porcentajede células,siendoéstamáxima u
a 37 0C. De acuerdo con estos datos, las mejorescondicionespara la actuación de la

autolisina se consiguenempleandouna cantidadde 10 sg/ml, tampón50 mM Na
2PO4e

incubacióna 37
0C durante15 mm. Sin embargo,parala preparaciónde extractosa mayor

escala(empleadosen los ensayosde replicación),seeligió un tiempode reacciónde 7 mm JI
(que tambiénasegurabaun alto porcentajede células lisadas,ver Tabla 7) paraafectarlo

menosposiblela calidadproteicadel extracto.Una vezconseguidala lisis de las células de

pneumococospor este procedimiento,se continuóde la misma forma empleadapara la

elaboraciónde extractosacelularesde S. aureus (ver Métodos).

-u
~1
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Tabla 7. Lisis de células de pneumococos

Na2PO4
pH 6.9

autolisina
(~gIml)

te¡np.
(
0C)

tiempo
(mm)

% lisis

25mM 5 0 45 25

25 mM 10 0 45 30

5OmM 10 0 45 34

5OmM 10 22 15 53

5OmM 10 22 30 62-

SOmM 20 22 15 52

5OmM 10 37 7 87

5OniM 20 37 7 87

5OmM 10 37 10 89

5OmM 10 37 15 92

5OmM+ - 37 10 100
DOC5%

3.2.2. Determinación de las mejores condiciones para la síntesis¡a vitro de la cadena

¡ retrasada de pLS1 y pE194

Paraconseguirlas condicionesnecesariasde replicacióna partir del ssoAde pLSl,

U utilizando extractosde S. pneumoniae,se empleó como sustrato de la reacción, el ssDNAgenerado por pA-pLSlssoA (150ng) y seprobarondiferentescantidadesdel extractoproteico

U
(4, 8, 16 y 32 ~igI¡ñ). Estos ensayos se realizarontambiéncon el ssDNA aisladode M13-

pEl94ssoA(150 ng), con el fin de probarsi el ssoAde esteplásmidode estafilococosera

E reconocidocomo señalde iniciación de la cadenaretrasadaen estesistema.Las reacciones

se llevarona cabo siguiendoel mismo procedimientodel sistemaanterior. Los ensayosse

I incubarondurante60 mm a32 <>C, ya queestetiempoerasuficienteparaconseguirquecada

recombinantecompletela síntesisdela cadenacomplementaria(ver másadelante).El DNA

I purificado de cada reacción se linealizó con HindIII en ambos casos y se sometió a

electroforesisen un gel de agarosa0.8%. El mejor rendimiento replicativo a partir del

111
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3.2.3. Efecto de las mutacionesen las regionesconservadasdel ssoAde pLS1

Como habíamosobservadoanteriormente,el ssDNA acumuladopor los plásmidos

¡ pLSlx en S. ptteumoniaeponíaen evidenciadoscategoríasde mutantes,segúnla zonadel

ssoAquesehubieramutagenizado.Los cambiosen la regiónCS-6provocabanun incremento

de tres vecesen el nivel de ssDNA acumuladopor estos plásmidos,mientrasque los

repliconesque conteníanla región RSB alteradapresentabanun grado de acumulacionde

I ssDNA tan altocomopLS1ANA (AssoA).Comoel nivel dessDNA acumuladopor todos los

mutantesen CS-6 fue el mismo, se tomó un representantede estacategoría(pLS1G1)para

I realizar los ensayosde replicacióniii vitro. Paraello, se empleó el ssDNA del fagémido

recombinantequecontieneel ssoAdepLSl con la mutaciónGí (pA-G1). Lo mismo ocurría

3 para los integrantesde la categoríade mutantesen RS5. Aquí se seleccionóun representante

de cadaclase de mutación [pLS1G6(pA-G6): cambiosen la estructuralocal del RS5;

I pLS1G7 (pA-G7): cambiosen la secuenciaconservadadel RS5 y pLS1G3G7(pA-G3G7):

cambiosen ambassecuenciasconservadas,CS-6y RS1J. Comocontrol negativosellevó un

3 sustratomonocatenariocon la región complementariadel origen dehebrasencilladepLSl.

Estesustratoseconsiguióa partir del fagémidorecombinantepA-pLSlssoA (Fig. 22) que

I presentael fragmentoPstI - EcoRIdepLSl conteniendola región del ssoA,donadoen la

orientacióncontraria a la empleadapara la replicacióndel plásmido, de tal forma que la

3 monocadenageneradapor ésteposeela secuenciacomplementariade dicho origen (ssoAj.

El DNA productode cadareacciónse trató igual que en el casoanterior.

Los resultadosobtenidos (Fig. 36), se resumen a continuación. La eficiencia de

I conversiónss -> dsDNA a partir del mutanteen CS-6(pA-Gí) fue prácticamenteidénticaa

la del .ssoA silvestre(pA-pLSlssoA),ya que la intensidadque presentanambasbandasde

U DNA son parecidas.Porotro lado, cualquieralteraciónen la región RS5 produjoun drástico

descensoen la intensidadde talesbandaso, lo que eslo mismo, en el nivel de síntesisde la

U cadenacomplementariaapartirdelos sustratoscorrespondientes(pA-G6,pA-G7, pA-G3G7).

I Estosdatoscoincidencon los resultadosobtenidositt vivo, presentadosen la Figura23. Allí

sehablabade acumulaciónintracelularde ssDNA plasmídico,lo quees igual a eficienciade

conversiónss -. dsDNA (valoradaen los experimentositt vitro), ya quesi ésta esbaja, laE cantidadde ssDNA acumuladaitt vivo seráalta. Sin embargo,seesperabaque los valores
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106, 99 y 85 nt) cuyosextremos5’ mapearonen diferenteszonasde esteorigen. El extremo

5~ correspondiente a la banda de 130 nt coincide con la región de inicio de la hebra

complementariadefinidaparapUSí (próxima a CS-6)en el sistemade S. aureus(ver Fig.

40). El fragmentode 85 nt comienzamáscercadel RSB, mientrasque los dosrestanteslo -u
hacenen la zonacomprendidaentreambassecuenciasconservadas.Por el contrario, no se
encontraronpuntosespecíficosde iniciación de estacadenaa partir del ssoAde pEl94, ya

que no se ven bandasdefinidas tras la digestión con HindIlí del DNA producto de una

reacciónde20 mm queconteníael ssDNA deM13-pEl94ssoA(Fig. 38). Estehechopodía

significar que la iniciación de la replicacióna partir de esteorigen fuera inespecíficaen S.

pneumoniaeo queestospuntosmapearanen una zonalejana a la región homólogaa CS-6

y no fueraposibledetectarloscon dichaenzima.

A continuación,seanalizaronlos puntosde iniciación dela cadenaretrasadaapartir

de los derivadosmutagenizadosdel ssoA de pLSl. Paraello, se empleócomosustratoel

ssDNA procedentede los fagémidosrecombinantesconteniendocadauna de lasmutaciones

producidasen este origen (pA-X). Despuésde un períodode incubación de 20 mm, se

analizaronlos productosgeneradostras la digestión conA/Hl del DNA purificado en cada

reacción.Los resultadosconseguidos(Fig. 39) revelaron nuevamentela existenciade dos JI
categoríasdemutantes.Mientrasquelos que tienenla regiónCS-6alteradamantienenpuntos

de iniciación de la cadenaretrasadasimilares a los generadosa partir del ssoA silvestre

(representadospor lasbandasde 130, 106, 99 y 85 nt), la iniciación a partir de los orígenes

que tienen el RSB o ambas regiones conservadasmutagenizadases completamente

inespecífica,ya queno seve ningunabandadefinidaen las muestrastratadascon el enzima.

Además,en la primeraclasede mutantes,así como apartir del ssoA silvestre, seobservan

dos pequeñas bandas de 53 y 54 nt tras la digestión del DNAque, si bien también aparecen

comoproductosdereplicacióndesdelos mutantesen RSB, aquíson deintensidadmuchomás

baja. Por otro lado, existenalgunasdiferenciasentreel patrónde bandasgeneradoa partir

del ssoA silvestrey el obtenidoa partir de algunode los mutantesen CS-6. En el primer

caso,asícomoa partirdel mutanteCM, apareceunabandade 130 nt biendefinida(Fig. 38 -u
y 39) que sólo puede intuirse muy débilmente en otros mutantes de esta categoría como Gí,

G3yG4.

-u
j
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El conjunto de datosobtenidosnos permiten concluirque el sistemade replicación

¡invitrodes.Pneumoniae es funcionaly específicodelssoAde pLSl, ya que no se consiguió

sintesísa partir del ssoA-. La replicación de la cadenacomplementariaa partir de los

¡ mutantesen CS-6, a pesarde ser menoseficiente in vivo, mantieneuna especificidadde

inicio muy parecidaa la del plásmido silvestre. Por otro lado, cualquiermutaciónen la

¡ regiónRSB setraduceen unaeficienciamuchomenordesíntesisde estacadena,tantoiii vivo

como iii vitro, y ademásésta se inicia de forma inespecífica.La baja proporción de

¡ moléculasssDNA aisladasdepA-G6, pA-G7 y pA-G3G7quehabíancompletadola síntesis

de la hebracomplementaria(Fig. 36) provendrían,segúnestosdatos,de diversospuntosde

¡ conversiónss -. dsDNA inespecificos.En la Figura40 seseñalanlos nucleótidosy regiones

de la secuenciadel ssoAde pLSI desdedondetiene lugar el inicio de la replicación de la

E cadenaretrasadadeesteplásmidoen los sistemasde S. aureusy S. pneumoniae,para una

visualizacióncomparativaentreambos.

4021

~
Aflil

RS~ 85

y
GAGCTTGTTCTGAGCGATTTATGCCGTG~GCTATTTGAC~TI\J~GC.t. 14 115—132A13

99 106 130 cs—6Y Y Y’
~

al a2

ACGGACACGGACAAGGACGGCAGTCACTGCTTACTTGTTGTC~J~

b2 b3

CCATCCAAT~PAGCGTCAI&

NcoI 4240

-Figura 40. Puntos de iniciación de la cadena retrasada de pLSI en 5. aureus y 5. pneumoniae. Se muestra
la secuencia nucleotfdica de la hebra de DNA de pLSl entre las coordenadas 4021 y 4240, que contiene la

E

región del ssoA. Se indican los sitios de restricción Afluí y NctA (subrayado doble), los bordes hacia la derecha
de las deleciones A13 y t14 (flechas quebradas), la región RS8 (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 síntesis de la cadena complementaria en 5. aureus se señala con un corchete en línea

U discontinua y los puntos principales de iniciación en 5. pneumoníae se marcan con un triángulo negro. Losnúmeros indican la distancia entre estos puntos y el sitio Aflhl.
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4. INTERACCIONES ENTRE ssoAY RNAP u
Los resultados obtenidos hasta ahora permitían concluir que las mutaciones

introducidasen las regionesconservadasdel ssoA depLSl afectantanto la eficienciacomo JI
especificidadde inicio de la síntesis de la cadenaretrasada,en mayor o menor grado

dependiendode la región del origen quese alterase.Sin embargo,dichos resultadosno

explican las razonesde estas diferencias fenotípicas. Por ejemplo, los cambios en la

secuenciao en la estructura local del RS5 tienen consecuenciasmuy drásticas en la JI
replicacióndel plásmido(bajaeficienciae iniciación inespecíficade la cadenaretrasada)en

S. pneumoniae,mientrasquelas mutacionesen CS-6 producensólo un levedescensoen la JI
eficiencia de conversiónss -* dsDNA itt vivo, sin alterarprácticamentela especificidadde

inicio de dicha cadena.Estosdatospuedenser interpretadosal menosde tresformas: i) que

la región RS5 esté implicada en la unión directa de la RNAP, encargadade sintetizarel

“primer” para que tengalugar la replicaciónde la cadenaretrasada,u) queestaregión sea JI
el sitio de uniónde algúnotrofactor bacterianonecesarioparaactivar la funcióndela RNAP

o posibilitar su unión al ssDNA, o iii) que la región RSB estéimplicada en la unión de otro

factor bacterianoindispensablepara que tenga lugar la síntesis del DNA de la cadena

retrasadauna vez sintetizadoel “primer”. Cualquierade estasteoríasexplicaríanpor qué

alteraciónesdel RS5 interfierennegativamenteen la síntesisde la cadenacomplementariade

pLSl. Por otro lado, la secuenciay estructuralocal de CS-6, aunqueno es fundamental, JI
parecíateneruna función colaboradoraen la replicaciónde esta cadena.Con el fin de

determinarel significadodecadaunade estasregionesconservadasdel .ssoAen la unión de

la RNAP yio en la síntesisdel pRiNA, se realizaronexperimentosde retardoen gel y de -utranscripción itt vitro usandola RNAP purificada de B. subtilis y como sustrato, un

fragmentopequeñodeDNA monocatenario que contenía el ssoAsilvestreo mutadode pLS1.

4.1. Retardo en gel de fragmentos ssDNA con la secuenciassoA JI-u
Para probarel primer supuesto,es decir, si RS11 constituíael sitio de unión de la

RNAP al ssoA, se analizó la capacidadde este enzima de retardar la migración (como

consecuenciade su unión específica)de fragmentosde DNA monocatenarioquecontenían

JI
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la señalssoAde pLSl. Como control negativoseutilizaron otros fragmentosssDNA del

mismo tamañocon la secuenciacomplementariadel ssoA,ssoA.Ambos sustratosssDNA¡
seobtuvieronporamplificaciónasimétrica,mediantePCR,de unaregiónde 313 pbdel DNA
depLSl quecomprendela secuenciassoA.Paraello, seutilizaron dosoligonucleótidosqueU
delimitan las zonasconservadasde esteorigende replicación: haciala izquierda,el oligo 1,

I 5 TCAGCAAAATGACAAGATGCTAGG-3’, presente en los fragmentos ssDNA que

contienenla secuenciassoAproducidostras la reacciónde amplificacióny haciala derecha,¡ el oligo 2, 5’-TCATCCACTCAAGAC’lTfl’GACGC-3’, el cual se encuentraen los

fragmentosssDNA quellevan la regiónssoALLas reaccionesde PCRserealizaroncon 50

¡ y 0.5 pmolesde cadauno de estosoligos, dondeel oligo que sepuso en mayor cantidad,

dependíade la hebrade DNA se quisieseamplificar. En amboscasos(cuandoseamplificó

¡ unau otra hebra)seobtuvieron,ademásde los fragmentosssDNA correspondientesde 313

nt, otra bandacorrespondienteal productode DNA bicatenariode 313 pb (no semuestra).

¡ Parapurificar los fragmentosssDNA decadareacción,se sometióel productototal de cada

ensayoa electroforesisen un gel preparativode agarosaque permitía la separaciónde

¡ pequeñosfragmentosde DNA, desdeel cual seextrajeronlas bandasssDNA de interés(ver

Métodos).

La RNAP utilizada fue la de B. subtilis, ya que se tratabade la única RNAP de

¡ bacteriasgram(+) de la que podíamosdisponer. Ésta fue purificada con su factor u

mayoritario (ct) en el laboratorio de la Dra. M. Salaspor el Dr. M. Mencía, según el

3 protocolodescritopor Moreno y cols., 1974. Los fragmentosssDNA se marcaronen su

extremo5’ (mediantetratamientoconT4 PNK y [-y-32P]dATP) y seprecipitaronjunto con

U poli(dIdC), de tal formaqueen los 2 gí (0.003~g)de ssDNA utilizados en cadaensayode

retardohubieseaproximadamente200 vecesmásdecompetidor(1.0gg) respectoal ssDNA

U marcado.Seprobarondistintascantidadesde RNAP y cadareacción(10 gí) se incubó5 mm

U en hielo antes de cargar un gel nativo de PAA (40:1) 3.5%. El tampón de incubación

contenía-200 mM NaCí y 90 mM sulfato amónicopara promover la interacción específica

entre ambos elementos, dado que en ausencia de sulfato amónico o si se utilizaban

¡ concentracionesmenoresdeNaCí, sehabíaobservadoun gradoconsiderabledeinteracciones

inespecíficasentreellos (no se muestra).
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ng) induzcan la formación de una pequeña proporción de complejos DNA-proteína cuando

¡ seempleó el ssDNA con la secuencia ssoA; no es de extrañar,ya que la RNAP se une

naturalmenteal DNA y aunquesu afinidad por estessDNA es baja, sería lógico observar

¡ algúntipo de unión (inespecífica)en estascondicionesde ensayo.Por otro lado, los datos

obtenidosenesteexperimentopermitieronconcluirque no esnecesariola presenciani unión

I deotro factor del huéspedparaque la RNAP reconozcala señalssoA de pLS 1.

4.1.1. Efecto de mutacionesen el ssoAen la interacción con RNAP

Paraestudiarel efectoqueteníanlas mutacionesgeneradasen la regionesconservadas

I del ssoA frente a la unión de la RNAP, se realizaron experimentosde retraso en gel

utilizando fragmentosssDNA que conteníanlas mutacionesX (CM, Gí, 03 - (37 y 03(37)

U incubadoscon diferentes cantidadesde RNAP. Los fragmentosssDNA empleadosse

obtuvieronpor amplificaciónasimétrica,mediantePCR, de una regiónde unos313 pb que

¡ contenía la secuenciacon cadamutación del ssoA, presenteen los plásmidospLSlx, y

punficaciónposteriorsiguiendoel procedimientoanterior. Cadauna de las reaccionesde

¡ PCR se realizaron empleando50 pmoles del oligo 1 y 0.5 pmoles del oligo 2. Los

fragmentos ssDNApurificadossemarcaronen susextremos5’ comoen el casoanterior.Los

U ensayosde retardose realizaroncon una cantidadde ssDNA marcadocorrespondientea
30,000cpm (unos 3 ng) en cadacaso.Las cantidadesde RNAP utilizadasseindican en la

¡ Figura42.

Cuandose ensayó la unión del enzima a estos fragmentosssDNA, se observó

nuevamentedoscategoríasderesultados,dependiendode la regióndel origenquesehubiese

U alterado. El defecto mayor en la unión de la RNAP se observópara los fragmentosque

I
teníanla región RSB mutagenizada.Todos ellospresentaronun comportamientosimilar al

observadopara el ssDNA con la secuenciassok,esdecir, que no sedetectóunión de la

RNAP cuando seemplearon 12 ng de la misma y sólo seobservó una escasaproporción deU
ssDNA acomplejadocuandose usaroncantidadesmuy altasdel enzima(64 ng; Fig. 42A).¡ Estos complejos,al igual que en el caso anterior, son probablementeconsecuenciade la

unión inespecíficade la RNAP al DNA. Por el contrario, la unión de la RNAP a todos los
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fragmentosssDNAquepresentabanla secuenciaCS-6alteradafue similara laobservadacon

los fragmentosquetenían la regiónssoA silvestre. Cuandoseemplearon12 ng del enzima,

U
seobservóuna pequeñaproporciónde complejosssDNA-RNAP quese incrementócuando
seañadieron32 ng de proteína.En la mayoríade los casos,todo el ssDNA presenteencada¡
ensayoseunió al enzimacuandoseemplearon64 ng deRNAP (Fig. 42B y C). Paraprobar¡ si la RNAP de B. subtilis eracapazde unirseal ssoAy alos mutantesen la secuenciaCS-6

de este origen, en cantidadesmenores, se realizaron los mismos ensayoscon 9 ng de

¡ proteína,observándosetodavíaunapequeñacantidadde complejos(Fig. 42B). En estecaso,

la bandaretrasadacorrespondientea los complejosssDNA-RNAPparalos fragmentoscon

U las mutacionesCM, 01 y (34 es más débil, pero sigue siendovisible en autorradiografíassobreexpuestas (no se muestra).

Dadoque cualquier mutación generada en la regiónRS
8 del ssoAde pLSI impide la

¡ unión de la RNAP al ssDNA quela contenga((35, (36, 07 y 03(37),sepuedeconcluir que

la RNAP de B. subtilis interaccionadirectamenteconestaregión, necesitandoparaello que

3 tanto la secuenciacomola estructuralocal de estazonaseencuentrenintactas,o bien, que

la región intactadel RSB determinela configuraciónnecesariadel DNA paraque la RNAP

¡ puedaunirsea sucorrespondientesitio en el ssDNA. De todasformas, la falta de unióndel

enzimaal ssDNA traeríacomo consecuenciaqueno sesinteticeel RNA cebadorpara la

¡ síntesis de la cadenacomplementariade p~1,lo que derivaría en el incrementode las

formasplasffiídicasde DNA monocatenariodetectadasin vivo y en la bajaeficienciade la

U replicación de esta cadena observada iii vitro, en S. pnewnoniae.

Todosestosdatosnosproporcionabanunavaliosainformaciónacercade la interacción

entre la RNAP y el ssoA, así como del efecto en esta unión de los diferentes tipos de

U mutacionesgeneradasen el origen.Sin embargo,estosdatosno nosproporcionabanninguna

informaciónacercade la actividadde esteenzimaen el sistemaempleadoparalos análisis

U de retardo, en dondeno interveníanotros factoresbacterianos.Es decir, que los datos

obtenidoshastael momentono nos permitíandescartarla participaciónde otroscomponentes

¡ del huéspeden la síntesisdelpRNA. Fueentonces,queemprendimosun proyectoconel fin

de crearun sistemaen dondesepudierasintetizarel RNA cebadorde la cadenaretrasadade

¡ pLSl a partir de su ssoA.Hastaahora,sólo se habíanideadosistemaspara la síntesisdel
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pRNA de la cadenacomplementariaen colifagosde cadenasencilla(ver Introducción),pero JI
no se había descrito nada comparableen la síntesis de “primers’ para plásmidoscon JIreplicación RC. Basándonosen los experimentosde transcripción in vitro descritospor

Mencíay cols. (1996),sedesarrollóun sistemaquepermitió determinarla capacidadde la JI
RNAP deB. subtilispara sintetizar los RNA cebadoresdela cadenacomplementariaapartir

del ssoAdepLSl y desdelos derivadosmutagenizadosde éste. JI

u
5. SINTESIS IN VITRO DE pRNAs A PARTIR DEL ssoADE pLSl

Los primerosensayos,serealizaroncon los fragmentosssDNA queconteníanla señal

ssoAsilvestrey con los que conteníanla secuenciacomplementaria(sso*), comocontrol

negativo.Los sustratosssDNA seobtuvieronde la misma forma que para los ensayosde

retardoanteriores.Paradetectarlos productosde cadareacción,seempleó unamezclade JI
rNTPs que contenía [a-32P]UTP. Las dimensionesde los transcritos sintetizadosse

determinaronporcomparacióncon oligonucícótidosde DNA marcadosradiactivamente,de

tamañoconocido.Paracadaclasede fragmentosssDNA serealizarondosreacciones:una

con y otra sin SSB, paravalorarel efectodeestaproteínaen la configuracióndel ssopara

queactúecomo sustratode la RNAP. Secalculó queerannecesarios28.5 pmoles(0.53gg)

JIdeSSEparacubrir totalmentelos 0.1 pmoles(0.01gg) del ssDNA de 313 nt utilizado como

sustratoen cadareacción.Paraasegurarla saturación,sepusoun excesode estaproteína(1

JIyg). La cantidadde RNAP empleadafue 1 pmol (0.4 Mg) por reacción. Los ensayosse

realizaronen un volumen total de 50 ~l siguiendoel esquemade trabajoque sedetallaa

JI
continuación: 1) El ssDNA (1 Mí) secalentódurante2 mm a 90 0C junto con 20 M1 del
tampónde reacción(25 mM Tris-I-{CI pH 7.6, 10 mM MgCl

2, 200 mM NaCí, 4% sacarosa, u
1 mM Dr]?, 90 mM sulfato amónico),paraeliminarlas posiblesestructurasintracatenarias
formadasduranteel procesode purificación del ssDNA. Seguidamente,se enfrió cada

muestragradualmentedurante45 mm, paraquepudieranformarselas estructurassecundarias

funcionalespropiasde estosfragmentos,en unasituaciónmásfisiológica. 2) A continuación, JI
seagregóSSEa la partecorrespondientede los ensayosy se incubó 20 mm a 30

0C. Las

reaccionesqueno llevabanSSEse mantuvieronen hielo duranteel mismo periodode tiempo. JI
3) A cadapreparaciónsele agregó1 Mg deBSA paracontribuir a la estabilidadde laRNAP,

JI
~1
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la cual se añadió a continuación. La RNAPutilizada había sido previamente incubada con

¡ la subunidad
0A pura, con el fin de complementarlas moléculasde RNAP que hubiesen

perdido esta proteínaduranteel procesode purificación. Se mantuvocada preparación

¡ durante5 mm en hielo antesde agregarel tampóndereacciónsuplementadoconATP, (3TP,

CTP necesariosa unaconcentraciónfinal de 200 ~M, SOpM [a-
32P]UTP (5 MCi), 5 gg

¡ heparmna, para inhibir una segundaronda de trascripción llevada a cabo por la misma

moléculade RNAP, y 5 unidadesenzimáticasde un inhibidor de RNasas.4) Las reacciones

seincubarona 37 0C durante10 mm y separaronagregando5 ¡~1 deuna mezclaconteniendo

100 mM EDTA y 2 gg/~l tRNA, empleadocomo‘carner” parafacilitar la precipitaciónde

3 los ácidosnucleicos.5) Los ácidosnucleicosseaislaronde cadamezclade reacciónmediante

precipitacióncon 5.5 ¡xl de acetatopotásico3M pH 4.8 y 140 ~l de etanolabsoluto. Las

muestrasseresuspendieronen 6 ~¿lde tampónde cargay secalentarondurante3 mm a 90”C

para desnaturalizarla unión entre el RNA recién sintetizado y su sustrato ssDNA,

¡ sometiéndoseposteriormentea electroforesisa 2000 y en un gel de 15% PAA - 8 M urea.

Los resultadosobtenidosde la autorradiografladel gel correspondientesepresentan

el la Figura43. Cuandose empleócomosustratoel ssDNA queconteníala secuenciassoA

¡ de pLSl se obtuvieron productosde la reacción de transcripción, en donde el RNA

mayoritario conseguido fue un pequeño transcrito de 21 nt, visible incluso en

3 autorradiogramaspoco expuestos(Fig. 43A y B). Si sesobreexponela imagen, sepuede

observarademás,unabandade 22 nt, aunquede menorintensidad,asícomotodaunagama

de fragmentosde mayortamañopocointensos(Fig. 43C y D). Cuandoseensayóel sustrato

ssDNA que contenía la secuenciassoA.’, no se obtuvieron productossignificativos de la

U reacciónde transcripción(en autorradiografíasmuy expuestassólo puedeobservarseuna

bandamuy débil de unos65 nt; Fig 43C). Éstoeraesperable,dadoqueen los experimentos

de retardo(Fig. 41) no sehabíadetectadounión específica de la RNAPa fragmentos ssDNA

conteniendoestasecuencia.Los datosobtenidosconfirman entonces,que la RNAP de B.

¡ subtilis reconoceespecíficamenteel origen de replicaciónde la cadenaretrasadade pLSl

(ssoA)y queno es necesariola presenciade un factor adicionaldel huéspedparapromoverU
la síntesisde RNA cebadoresde dicha cadena.Dado que el tamañodel pRNA mayoritario
sintetizadoes de 21 nt y que no se detectaronproductosde mayor tamañocuando se¡ analizaronlas mismasmuestrasen gelesde PAA menosconcentrados(6%-8 M urea;no se
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muestra),se puedeproponerla existenciade un punto principal en el ssoAdepLSl, donde

finaliza la síntesisde esteRNA y como consecuenciade ésto, la transcripción“run off” nou
tiene lugar a partir de dicha señalde replicación. Por otro lado, los resultadospresentados
en la Figura 43 indican que, tanto en presenciacomo en ausenciade 5513, el sustratou
monocatenarioadoptala conformaciónnecesariaparaserreconocidopor el enzima,ya que3 los productosobtenidosen amboscasos(con y sin proteína)son los mismos (estehechose

comentarámás adelante).

5.1. Efecto de mutacionesen el ssoAen la síntesisde pUNAs

U Los ensayosde transcripciónin vitro realizadoscon los fragmentosssDNA que
conteníanlas diferentesmutacionesen el ssoAde pLSl sellevaron acabode formaanáloga

3 a la expuestaanteriormente.En estos casos, los resultadoscoincidieron con los datos

obtenidosen los experimentosde retardoen gel (ver Fig. 42). Sólo los sustratosssDNAque

I presentabanmutacionesen la región CS-6del ssoA (CM, 01, 03 y (34) permitieronla

síntesisdepequeñasmoléculasdeRNA (Fig. 43), mientrasqueen los ensayosrealizadoscon

I los fragmentosssDNAquepresentabanla regiónRSB alterada(05, (36, 07 y (3307), no se

obtuvieronproductossignificativosdeestareacción(en autorradiografíassobreexpuestastan

3 solo puedeobservarseuna bandamuy débil cuyo tamañocoincide con el de la banda

¡ generadaapartir del fragmentossoA;en el casode (36 y (37 seve tambiénunadébil banda

de 21 nt; Fig. 43C). Este comportamientoseríaesperable,dada la falta de interacción

¡ detectadaentrela RNAP y los fragmentosssDNA conteniendoesteúltimo tipo de mutación.

El patrónde bandasobservado,tras la síntesisde RNA a partir de los fragmentosssDNA

U con la regiónCS-6alterada,dependíadeltipo demutacióny fue diferenteal obtenidocuando

se utilizó el sustratocon la secuenciassoA silvestre.Mientrasqueen los ensayosrealizados

con los fragmentos de ssDNA que llevaban la mutación CMsecontinúaviendoel producto¡
mayoritario de RNA de 21 nt a la vez que otra bandade 22 nt, igualmenteintensa,los¡ productosobtenidoscon los sustratosssDNA conteniendolas mutaciones01, (33 y (34 son

bastantemásdispares.En las reaccionescon los fragmentoscon la mutación01 seventres

¡ bandasde intensidadsimilar (24, 25 y 26 nt), en (33 los productosde 24 y 25 son los más

aparentes,asícomoun transcrito mayorde unos60 nt, quetambiénapareceen (34. En este
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últimocaso, los RNAs son de tamañosdiversosy las bandasmayoritarias(21, 22, 33 y 34 JI
nt) son poco intensas(Hg. 43B). La variedadde productos sintetizadosa partir de estos

sustratos,podría estarasociadaa una función de la región CS-6 duranteel procesode

terminaciónde la síntesisdel RNA cebadorde la cadenacomplementariade pLS1.

5.2. Efecto de la proteína SSB en la síntesisiii vitro de RNA a partir del

ssoA de pLSl JI
Dadoque se habíacomprobadoque la presenciade SSEera necesariaparaque se JI

puedasintetizarde formaespecíficael RNA cebadorde la cadenaretrasadaen colifagosde

cadenasencilla (Zechel y cols., 1975; Arai y Komberg, 1979; Sun y (3odson, 1993>, se JI
decidióanalizarel efectodeestaproteínaen la síntesisdel pRNA a partirdel .ssoAde pLS1.

Paraello, seprocediósegúnel esquemade trabajodetalladoanteriormentepara la síntesis

in vitro de RNA agegando,dondeseindica, la cantidadcalculadade SSE para saturarlos

0.1 pmoles de sustrato ssDNA utilizados en cadareacción. Los resultadosobtenidosse

presentanen la Figura 43. Aquí se ve que, independientementedel fragmento ssDNA

empleadocomo sustratode la reacción,la adición de SSEno modificaen absolutoel patrón

bandas(síntesisde RNA) obtenidoen ausenciadeestaproteína.Estehechosugierequeen

el caso de pLSl no parecesernecesariala estructuracióndel origen de replicación de la

cadenaretrasadapor partede SSE,paraconseguir,in vitro, la síntesisespecíficade RNA u
cebadoresde la replicación,como se habíavisto en los colifagosde cadenasencilla (ver
Introducción). Sin embargo,cabía la posibilidad de que en las condicionesempleadasen JI
estosensayos,SSEno seestuvierauniendoa los sustratosssDNA y poresono sehubieran
registrado diferencias en el patrón de síntesis de estos pequeñostranscritos. Para JI
comprobarlo, se realizó un experimento de retardo en gel empleando las mismas
proporcionesmolecularesde ssDNA y SSEque parael ensayode transcripciónin vitro. En JI
estecaso,los fragmentosssDNAsemarcaronen susextremos5’ con 32P (verMétodos)para
podervisualizarlosy seincubaron30,000cpmde ssDNA (unos3 ng) con la cantidadde SSE JI
(16.13pmoles)correspondienteparasaturardicho sustrato.Cadareacciónde unión se llevó

a cabo en un volumen total de 10 ~ en el mismo tampón empleadoen los ensayosde JI
transcripcióny siguiendoel procedimientodetalladoanteriormenteparalos mismos. Los

JI
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función principal consisteen eliminar los pequeñosfragmentosde RNA que ofician de JI
cebadoresdurantela replicacióncromosómica.TantoTaqPol, como Spn Polí carecende la

JIactividadcorrectora3’ -. 5’ detectadaen Eco Polí (Díaz y cols., 1992a;Kornbergy Baker,

1992). Aunquela actividadexonucleasa5’ —>3’ de Spn PoIl es esencialparala viabilidad

JI
celular en S. pneumoniae(Díaz y cols., 1992b),sehan conseguidoestirpesmutantes,en
dondeestafunciónseencuentradisminuida.Además,sehangeneradomutantesquecarecen -u/~del dominiopolimerasade esteenzima,sin queéstohayasupuestoun efectodemasiadograve

parala célula (Diaz y cols., 1992a). u
En un trabajo previo, Diaz y cols. (1994) habían demostradola necesidadde la JI

actividadpolimerasade SpnPolI en la replicacióny establecimientode plásmidoscon el

replicón depLSl. Aquí sehabíavisto quela transferenciadeplásmidoscomopLS 1 o pLS5

a estirpesmutantesde S. pneumoniaeque carecíande la actividadpolimerasade SpnPoIl,

experimentabaun descensonotable (aproximadamente100 veces menos) respectoa los

resultadosde transformaciónplasmidicaobtenidoscon lacepasilvestre.Tambiénseobservó

una marcadainestabilidadsegregacionalde estos replicones(Lex = 0.1, parapLS 1), así

como una elevadaacumulaciónintracelularde formas ssDNA (hasta 10 veces másque la

acumuladaen la estirpesilvestre)delplásmidopLSS6(un derivadodepLSl quecontieneun JI
inserto de5.2 kb del cromosomade S. pneunzoniae;Lópezy cols., 1984), en las estirpes

carentesde la actividad polimerasade Spn PolI. Cuando se estudiaronlos productos JI
replicativosde esteplásmido en dichoshuéspedes,seencontraronademás,dospuntosde

discontinuidaden la síntesisde las cadenaslídery retrasadapróximosa las secuenciasdso

y ssoA del mismo. Este hechohabíasido interpretadopor los autores,como una posible

función de la actividadpolimerasade Spn Polí en el inicio de la replicaciónapartir del dso, JI
así comoal comienzoy/o al final de la replicacióna partir del ssoA. Se habíapostulado

además,que la actividadexonucleasa5’ —* 3’ era la encargadade asistir la terminaciónde JI
la síntesisde la cadenacomplementariamediantela eliminacióndelpRNA. Sin embargo,se

había consideradomás probableque fuese la DNA polimerasaIII (Spn Pollil) la que JI
realmentellevaseacaboel procesoíntegro,desdeel principio, de síntesisde ambascadenas

plasmídicas,y que los efectosobservadosen las etapasiniciales de la replicación de estos

plásmidos,en los huéspedescarentesde actividadpolimerasade Spn PolI, fuerancausadas

JI
por el secuestrodel holoenzimaPollil o de alguno de suscomponentes,paracumplir las

JI
2
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funcionesquenormalmente lleva a cabo la Polí durante la replicacióncromosómica(Diaz,

1993). Es decir, quePollíl o alguno de sus ensamblajes probablemente sustituirían en losu
mutantespolA al dominiopolimerasade Spn Pol!, en el procesamientode los fragmentosde3 Okazakidurantela replicacióncromosómicay este hechosupondríauna elevadautilización

de Pollil, produciéndoseuna descoordinaciónentrelas iniciacionesde la replicaciónde las

I dos hebrasde DNA del plásmido y la posteriorelengaciónpor Pollil, aumentandola vida

media de las moléculasquecontienenun ‘níck” en el dso y las formasssDNA plasmídícas

I queno han iniciado la síntesisde la cadenaretrasada,dando lugar a su detecciónen los

extractoscelularesde DNA total (Diaz, 1993).

Con el fin de profundizaren la función que tendríaSpn Polí en la síntesisde la

¡ cadenaretrasadadepLSl, serealizaronensayosde replicación in vitro utilizando extractos

acelularesprocedentesdedosestirpesde S. pneumoniaedondesehabíamutadoel genpolA:

I MP547 y MP560. La primerade estasestirpesexpresaun derivadode SpnPolI (PolIn3Sla)

quecarecede la actividadpolimerasa(por insercióndel gencat depC194en el sitio HindIII,

I coordenada1052, del genpoZA; Díaz y cols., 1992b) y poseela actividadexonucleasa5’ -.

3’ disminuidaen un 15%. La segundapresentados genespoZA mutantes,uno integrado

I ectópicamenteen el locus malM del cromosomabacteriano,que codifica el derivado

PolIn35lb con actividad únicamenteexonucleasa5’ -. 3’ (por deleción del dominio

I polimerasa)y otro, presenteen el locus poZA que expresael polipéptido Pol1c269, con

actividadsolamentepolimerasa (por delecióndeldominio exonucleasa),aunquedisminuida

I al 20% (Díaz y cols., 1992b). Los extractosde ambas estirpes,así como el de la cepa

I
silvestre(S. pneumoniae708) serealizaronel mismodía, paraevitarcualquierdiferenciaen

las condicionesde ensayoo en la manipulaciónde uno respectoa los otros. La cantidadde

U
sustratomonocatenarioempleado(ssDNA aisladode pA-PLS1 ssoA) fue la misma que se

utilizó para los experimentosde replicaciónin vitro anteriores(150 ng). Se probaron dos

U
concentracionesde extractodiferente(8 y 16 pg/~l) de MP547 y MPS6O. Comocontrol se

llevó un ensayorealizadocon el extractosilvestre(8 y 16 pg/~l), del cual ya seconocíael

I
resultadoreplicativo (verFig. 35). Al cabode60 mm deincubación,el DNA obtenidocomo

productode cadareacciónse purificó y corrió en un gel de agarosa0.8% durante12 hs a

U 2 5 y/cm sin digestiónenzimáticaprevia, ya sequeríacompararnivelesde replicacióntotal

y aún no se sabía si el sistemade replicación de los mutantespermitiría la conversión
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completass -. dsDNA deal menosunapartedel sustrato.Los resultados(Fig. 45A)pusieron JI
demanifiestola incapacidadpresentadapor los extractosde las estirpesmutantesparainiciar

la síntesisde la cadenacomplementariaa partir del ssoA de pLSl. Sin embargo,se pudo JI
apreciaruna pequeñadiferenciaen cuantoal nivel de replicaciónalcanzadopor cadauno de

los mutantes.Mientrasqueen los ensayosrealizadoscon extractosprocedentesde MP547 JI
no se consiguió un grado detectablede replicación de la cadena retrasada,el nivel de

JI
incorporacióndedNTPspromovidoporMP560fue un poco mayor,aunquemuy por debajo
del alcanzadopor la estirpesilvestre(Fig. 4513). Estamejoreficaciade síntesisde la cadena

retrasadapodíadebersealpequeñoporcentajedeactividadpolimerasade Pol1c269(20% del

enzimasilvestre)presenteen MPS6O, en cuantoque el derivadode Spn Polípresenteen la u
estirpeMP547 (PolIn35la) no poseetal actividad.

Paraverificar si estedefectose debíaa la falta de los nivelesapropiadosde Spn Polí

o solamentedesu dominio polimerasa,se tomóel extractoqueconseguíael menorgradode

conversióndel ssDNA de pA-pLSlssoA (MP547; Fig. 4513) y se complementócon el

dominio polimerasade Spn Polí (Pol1c269)o con el enzimacompleto (PolI) purificadas. JI
Ambas proteínas se purificaron en el laboratorio de la Dra. P. López siguiendoel

procedimiento descrito por Pons y cols., (1991). Para conseguir las condiciones de

complementacióndel extractocelular másparecidasa la fisiológica, es decir, las unidades

enzímáticasde Spn Polí que habrían en 240 Mg de extracto silvestre (esta cantidad JI
correspondeal total de proteínasutilizadas por reacción),se calculó que era necesario

aproximadamente1 unidaddecadaproteína(5.9 u/ggparaPolI y 8.3 u/hgparaPol1c269).

Los cálculosrealizadossebasaronen los datosprovistosporLópezy cols., (1989),endonde

sehabíaestimadoel númerode moléculasde SpnPolí porcélula,en aproximadamente500. JI
Teniendoen cuentaque la cantidad (en gramos)de proteínastotales por célula es igual a

1.2><1013 y que el peso molecular de Spn Polí predicho de acuerdo a su secuencia

nucleotídicaes 99.5 kDa, sepudo calcularla cantidadde estaenzima(en gg) que estaría

presenteen los 240 pg deextractoproteicoempleados.Con estedato, y dadoque sehabía JI
conseguidounaconcentraciónde 65 ng/slde Spn PoIl purificada,que correspondíaa 0.38

u/Ml (M. Amblar, comunicaciónpersonal),seobtuvoel valor final de las unidadesdeenzima

necesariasparacomplementarcadaextracto.

u
JI
2
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de reaccióny la Polí o Pol1c269seincubarondurante5 mm en hielo; luego seañadióel [cx-

“P] dCTP (10yCi) y por último, el ssDNA. Se mezcló suavementey se incubó durante60 -umm a 32 0C, purificándosea continuación el producto DNA, el cual se sometió a

electroforesisen un gel de agarosa0.8%. Los resultadosdel autorradiogramade dicho gel

sepresentanen la Figura45C. Cuandose complementaron240 yg de extractoprocedente

de MP547 con 1 unidaddel dominio polimerasade Spn Poil (Pol1c269)o con el enzima JI
completo(Polí), seconsiguieronlos mejoresnivelesde replicación, ya que si seutilizaban

2 unidades,los niveles bajabanconsiderablemente.La adición de Pol1c269a la reacción u
incrementabastantelos niveles de incorporación de dNTPs respectoa la reacción sin

complementar(calles2 y 3, Fig. 45C),perocuandoseagregóPoIl, el gradode replicación JI
obtenidofue muy superiory equiparableal conseguidoporla estirpesilvestre,indicandoque

ambasactividadesenzimáticas(polimerasay exonucleasa)son necesariasparaobtenerlos JI
mejoresíndicesreplicativos.Los primerosdatoscoincidencon los observadospreviamente

in vivo en S. pneumoníae(Diaz y cols., 1994) y los segundos,ponende manifiesto la JI
participacióndirectadel enzimaPolí completoen la iniciación de la cadenacomplementaria

apartir delssoAde pLSl, ademásde otros factoresdelhuéspedcomoporejemplola RNAP, JI
dadoque si no se agregaextractoproteicoa la reacción, la PolI pura es incapazde iniciar

por sí sola la síntesisde estacadenasobre un sustratossDNA conteniendoesteorigen de

replicación (calle 7, Fig. 45C).

-u
7. FUNCIÓN DEL ssoADE pLS1 EN B. subtilis

JIAl iniciar este trabajo, se sabia que, contranamentecon lo que sucedeen S.

pneumoniae,el ssoAdepLSl espocoo nada funcional en otros huéspedes como fi. su/Milis

y E. coli (del Solary cols., 1987a).En fi. su/Milis, la cantidadde ssDNA acumuladotanto

por pLS 1 como por pLS4 (AssoA)en cultivos creciendoexponencialmente,esaltay parecía JI
ser prácticamentela mismaen amboscasos(del Solar y cols., 1987a; Fig. 4613 y C). Sin

embargo,cuando se cuantificó el contenido en formas ss y dsDNA de cada plásmido,

presentesenmuestrasdeDNA total procedentesdeextractosde célulasque conteníandichos

repliconesy secalculóla relaciónss/dsDNAen cadacaso,sepudovalorarunapequeñapero

significativa diferenciaentreambos, siendoestarelaciónparapLS4 1.5 vecesmásaltaque

u
2





u
uResultados 138

la de pLSl (Tabla 8). Estos resultadospermitenconcluir entonces,la existenciade una

funcionalidadmínimadel ssoAde pLS1 en fi. subtilis. Porotro lado, el nivel de ssDNA de -u
pMV 158acumuladoen estehuéspedesprácticamentenulo, indicandoqueen en el fragmento
EcoRI 13 delecionado para dar lugar a su derivado pLSl (ver Fig. 11), sepodría encontrar

unaseñalmuy eficiente de conversiónss —~ dsDNA (Fig. 46). Al analizarla cantidadde

ssDNA intracelularacumuladoporpLSlA13 y pLS1AL4 en fi. su/Milis, no nos sorprendió

observarquelos nivelesss/dsDNAde ambosrepliconespresentanun valor interffiedioentre

los calculadospara pLS1 y pLS4. Por otro lado;el grado de acumulaciónde ssDNA de JI
pLS1AHA esa penasperceptiblementemayorqueel depLS4, aunquecuriosamente,muestra

un grado de inestabilidadsegregacionalsemejanteal presentadopor pLS1Al3 y pLS1Al4 JI
(Fig. 47; Tabla 8). La inestabilidadde estos dos últimos plásmidos,así como la de pLS4

podríadebersea la deleciónparcial o total del ssoA,como habíamosvisto que sucedeen

pneumococos,mientrasquela inestabilidadde pLS lAHA podríaestarasociadaa la secuencia

nucleotídicapresenteen el fragmentoHindIlí (3279) - AflII (4022)de pLS1, delecionadoen

esteplásmido (ver Fig. 14). u
En pUBliO se habíandescrito cuatrozonas,denominadasRA (BA 1, 13A2, RA3 y

13A4) que incluían puntos de unión del plásmido a la membranade fi. su/Milis y eran JI
necesariasparala replicaciónnormaldel mismo. Además,sehabíavisto quealgunasdeestas

regiones RA contienen una secuenciade 7 nucleótidos (5’-fl’GCTGA-3’), la cual se JI
encuentrarepetidasietevecesen elgenomaplasmidico,distribuidadela siguienteforma: una

en la regiónRA 1, dos en RA 3, tres próximasa los extremosde RA 3 y una fuerade las JI
regionesRA. La deleciónde uno de los dos heptanucleótidosrepetidosen BA 3 impedíasu

actuacióncomoregiónde anclajeplasmídicoa la membranabacteriana(Tanakay Sueoka., JI
1983; McKenziey cols., 1986). En el fragmentoHindIII - AflhI depLSl seencuentrauna

secuenciaidénticaa los heptanucleótidospresentesen pUBí 10. Estasecuenciaestárepetida JI
tres veces dentro de dicho fragmento. Esto podría estar indicando que la estabilidad

segregacionalde pLSL observadaen estehuéspedsedeba,en parte,a la presenciade estas JI
secuenciasnucleotídicas,mientrasque la inestabilidaddetectadaen pLSlAHA podríaestar

relacionadacon la carenciade las mismas. JI
JI
-u
JI
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Figura 47. Estabilidad segregacionalde los derivados delecionadosde pLS1 en B. subeilis. Los cultivos de

estabacteriaconteniendoplásmidosse crecieronen medio líquido sin antibióticodurante las generacionesu indicadas. Mediante recuentoen placasse calcularon los porcentajesde células resistentesa Tc y serepresentaron en firnción del número de generacionesen ausenciade presiónselectiva.Como control se analizó

simultáneamente la estabilidad de pMV1S8, pLSi y pLS4. Símbolos: pMVL58 ( ), pLSl ( ), pLSIAl3 ( ),
pLSIAl4 Q, pLSlAHA QJ, pLS4 o.

¡ En ningún casoparecehaberuna relación causalentreel númerode copiasde los

plásmidosestudiados(Tabla8) y su estabilidadsegregacional,ya que tanto pLSl comosus

¡ derivadosmantienenun mismo valor de copiaspromedioen estapoblación(alrededorde 4

copias/equivalentecromosómico).Porotro lado, silos heptanucleótidosrepetidos,presentes

Ien
el fragmento Hindílí - LI/u de pLS 1 estabanrelacionadosde alguna forma con la

estabilidaddel plásmidoen estehuésped,quedaclaro que por sí solas, estassecuenciasno

¡ sonsuficientesparadeterminardichacaracterísticafenotípica,ya quelos plásmidospLSlAl3
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y pLSlAl4 poseenel heptanucleótidorepetidotres vecesen su genoma,pero siguensiendo

inestablesen esta población. Es posible entonces,que tanto estas secuencias,como la

integridadde la señalssoA, esténimplicadasde una forma conjuntaen el mantenimiento

establede estosreplicones,ya que pLS4, que carecede ambasregiones,es de todos, el

plásmidoque sepierdecon mayorrapidezen la poblaciónestudiada(estacuestiónsetratará

con másdetalleen la Discusión).

Tabla 8. Númerode copias, relación molecularss/dsDNAy estabilidadde pMV1S8 y sus

derivadosen B. sublilis

Plásmido Número de

copiasa

ss/dsDNA La

pMV158 7 ±3 <0.001 <0.004

pLS1 4 ±1 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 ±1 0.75 + 0.07 0.042

(a) Medido comodsDNA(ccc + oc)@) Frecuenciade pérdida plasmídica por generación(para su cálculo,ver Métodos)

8. El ssoUDE pMVLS8

El ssoUdepURí 10 habíasidodefinidoen un fragmentode277 pb comprendidoentre

lascoordenadas1523 y 1246 de dicho plásmido(Roey cols., 1989;ver Fig. 3). Estaregión

presentaun gradode identidaddel 97% con unasecuenciapresenteentrelos nucleótidos

3228 y 3500 de pMV158 (Priebey Lacks, 1989; ver Apéndice). Con el fin de determinar

siestasecuenciaactuabacomo señaldeiniciacióndela cadenaretrasadaen pMV 158 al igual

quesu homólogalo hacíaen pUBliO, seconstruyerondos plásmidosderivadosdel primero

quesólo contuvieranel putativossoUdonadoen las dos orientacionesposibles.Paraello,

JI
u
-u

u
-u
-u
u
JI
-u
-u
u
JI
JI
JI

JI
-u

-u
J
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se insertó el fragmentoEcoRI 13 de pMVlS8 (coordenadas3170 a 4298) en el único sitio

¡ EcoRI (3170)de pLS4. Estefragmentode 1128pb, ausenteen pLSl, comprendeademásdel

ssoU, la regiónpromotoray partedel gen mobMdepMVl58 (ver Fig. 11). El derivadode

¡ pLS4 que conteniaestasecuenciadonadaen la mismaorientaciónquesu plásmidoparental

sedenominópLS4EC y el que la teníaen la orientacióninversa,pLS4EI (Fig. 48). Estas

I construccionesse utilizaron para analizar el comportamientode estessoU en diferentes
/•~

huéspedes,asícomopararealizarun estudiocomparativoentreel funcionamientode los dos

tipos dessopresentesen pMV158.

8.1. Análisis comparativo entre la función del ssoAy ssoUde pMV158 en

diferentes bacterias

El primer huéspeden dondese ensayóla funcionalidaddel ssoUde pMV158 fue 5.

¡ pnewnoniae.Paraello, se transformaroncélulascompetentesde estabacteriacon el DNA

de los plásmidospLS4ECy pLS4EIy los clonesseleccionadossecrecieronen medio liquido

¡ con Tc paraestudiarsucontenidoplasmídico.Una muestradel DNA total procedentede los

extractosrealizadoscon cadacultivo, se sometióa electroforesisen un gel de agarosaal

¡ 0 7% y se transfirió a una membranade nitrocelulosa, en dondelas diferentes formas

plasmidicas se detectaron mediante hibridación con una sonda de pLSl marcada

U radiactivamente.Comocontrol,sellevaron muestrasdeDNA total procedentesdeextractos

de pneumococosconteniendolos plásmidospMVl58, pLSl y pLS4.

Ya habíamoscomentadoque pMV 158 (ssoA + ssoU) y pLS 1 (ssoA) acumulanla

U misma cantidadde ssDNA en este huéspedy que se segregande forma estableen esta

poblaciónbacterianaduranteal menos60 generaciones.Estaequidadfenotípicahabíasido

I interpretadacomo la posible ausenciade función del ssoU en 8. pneumoniaeo, que este

origen fueradispensablecuandoel ssoA seencontrarapresenteen el mismo replicón (del

¡ Solar, 1991; del Solar y cols., 1993a). Sin embargo,cuando se analizó el contenidode

ssDNA plasmídicoen las preparaciQnesqueconteníanlas nuevasconstrucciones,sevio que

U pLS4EC era tan eficiente como pLSl en la conversión ss -. dsDNA, dado que ambos

plásmidosacumularonun nivel similar y muy bajode formasmonocatenarias(Fig. 49). Ésto
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actuacióndel ssoU de pMV158 en fi. su/Milis. Este último supuestose confirmó con los JI
resultadosconseguidosen la Figura SOA. Aquí se vio que la cantidadde formas ssDNA -uacumuladasporpLS4ECesindetectableen dicho huésped.Además,la relaciónss/dsDNA

es idénticaa la calculadaparapMVlS8 (Tabla 9), indicandoque el ssoUdeesteplásmido

esunaseñalmuchomejor reconocidaporestabacteriaqueel ssoA.El ssoUdonadoen pLS4

consiguióreestablecerla estabilidadsegregacionalperdidade dichoplásmidoen estehuésped,

mientras que pLS4EI mantuvo un comportamientoanálogo, en cuanto a estas dos

característicasfenotipicas,que el de su parentalpLS4. Por otro lado, el mismo análisis

realizadoen 8. aureus,pusode manifiestounaseriede resultadossimilaresa los previamente

comentados.Cuandosecalculó laproporcióndeDNA monocatenariogeneradoporpLS4EC JI
y pLS4EI en extractoscelularesde estafilococos,sevio que, al igual quelo que sucedíaen

fi. su/Milis, sólo el primero de estos plásmidosse asemejóa pMV 158, mientrasque el JI
segundopresentóunarelaciónss/dsDNA igual que la de pLS4 (Fig. 5013; Tabla 9). Estos

datospermitenconcluir que, tanto en fi. su/Milis como en 8. aureus, la señalde conversión JI
principal del ssDNA de pMV1S8 esel ssoU y por lo tanto, su función no serestringea un

solo huéspedcomo sucedecon el ssoA del mismoplásmido.

Tabla9. Númerodecopias,relaciónmolecularss/dsIJNAy estabilidaddepMV1SSy susderivadosendistintos

huéspedes

JIS. pneumonioe B. subtilis S.

PLismido N.eopias ss/dsDNA la N.copias ss/dsDNA Lex N.eop¿as ss/dsDNA [ex

pMVISS 36±6 0005 — <0.004 7±3 <0.001 <w004r7+3 <0.001 <0.004 JI
pLSl 22+2 00065 <0.004 4±1 0.67 <0.004 4±2 0.5 0.025

pL54 11+3 0.34 0.1 4+1 1-02 0.1 NO’ ND NO JI
pL54EC 20±4 0007 <0.004 5 + 1 <0.001 <0.004 5±3 <0.001 <0.004

pLS4EI 12±4 0.30 0.1 4±I 0.9 0.05 4±2 0.5 NO JI
(a> Medido como dsDNA (ccc + oc) JI(b) Frecuencia de pérdida plasmfdica por generacián (para su cálculo, ver Métodos)

(e) No determinada

JI
-u
-u
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8.2. La RNAP inicia la replicación a partir del ssoU

JIEn estudiosanterioressehabíavisto que la RNAP de fi. su/Milis era la responsable

de iniciar la síntesisde la cadenaretrasadaapartirdelssoUdepURí10 (Roey cols., 1989).

Por ello, se suponíaque la replicación a partir del ssoU de pMVl58 contaría con un

mecanismosimilar, incluso en otroshuéspedes.Paracomprobarloseanalizóel efectode la JI
inhibición de la RNAP en 8. pneumoniaecon rifampicina (Rif) durantela replicación de

pLS4EC.El procedimientoempleadofueel mismoquese utilizó paraestudiarel mecanismo JI
de iniciacióna partir del ssoA.En estecasotambiénseinhibió la síntesisproteicacon Erm,

con el fin de manteneruna cantidadde DNA plasmídicoconstantepreviniendopróximas

rondasde replicación a partir del dso.

JI
Los resultadosobtenidos(Fig. SíA) indicaronquela RNA? depneumococostambién

estáimplicadaen la síntesisdel RNA cebadordela cadenacomplementariadeesteplásmido,

ya que en las muestrastratadascon ambosantibióticos la cantidadde formasssDNA de

pLS4ECexperimentóun rápidoascenso,así como la relación ss/dsDNAdel mismo (Fig.

5113). Por otro lado, ya habíamosvisto que el tratamientocon Rif de las muestrasque

conteníanpLS4 no provocabaningún cambiosignificativo en la acumulaciónde las formas JI
ssDNA del plásmido, poniendode manifiestoquela RNAP de 8. pneumoniaereconocede

formaespecífica,tantoel ssoAcomoelssoUde pMV1SS.La adición conjuntadeRif y Erm JI
a los cultivosen crecimientoexponencialconteniendopLS4EC, produjoun incrementomás

alto en la proporciónde ssDNA plasmídicoacumuladoen estascélulas, queel conseguido JI
trasel tratamientosólo con Rif (Fig. 5113). Aunqueestadiferenciafue muy baja, puedeque

JIfueracausadapor una actividadresidualde la proteínaRepB, presentetodavíaen el cultivo

despuésdela adicióndeErm. Estasmoléculasproteicaspodríaniniciar la replicaciónapartir

JIdel dso incrementandoasí el nivel de ssDNA generadopor el plásmido, quea su vez no

podríaserconvertidoa dsDNA debidoa la presenciade Rif en el medio. JI

JI
JI
JI
1]
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8.3. Iniciación de la replicación a partir del ssoU JI
JI

El sitio concretodel ssoU de pMVI58 a partir del cual la síntesisde la cadena

retrasadatiene lugardurantela replicación del plásmido, se determinóde la misma forma JI
que parael ssoA,siguiendoel esquemade trabajopresentado en la Figura 30. Dado queel

ssoUconstituíauna señalperfectamentereconocibleen estafilococosy que se4isponíade

extractosproteicosde estabacteria, se utilizó el sistema de S. aureuspara realizar los

ensayosde replicación in vitro. Para conseguirun sustratode DNA monocatenanoque JI
llevaseel ssoUde esteplásmido,seclonóel fragmentoEcoRI13 depMVl58 en el únicositio

EcoRI del fagémidopALTER- 1, presenteen la región de clonajemúltiple. Este fragmento

podía insertarseen una u otra orientaciónen el vector. Mediantedigestión con Dral, se

seleccionóel recombinanteque teníael ssoUcorrectamenteubicado,de tal forma que se

encontraraen el ssDNA generadoa partir del mismo, tras la superinfeccióncon el fago

“helper” RK408 (ver Métodos). El fagémido recombinanteresultantese denominópA- JI
pMVlS8ssoU. JI

En primer lugar, sedeterminóla concentraciónde extractoproteiconecesariapara

conseguirlos mejoresnivelesreplicativos.Paraello, seestudióel gradodeincorporacióndel JI
[a~32?] dCTP presenteen el tampón de reacción, durante la síntesis de la cadena

complementariaa partir de 150 ng del ssDNA de pA-pMVlS8ssoU, cuandoseemplearon JI
5, 10 y 20 gg/yl de extractoy un tiempo de incubaciónde 60 mm. Los mejoresresultados

JIseobtuvieroncon 10 ¡íg/gl de proteínasdel extracto(Fig. 52). Estascondicionespermitían

a su vez que la síntesisde la cadenacomplementariaa partirdeestesustratosecompletara

JI
en buenaparte,dado que se observóuna sola banda, intensay bastantedefinida, tras la
digestiónde los productosde la reaccióncon HindIII.

Comohabíamosexplicadoanteriormente,eraprecisoconseguirlas condicionesenque JI
la mayorparte de las moléculasssDNA estuvieranparcialmentebicatenarias,para poder

realizarel ensayoque nospermitiría determinarel sitio de inicio de la cadenaretrasada

desdeel ssoU. Paraello, seanalizóel gradode replicación conseguidoa diferentestiempos

utilizandoel mismo sustratossDNA y 10 pg/jñ deextractoen cadareacción.Los resultados JI
obtenidos(Fig. 53) indicaronquea los 10 mm ya existíaunaaltaproporcióndeestetipo de

~1
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El sitio desdedondeseinicia la síntesisdeDNA, a partir del ssoU, semapeden ¡a

¡ posición3448de la secuenciadepMVI58 (Fig. 55) y coincidecon los resultadospublicados

poco antesparael inicio de la cadenaretrasadaa partirdelssoUde pUBI 10 en estehuésped

(Dempsey y cols., 1995). Junto con los anteriores,este dato indica que existe una

¡ correspondenciafuncional exactaentre el ssoUde ambosplásmidos.Por otro lado, la

especificidadmásmarcadaen el inicio de estacadenaa partir del ssoU (un único sitio de

¡
iniciación) respectoal la observadadesdeel ssoAde pMV158 (varios puntos de iniciación),
podríaexplicarla mayoreficienciade replicacióndela cadenaretrasadadetectadain vivo en¡
los plásmidosquellevan el ssoU(pMV158 pLS4EC),respectoa los quesolo llevan la señal
ssoA (pLS1), en S aureus

3390

01

o
4

3219

ti

5 — -Es

3500

Figura 55. Estructura secundaría predicha del ssoU de pMVJ5S y punto de iniciación de la cadena
retrasada. Se nresentL. e! plegamiento intracaten2ric más estable predicho por ordenadorde la cadena(+) de
pMV 158, entre las coordenadas3200 a 3550. Se indica el sitio desdedondese inicia la síntesisde la cadena
retrasadaa partir de esteorigen (triángulonegro)y a!gunascoordenadasplasmídicas.
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El trabajorealizadoen estaTesissehacentrado,principalmente,en la caracterización

física y funcional de los orígenes de replicación de la cadena retrasada

(ssoAy ssou)del plásmidode amplio espectrode huéspedpMVl58. En primer lugar, se

acotó in vivo la función de uno de estosorígenes,el ssoA,en un fragmentode 199 pb del

-plásmido, comprobándoseademás,su actividaden diferenteshuéspedes.Del mismo modo,

¡ seestablecióde formaexperimental,la funcióndel otro origendecadenasencilla,el ssoU,

en varios hospedadoresbacterianos.Se determinaronlos puntosdesdedonde- se inicia la

síntesisde la cadenaretrasadaa partir de ambosorígenesde replicación y se analizó la

influenciade mutacionesen las regionesconservadasdel ssoAen la eficienciade replicación

(in vivo e in vftro) y especificidadde inicio de estacadenaQn vitro). Paraello, sepusoa

punto un sistemade replicaciónqueutiliza extractosacelularesdepneumococos,asi como

Itambién
se consiguieronlas condicionesnecesariaspara la replicacióna partir de estos

orígenesen el sistema de S. aureus descrito por Rirch y Khan (1992). Se pudieron

3 determinaralgunosde los factoresdel huéspedimplicadosen la conversiónde ss -. dsDNA

plasmídicoy al nivel en que éstosactúan.Se ideé además,un sistemade transcripciónitt

Ivitro,
quepermitió la síntesisdeRNA cebadoresa partir de sustratosdeDNA monocatenario

del plásmidopMV 158 que contenían la señalssoA o derivadasde ésta.Por último y en base

a los resultados obtenidos,se propondrá un modelo de replicación de la cadenaretrasadaa

partir del ssoA, donde se tendrán en cuenta las secuencias nucleotídicas especificas del

plásmido para que la replicación de esta cadena tenga lugar y los factores del huésped

implicados en dicho proceso.

1. FUNCIÓN DE LOS sso DE pMV158 EN EL RANGO DE ITUESPED

PLASMIDICO

3 pMVlS8 sedistinguede otros plásmidosnaturalesque también replican vía RC, por

poseerdos orígenesde replicación de cadenasencilla (sso) distintos, presentesen la hebra

codificante del plásmido, que es la que se “peía” durante el procesoreplicativo del mismo.

Estos ssopertenecena los tipospalA ó ssoA (Novick, 1989) y BA3 ó ssoU (van der Lelie

U y cois., 1989), segúnla clasificación realizada en basea la secuencianucleotídicade los sso
de varios plásmidos.Señalesde iniciación de la cadena complementariahomólogasal ssoA
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depMV 158 seencuentranen plásmidosde estafilococoscomopE194,pCl94, pC22l,pOX6

y pS194(Fig. 2; Novick, 1989)y señalesdel tipo ssoUsehan descritoparael plásmido -u
pUBliO deS. aureus(Viret y Alonso, 1988; Roey cols,, 1989)y parael plásmidopTR913,
aisladode unaespecietermofílicadeBacilh4s (van derLelie y cols., 1989).Ambostiposde j
ssosecaracterizanpor ubicarseen zonasno codificantesdel genomaplasmídicoy constan

de secuenciaspalindrómicas imperfectas, que posibilitan la formación de estructuras JI
secundariastipo tallo-lazocuandoelDNA seencuentraen su formamonocatenaria(ssDNA).

En ningúncasosehadescritola participaciónde proteínascodificadasporel plásmidopara

el procesode replicación de la cadenaretrasada,siendo éstepor lo tanto, enteramente

dependientede la maquinariaenzimáticadel huésped. JI
El ssoUdepMVl58 sedefinióexperimentalmenteentrelas coordenadas3170y 4298 JI

del plásmido(Fig. 11). Esteorigende replícaciónpresentaun gradodehomologíamayordel

99% con las secuenciasnucleotídicasdel ssoUde pUBliO y de pTB913 (Priebey Lacks,

1989; van der Lelie y cols., 1989) y constituyeparapMVl58, una señalmuy eficienteen

el proceso de conversión de ssDNA a dsDNA plasmídico en bacterias gram(+) no JI
relacionadas,como5. pneumoniae,fi. subtilis, 5. aureus(Fig. 49 y 50) y L. lactis (Meijer

y cols, 1995b).En dichoshuéspedes,la cantidaddeformasssDNA acumuladasporpMVlS8 JI
y derivadosde ésteque sólo contienenla señalssoU, esprácticamenteindetectable.Esto

mismo se havisto que sucedeparapUBliO en 5. aureus (Roe y cols., 1989) y durantela JI
replicaciónde esteplásmido y pTB913 en fi. subtilis y L. lo.ctis (van der Lelie y cols.,

1989), indicandoqueen las bacteriasmencionadasexisteun mecanismode conversiónss -*

dsDNA muy eficientea partir del ssoU de estos tres replicones,dondeprobablementela

síntesisde la cadenaretrasadaseinicie antesde que la replicación desdeel dso se haya JI
completado(Viret y Alonso, 1987). Por otro lado, la presenciadel ssoUde pMVl58 es

capazde estabilizarplásmidosderivadosdel mismo,queson segregacionalmenteinestables

en 5. pneumoniae,fi. subtilis y 5. aureus, como ocurrecon pLS4 (AssoU, AssoA). En

JIcualquiercaso, la estabilidadsegregacionalde un plásmidocon replicaciónRC pareceestar

vinculada, principalmente,a su número de copias y a su distribución en la población -ubacteriana,puestoque sesuponequeen la mayoríade ellos, el repartoplasmidicodurante

la división celular se realizaal azar. Dado que el ssoU de pMVl58 donadoen pLS4, es

capazdeaumentardosvecessu númerodecopiasen pneumococos(Tabla9), esposibleque

-u
-3
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éstaseala causade la estabilizacióndel plásmidoresultante(pLS4EC)en dichohuésped.Sin

I embargo,no sucedelo mismocon los otros sistemasbacterianos,esdecir, que la deleción

de los sso de pMV1S8 para dar lugar al plásmidopLS4, no conlíevala disminuciónde su

I numero de copias en 8. subrilis y S. aureus y pese a ello, este repli¿ónes sumamente

inestable(Tabla 9). Se ha propuestoque la presenciaintracelularde un alto contenidoen

I formasssDNA podríatenerun efectotóxico parael huésped,causandoel enlentecimiento

del crecimientocelular. Esto traeriacomoconsecuenciaquela subpoblacíónbactenanaque

I carezcadel mismo sedivida relativamentemásrápido y vaya tomandola población.Por lo

tanto, en cadageneraciónse cuantificaríaun porcentajecadavez menor de células con

I plásmido (Gruss y cols., 1987; Viret y Alonso, 1987). Si éstefuera el caso parapLS4

(puestoqueacumulaun altogradode formasssDNA en los huéspedesensayados),sepodría¡ suponerque la presenciadel ssoU de pMV158 consigueestabilizarlo,dado que al actuar

como una señalmuy eficaz de conversión del ssDNA plasmidico, estaríaeliminando la

acumulaciónde formas ssDNA, responsablesde tal inestabilización.Se podría sugerir

entonces,que la presenciade una señaldel tipo ssoUen pMV158, representaunaventaja

I replicativaimportanteparael plásmidoa la horade colonizarun nuevohuésped.Dado que

laconversiónss -. dsDNA duranteel mecanismodereplicaciónRC dependedela interacción

¡ entreel ssoconenzimasde la bacteria,la eficienciacon queestaseñalesreconocidapodría

determinar,en parte, el rangode huéspedde un plásmido. Así pues,la,presenciade una

3 señalcomoel ssoU,queeseficientementereconocidaporun considerablenúmerode géneros

bacterianos,explicaría,al menosen parte,la capacidadde pMV15S paraestablecerseen un

3 amplioespectrode huéspedes.

Entrelos plásmidosconocidosque llevanla señalssoUsehadescritounasecuencia,

I
localizadainmediatamentepor detrásde esteorigen,homólogaa la región RSA definidapor

Novick y cols. (1984a)paralos plásmidospTl8l y pE194(van derLelie y cols., 1989).Esta

I
región se había visto implicada en la formación de cointegradosentreambosreplicones,

comoconsecuenciade un procesode recombinaciónespecíficaen los sitios RSÁ, llevado a

I cabo por un sistema generalde recombinaciónde la bacteria huésped(Novick y cols.,

1984a). Debido al alto potencialrecombinogénicode los intermediariosreplicativosssDNA

¡ (Míchel y Ehrlich, 1986), seríaposibleque ocurrieranintercambiosy/o incorporaciónde

bloquesde secuenciasfuncionalmenterelacionadasentreplásmidosdistintos (van derLelie
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y cols., 1989). La presenciadel ssoUen pMV158 podríaserun ejemplode estasituación, JI
explicando de algunaforma la existenciade dos tipos de sso en el mismo replicón y la

presenciadeorígenesde replicacióndehebrasencillaanálogosen plásmidospertenecientes

a distintasfamiliascomo pUBí 10 y pMVlSS (Tabla2). Coincidiendocon estahipótesis,se JI
ha visto que la divergenciaen cuantoa la secuencianucleotidicade los plásmidosque

contienenel tipo de señalssoU, ocurrejustamentedespuésde la región RSA. Sin embargo, -u
no secuentacon ningunaevidenciaexperimentalqueimplique estaregiónen la formación
decointegradosentreestosreplicones(vanderLelie y cols., 1989).Otraposibleexplicación JI
a la existenciadedos tipos de sso en pMVlS8 estaríarelacionadacon la estructuragenética

del plásmido. La señal ssoUestá localizada “comentearriba” del gen mobM (Priebey

Lacks, 1989), el cual codifica para una proteínade mobilización que interviene en la

transferenciaconjugativadel mismo (Guzmány Espinosa,1997).Dado quela direcciónde

transferenciadel DNA duranteesteprocesointroduceen primerlugar la señalssoU, podría

serque esteorigen fuerael preferentementeutilizado cuandopMV 158 esmobilizadoa otras JI
bacterias, mientras que en su hospedadororiginal, el ssoA sería el encargadode la

replicaciónvegetativadel plásmido.

El ssoAde pMV 158 habíasido definidoexperimentalmenteen el fragmentodeDNA

de 942 pb, delecionadoen pLS4 (del Solar y cols., 1987a). En estetrabajo conseguimos

acotardicho origende replicaciónen un fragmentomáspequeño,de 199 pb, comprendido

entrelos sitios Afluí y NcoI (coordenadas5150y 5349de pMVI58), queincluye la secuencia

palindrómicacapazdegeneraruna estructuratipo tallo-lazoen el ssDNA y las secuencias JI
conservadasentrelos sso del tipo ssoAdedistintosplásmidosanalizadosporNovick (1989).

Previamentesehabíandefinidoregionessso detamañossimilares,paralos plásmidospilSí JI
(Birch y Khan, 1992) y pUBilO (Viret y Alonso, 1988; Boe y cols., 1989). Las regiones

conservadaspresentesen el ssoAde pMVl58 constande: i) una secuenciade 14 nt (5’-

‘1TTATGCCGAGAAA-3’) denominadaRS11, descritainicialmente como una zona donde

tenían lugar eventosde recombinacióny formación de cointegradosentreplásmidosno JI
homólogos(Novick y cols., 1984a; Projan y cols, 1985) y vinculadaposteriormentea la -ufunción del origen de hebrasencillade estosreplicones(Grussy cols., 1987; del Solar y

cols., 1987a),localizadaen la basedel tallo, haciael extremoS’de la estructurasecundaria

JI
formadaen el origen, u) una secuenciade 9 nt (5’-TGGAATAAA-3’) queapareaen gran -u

-3
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partecon la primera y que se encuantrahacia el extremo 3’ de la horquilla, y iii> una

¡ secuenciade 6 pb (5’-TAGCGT-3’) que denominamosCS-6, ubicada’en el lazo de la

horquilla formadaen la región del origen de algunosde los plásmidoscon un sso del tipo

U ssoA comopC194 y pC221 (Fig. 2). Este hexanucícótidose encuentraademás,en otros

-plásmidoscon replicaciónRC, comopWVO1 deL. lactis y pillOl de Streptomyceslividans,

I
ubicadoen el lazo de una región estructuradadel ssDNA, que pareceestarinvolucradaen

el procesode conversiónss -> dsDNA en cadauno de estosreplicones(Leenhoutsy cols.,

¡ 1991; Zamany cols., 1993).En pWVOl sehanencontrado,además,unospocosnucleótidos

comunesa los presentesen el tallo de los orígenesde replicacióndel tipo ssoA. Tal vez, a

I
estashomologíassedebala existenciade ciertafuncionalidaddel ssoAdepMV 158 observada

por Meijer y cols. (1995b) en lactobacilos, indicando que estas secuenciaspodrían ser

I reconocidaspor los mismosfactoresde estehuéspeden ambosplásmidos.Por otro lado, se

ha encontradouna secuenciaaltamentehomólogaa CS-6en el ssodel fago M13, ubicada

¡ tambiénen el lazo de unade las horquillade esteorigen (del Solary cols., 1987a). Además

de la consensoCS-6,existeun númerosignificativo de nucleótidosconservadosentreel sso

¡ de M13 y el ssoA de pMV158. Como se sabeque la replicacióna partir del dso de este

I

plásmidotienelugaren E. colí, tanto itt vivo comoitt vitro (del Solary cols., 1987a;1987b),

los mismosautorespropusieronqueestapeculiaridadpresentadapor un plásmidodebacterias

I

gram(+) para replicar en unabacteriagram(-) podría estar favorecidapor la homología

existenteentresu ssoAy el ssode un fagode estabacteria,sugerentede la funcionalidadde

U

esteorigen plasmídicoen E. cok. Sin embargo,hoy se sabeque la eficienciadel ssoA de

pMV158 en dicho huéspedes muy baja, ya que el nivel de acumulaciónintracelularde

formasssDNA de un derivadode pMVl58 conteniendosóloel ssoA(pLS 1) y uno quecarece

U
deambosorígenes(pLS1ANA) esprácticamenteel mismo(Hemández-Arriaga,sin publicar).
Síguendoel mismo tipo de análisis, se había visto, además,que el ssoU de pMV1S8 es

u
bastante,máseficientequeel ssoAen la conversiónss -. dsDNA del plásmidoen E. coli (del

I
Solar, 1991), confirmandouna vez más, el gradode adaptabilidadde la primerade estas

señalesa huéspedesno relacionadosentre si.

La delecióndel fragmentoEcoRI 13 de pMVl58, que contieneel ssoU plasmídico,

dandolugaral plásmidopLSl, no tiene una mayor influenciaen cuantoa la generaciónde

intermediariosreplicativosssDNA en 8. pneumoniae,indicandoqueel ssoAdeesteplásmido



JI
Discusión 158 JI
funcionaperfectamenteen estabacteria.La delecióncompletade dicho origenproduce,en JI
pneumococos,unaclarareduccióndel númerode copiasplasmidicoy unagranacumulación -u
de intermediariosde cadenasencilla (Fig. 15). En fi. subrilis, el fenotipopresentadopor
ambosplásmidos,con (pLSl) y sin (pLS1ANA) ssoAesprácticamenteel mismo(Fig. 46),

indicandoque en estehuéspedel ssoAdepLSl es muy poco funcional. De la mismaforma,

Grussy cols. (1987)habíanencontradoquelos elementosssoAdelos plásmidosde S. aureus

parecencarecerde función en fi. subtilis, dondese acumulauna gran cantidadde formas

plasmidicasmonocatenarias,independientementede la presenciade estasseñales.Dadoque JI
no sehadescritoningún plásmidode B. subtilisque contengaun origen de cadenasencilla

del tipo ssoA, no es de extrañarqueesta señalno seaeficientementereconocidaen dicha JI
bacteria,mientrasque todos los ssode plásmidosprocedentesde estehuéspedpresentanel

tipo de señalssoT(Seery y Devine, 1993; Meijer y cols., 1995c)que no poseehomología

alguna con la secuenciassoA. En estetrabajo conseguimosestablecerplásmidoscon el

replicón de pMV158 en un nuevo hospedador,S. aureus, incrementandoasí su rango de

huésped.Pesea la similitud existenteentrela secuenciassoAdepLSi y lascorrespondientes

señalesde los plásmidosde estafilococos,la eficienciadeconversiónitt vivo de las formas JI
ssDNA a dsDNA depLSl en estabacteria,escasi tanbajacomola quepresentapLSlANA

(Fig. 34). Se sabeque,de forma recíproca,el ssoAde pC194 esmuy poco funcional en S.

pneumoniae(del Solar y cols., 1987a), mientrasque actúamuy eficientementecomoseñal

de conversión ss — dsDNA del plásmido, en S. aureus, desdedondepC194 fue aislado

originalmente(Horinouchiy Weisblum, 1982b).Por otro lado, fracasaronvarios intentosde

transformarcélulas de pneumococoscon el DNA del plásmidopE1l94 de S. aureus. Este

plásmido pertenecea la familia de pMVlSS, es decir, que ambos repliconespresentan

homologíaen sus secuenciasdeDNA relativo a las funcionesde síntesisde la cadenalíder

(proteína Rep y dso) así como al control de la replicación. Pesea ello, existen datos

obtenidosen nuestrolaboratorio, que sugierenque el fracasoen dicho establecimiento

provienede la incapacidadparareplicar a partir del riso. Los resultadospresentadosen la

JIFigura35 indicanqueelssoAdepE194,tambiénhomólogoal de pLS1, esreconocidocomo

señal de conversióndel ssDNA plasmídico en el sistema de replicación itt vitro de S.

JI
pneumoniae,aunqueel nivel de síntesisde la cadenaretrasadaalcanzadopor esteplásmido
esbajo si selo comparacon el obtenidoa partirdel ssoAde pLSl. Esto sugiereque, aunque -u
no sepudomedirel gradode acumulaciónde ssDNA depEl94en célulasdepneumococos,

JI
-3
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Discusión í~o JI
esbastanteprobablequeésteseatan alto comoel observadoparapC194,indicandoque, itt JI
vivo, el ssoAde pE194tampocosenareconocidoeficazmenteen S. pneumoniae. JI

Resumiendo,los datosque existen hastael momentoplanteanque, a pesarde que JI
solamenteen bacteriascomo S. aureus y S. agalactiae se han encontradoplásmidos

conteniendoun origen de tipo ssoAperfectamentefuncional en el huépeddesdeel cualel
/~

plásmidoha sido aislado, la señalssoA presenteen los plásmidosde estreptococos,no es

reconocidaeficientementeen S. aureusy deformarecíproca,los orígenesdecadenasencilla

de tipo ssoA presentesen plásmidosde estafilococos,no actúan de modo eficaz en S.

pneumoniae.La dependenciadecadauno de estoshuéspedesparael buenfuncionamiento

de las señalesde estetipo podría indicar la participaciónde factoresespecíficosde cada

bacteriaen el procesode replicaciónde la cadenaretrasadade estosplásmidos.Si seobserva JI
la Figura56, sepuedeapreciarque la secuencianucleotídicade los ssoAde los plásmidos

procedentesde S. aureusestábastantemásconservadaentresí, querespectoa la secuencia

del ssoAdel plásmidode estreptococospLS 1. Concretamente,apartede las regionesRSB y

CS-6,son muy pocasy dispersaslas zonasen comúnque tiene pLSl con los plásmidosde

estafilococos,mientrasqueéstos,ademásde las regionesconservadasRS11 y CS-6, poseen

un grado de homologíaconsiderableen el restode sus secuenciasssoA. Dado queel o los

factoresespecíficosdecadahuéspeddeberíanreconocerregionescomunesen las señalessso,

seríaprobableque, por ejemplo, las regionesconservadasentrelos ssoAde los plásmidos

de S. aureus (no comunesa las de pLSl) estuvieranimplicadasen el reconocimientode

dichos factores, en este huésped.Del mismo modo, podrían ser reconocidasciertas

secuenciasdel ssoAde pLS1 (no comunesa las de los plásmidosdeestafilococos)sólo por

factoresdeestreptococos(S. agalactiaey S. pneumoniae).Ésto explicaríapor qué,a pesar JI
depertenecera la mismaclasede orígenesde cadenasencilla,el ssoAdepCl94 y depE194

no son eficientementereconocidosen pneumococos,siendo perfectamentefuncionalesen JI
estafilococosy porquéel ssoAdepLSl no eseficienteen estafilococos,mientrasque silo

JIes en S. pneumoniae.Dado que no sedisponede la secuencianucleotídicade señalesde

conversiónss -. dsDNA de otros plásmidosde estreptococos,no hemospodido establecer

homologíasentreéstasy el ssoAdepLSí parapoderbuscarelementoscomunesentreellas

quepermitanbasarestahipótesis.Sin embargo,en estaseñalexiste unaseriede secuencias

directamenterepetidas(al-a2,bl-b3 en Fig. 40) muy sugerentes,que no seencuentranen

JI
-3
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los plásmidosde S. aureusy quepodríanestarimplicadasen la interacciónde los factores

específicosde estreptococoscon el DNA plasmídico.

¡ Porotro lado, las regionescompartidasportodos los plásmidosquecontienenel tipo

deongenssoA(RSB y CS-6)podríanestarvinculadasala unióndefactoresmásconservados

entre las diferentesbacterias, fundamentalespara la función de este ongen, como por¡ 1’ejemplo, la RNAP. En estetrabajo,hemosvisto la participacióndeesteenzimaen el inicio

¡ del procesode conversiónss -. dsDNA a partir del ssóA depLSl tanto ‘en S. pnewnoniae

comoen S. aureus (Figs. 24 y 29). Es decir, quea pesarde las diferenciasregistradasen

U cuantoa la eficienciadeesteorigenen cadahuésped,existenen ambos,elementoscomunes
en el mecanismode iniciación de la cadenaretrasadaplasmídica.Ésto podríaexplicarel

hechode queplásmidosprovenientesde diferentesbacteriaspuedanreplicaren huéspedes
distintos al original

Hemosllevado a cabounaseriedeensayosde replicación itt vitro a partir del ssoA

U de pLS1 utilizando extractos proteicosde estafilococos, que permitieron determinarla

especificidadde síntesisde lacadenacomplementariaen dicho huésped.Sevio que,al menos

U una parte importantede la cadenaretrasadade pLSl inicia su sintesis a partir de varios

U
. puntos específicosdentro del ssoA, que mapeanentre las coordenadas4141 y 4158 del

plásmido, en una regióff próxima a la secuenciaCS-O (Fig. 40). Así pues, los factores

U
específicosde cadahuéspedbacterianopodríanestarencargadosde potenciarla unión o

funcióndel enzimaencargadode sintetizarel “primer” paradarcomienzoa la síntesisde la

U
cadenaretrasada(RNAP) o de los enzimasimplicados en la polimenrizaciónde la hebra

complementaria(DNA polimerasas),haciendomáseficiente el procesode replicación. Si

estosfactoresno seencontrasenen el huéspedensayado,entoncesla iniciación dela cadena

1 retrasadapodríaseguirsiendoespecífica,pero la replicaciónseríamuchomenoseficiente.

U Sin embargo,lo queocurreparapLSl en S. aureusno sucedeparapE194enS. pizeumoniae.

En estetrabajohemosdesarrolladoun sistemade replicación iii - vitro queempleaextractos

I de pneumococosy que permitió establecer los puntos de iniciación de la cadena

complementariade algunosplásmidos.En estesistema,la cadenaretrasadadepLSl seinicia

U de forma específicay tiene lugar a partir de cuatro puntosprincipalesdentro de su ssoA

(coordenadas4111, 4125, 4132 y 4156 de pLSl), mientrasque en el casode pE194, no



JI
Discusión 162

pareceque la síntesisde la cadenacomplementariase inicie de forma específicaen esta JI
bacteria,pesea que la eficienciade conversiónde ssDNA a dsDNA registradaa partir del

ssoAde pEl94esrelativamentealtaen el mismosistema.Estoshechos,relacionadoscon los

resultadosobtenidositt vivo con respectoal grado de acumulaciónde formas de ssDNA JI
plasmidico,nos permitieronintroducir algunosconceptosnuevosa la hora de evaluar la

funcionalidadde un origen concretode replicaciónde hebrasencilla,en un huéspeddistinto

al original. En primer lugar, la forma de determinarla actividad de un sso plasmídico,

midiendola proporciónintracelularde ssDNA acumuladoitt vivo y compararlacon el grado JI
de acumulaciónde ssDNA generadopor un derivadode dicho plásmidoquecarezcade tal

origen (estees el métodocomúnmenteutilizado para definir cualquier tipo de sso en un JI
determinadohuésped;Grussy cols., 1987; del Solary cols., 1987a;Viret y Alonso, 1988;

van del Lelie y cols., 1989; Seery y Devine, 1993; Kramer y cols., 1995; Meijer y cols., JI
1995a;1995b),no indica, en el casode queambosgenerenel mismonivel deintermediados

de replicaciónssDNA, queesteorigen no seafuncionalen labacteriaensayada,comoocurre JI
parapLSI (ssoA)en huéspedescomofi. subtilis,S. aureusy E. cdi. Enestecaso,sepodría

interpretarquela ‘falta deactividad” del ssoAdepLS1 en dichoshuéspedes,seaen realidad JI
(comoocurreen estafilococos)la existenciade síntesisespecíficapero menoseficientede la

cadenacomplementariaa partir de su ssoA.Esto podríadeberse,probablemente,a la falta

de posibles “potenciadoresde replicación” específicosde pneumococos,necesariospara

conseguirun buen indice replicativo en una bacteriadistinta a ella. JI
Porotro lado,aunqueno setenganevidenciasen cuantoa la eficienciay especificidad

de síntesisde DNA a partir del ssoAdepLSl en fi. sublilis en un sistemaitt vitro, comodel

que se disponepara S. pneumoniaey S. aureus, hemosconseguidopromover la síntesis

específicadeRNA cebadoresde lacadenareatrasada,utilizandoun sistemade transcripción

itt vitro que empleala RNAP purificadade fi. subtilis. Dado quela única forma que tienen JI
las DNA polimerasasbacterianasparasintetizarestacadenaes mediantela extensiónde un

“primer”, la existenciade estosRNA de tamañosconcretos(Fig. 43) seríanindicativosde JI
puntos específicosde iniciación de la cadenacomplementariaen fi. subtilis. Otra vez nos

encontraríamoscon un caso de bajaeficienciaen la conversiónde ss -. dsDNA plasmidico JI
in vivo y evidenciasde un alto gradode especificidaden el inicio de la síntesisde la cadena

JI
complementariadel plásmido. Ésto nospermite introducir un segundoconceptorelativo a

u
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estaetapade la replicaciónRC: la eficienciay especificidadde inicio de la cadenaretrasada

¡ no estánrelacionadas,ni una es la consecuenciade la otra. Quedaclaro queuna muy baja

eficiencia de conversión de las formas ssDNA a dsDNA del plásmido itt vivo puede

¡ correspondersecon un alto grado de especificidadde inicio en la síntesisde la cadena

complementanaregistradaitt vitro, indicandoque, aunquela funcionalidaddel ssode dicho

¡ plásmido sea baja, puedeser, sin embargo,específicamentereconocidopor la maquinaria
‘o

enzímáticabacteriana.Por otro lado, hemosvisto que la introducción de determinadas

¡ mutacionesen el origende cadenasencillade pLSl disminuyenen granmedidala iniciación

específicadeestacadenay, sin embargo,la eficienciade conversiónss -. dsDNA (quesería

I inespecifica)en estafilococos,a partir de estosssoAalterados,es igual a la del plásmido

silvestre, itt vivo (Fig. 34).

A lo largode estetrabajo,asícomo de otra seriedeellos(Boe y cols., 1989; Oskam

¡ y cols., 1992; del Solar y cols., 1993a; Meijer y cols., 1995a; 1995b; Seegersy cols.,

1995), seha vistounarelaciónpococlaraentreel númerodecopiasplasmidico,la presencia

I del origen de replicaciónde hebrasencilla,el gradode acumulaciónde formasssDNA y la

estabilidadsegregacionaldeplásmidoscon replicaciónRC, en distintoshuéspedes.Nuestros

¡ datos apuntan a la existenciade una función de estabilidad asociada,física pero no

funcionalmente,al ssoA de pLSi capaz de actuar en distintos huéspedescomo £

U pneumoniae,fi. subtilis y L. lactis. Es decir, que la sola presenciade la región que

comprendea esteorigen (independientementede su gradode funcionalidad),seríasuficiente¡ para garantizar un reparto equitativo de las réplicas plasmídicas,en cadauna de estas

¡ poblacionesbacterianas,durante la división celular. Los datos en que basamosdicha

afirmaciónpuedenresumirseen las siguientesobservaciones:i) el plásmido derivadode

‘ pLS1, pLS106, que poseeuna mutaciónen la región ssoA conduciendoa una inactivación

casi total de esteorigen (y por consiguienteal acUmulode un alto gradode formasssDNA

U plasmídicasen pneumococos),mantieneun númerodecopiassimilaral delplásmidooriginal

y essegregacionalmenteestableen S. pnewnoniae,u) si seaumentadosvecesel númerode

I copiasde pLS4 (mediantemutacionesen el sistemade control de replicacióndel plásmido),

consiguiéndoseasí el mismo valor que pLS 1, el plásmido resultante&LS7) sigue siendo

U igualmenteinestable en este huésped(del Solar y cols., 1993a), iii) en B. subtilis, el

plásmidopLSl y derivadosdeéstecon delecionesparciales(,pLSlA13, pLSlAl4) o totales
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(pLSlANA, pLS4) de la señal ssoA, poseenel mismo número de copias y acumulan

prácticamentela mismacantidadde ssDNA, sin embargo,sólopLSl esmantenidode forma

JIestable,iv) un plásmidoderivadodepMVlS8, quesólo contienela señalssoA~MV-UA~),

idéntico a pLS1, y que acumulaun alto gradode formas ssDNA, es segregacionalmente

JIestableen L. lactis, mientrasque otro, quecarecedeesteorigendecadenasencilla(pMV-U

A-) es totalmente inestable en la misma población, pese a no existir una variación

significativaen el númerode copiasde ambosreplicones(Meijer y cols., 1995b). -u
En condicionesnormales,y en general, los sistemasque controlanel número de

copiasplasmidicodeterminanuna tasade replicaciónpromediode 1 por copia y por ciclo JI
celular, siendo capaces de corregir desviaciones que lo alejen de este promedio,

consiguiéndoseasíun númeroconstantede plásmidosporcélula (n). Si setratade un sistema JI
decontrol eficiente,capazde mantenerun númerode copiasexactamenteigual a2n en cada

célulaal momentode dividirse, y considerandoquecadamoléculaplasmídicatienela misma

oportunidadde segregarhaciaunau otracélulahija, la probabilidaddepérdidadelplásmido

calculadateóricamente(Lth) duranteladivisión celularestádefinidapor la ecuaciónbinomial JI
planteadapor Summers(1991): Lth = (1/2)20. Tasas de pérdida experimentales(Lex)

mayoresqueLth podríanserla consecuenciade un ineficientecontrolde la replicacióny/o

ciertaclasede compartimentaciónplasmídicaen la célula, que dificulte un repartolibre al

azar.Estepareceserel casode los plásmidospLSlAl3, pLSlA14, pLSlANA y pLS4. Estos JI
derivadosde pLSl, quecontienendelecionesparcialeso totalesde la señalssoA,presentan

en S. pnewnotziae,unas 10 copiaspor equivalentecromosómico,que segúnla ecuación

mencionada,le garantizaríaun valor aproximadode Lth = lot Sin embargo,el valor Lex

calculadoen cadacaso (Fig. 19; Tabla5), esbastantemás alto queel esperado.En basea

estosdatos,y dadoqueademás,la acumulaciónde ssDNA pareceno tenerefectoen cuanto

a la estabilizaciónde plásmidosen ninguno de los tres huéspedesanalizados(Tabla 8), JI
proponemosquela secuenciassoAconstituye,al igual que el ssoU, aunqueen otro sentido,

un ‘elementodepromiscuidad”importanteala horade colonizarun nuevohuésped.Un dato JI
que apoyaríaesta hipótesis,es la capacidadque tienen algunosplásmidos, como ciertos

derivadosdepCl94,paramantenersede formaestableen £ ptteumoniae,peseaquesuseñal JI
ssoAes muy poco funcional en este huésped(Ballestery cols., 1989; del Solar y cols.,

JI
1993a). Sin embargo,en contrasepodríaargumentarque la presenciade la secuenciassoA

JI
]
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depE194no le garantizaal plásmidoun repartoequitativodurantela división celularen A.

subtilis (Novick y cols., 1984a).

¡ Aunque aún no hay pruebascontundentessobre la existenciade funciones de

estabilidado de partición en plásmidoscon replicaciónRC, se sabe que la deleción de

U algunasregiones,comola secuenciaRA4 depUBliO (contiguaa la región BA3) conducea

la inestabilidadsegregacionaldel plásmido sin queseobserveun efecto significativo en sus

¡ capacidadesreplicativas(Bron y cols., 1988). A pesarde queen muchoscasos,la conversión

ineficientedel ssDNA plasmídicocausala inestabilidadsegregacionaldel mismo (Grussy

I cols., 1987; del Solar y cols., 1987a;Changy cols., 1987; Viret y Alonso, 1988; Devine

y cols., 1989; Roey cols., 1989; Bron y cols., 1991),estetrabajo nosha permitidoconcluir

I que la presenciade un sso (in)eficiente, no implica siempre que el plásmido deba ser

(in)estable.Porejemplo, la secuenciassoUdepMV158 constituyeuna muy buenaseñalde

U conversiónss -> dsDNA para un derivadode éstequecarecedel ssoA (pMV-U4Aj, sin

embargoes incapazde estabilizarsegregacionalmentedicho plásmidoen unapoblación de

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

Miller y cols. (1983) encontraronque la secuenciaRS
11 de varios plásmidosde

estafilococospresentanun gradodehomologíaconsiderablecon unaporciónde la regiónpar

U depSC1Ol,lo quepermitió sugeriraNovick y cols. (1984a)la implicacióndeestazonadel

ssoAen la particiónplasmidica.Nosotrosencontramosdos secuenciasque incluyenel RS11

I depLSl (coordenadas4080a 4110de pLS 1), quepresentanmásde un 55% de homología

con la secuenciapar de pSClOl. La más baja de estashomologías(18/31 nucleótidos

¡ idénticos;Fig. 57, 1) correspondea la regióndepSClOl previamentepropuestaporNovick

I
y cols. (1984a). En esta zona también se localiza la secuenciarepetida~ de pSClOl,

requeridaparasu replicaciónnormal (Manen y cols., 1990).La másalta de las homologías

U
(22/31 nucleótidosidénticos;Fig. 57, 2) comprendela regiónde unión de la DNA girasade

E. coli a la secuenciapar de pSClOl (Whale y Komberg, 1988). Ésto podríaindicar que

U
existeuna secuenciade unión a la DNA girasaasociadaal ssoAdepLSl. Sin embargo,los

resultadosobtenidosde una seriedeexperimentosdonde se inhibió esteenzimacon ácido

I oxolinico y/o ácidonalidixico, no evidenciaronla existenciadeunainteracciónevidenteentre

la DNA girasay el DNA de pLSl en S. pnewnoniae(resultadosno incluidos en la Tesis).
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Contamos, sin embargo,con un dato interesante:el plásmido pLS 16367, que poseeuna

serie de sustitucionesen los nucledtidosconservadosdel RS11, que eliminan la función del

ssoA de pLSl en pneumococos,es algo inestable(Lex = 0.02) en estapoblación. Este

hecho, podría indicar que existen ciertos elementosen la secuenciadel RS8 de pLSI que

estarían implicados en la interacción con algún factor del huésped,distinto a los que

intervienenen el procesode replicación,que facilitarían la segregaciónplasmidicadurante

la división celular. De esta forma, la existenciade dos señalessso en pMylS8 que le

confieren ventajas replicativas y de estabilidad segregacionalal plásmido en distintos

huéspedes,le supondríauna mayorflexibilidad en la coloniiaciónde nuevasbacteriasy ésto

podríaexplicar su carácter“promiscuo”.

pSClOl (150,180)

qLSl (4110,4080)

pSCIO1 (63,93)

pLSI (4110,4080)

5 —CACATAGOAGA CCCGCC~TAAAACGCCCTcA-3

5’ —CAAATAGCTTTCACGGCATAAATCGCTCAGA3’

5’ -GAATGACCTGTCACGGGATAATCCGAAGTGG—3
II III 111111 liii II

5’ - CAAATAGCTTTCACGGCATAMTCGCTCAGA-3’

(1)

(2)

-u
JI
JI
JI
-u
JI
JI
JI
-u
JIFigura 57. Homologías entre la secuenciaRS» de pLSI y la región par de pSC1O1.Las coordenadasen

ambosplásmidoscorrespondena las descritaspor Lacksy cols. (1986)parapLS1 y Miller y cols. (1983)para
pSC101. Se buscóla máximahomologíaparael alineamientosin permitir huecos.En la homología1, la flecha
indica el comienzode la zonadel DNA protegidapor la DNA girasade E. coil en experimentos deprotección
frente al ataquenucleolíticodel DNA (Wahle y Kornberg, 1988), y se sobrerrayala secuenciarepetida“a”
involucradaen la particióndel plásmido(Maneny cols., 1990). La homología2 es similar a la previamente

publicada por Novick y cols. (1984) para la región RS8 de varios pl&srnidos de estafilococos.

-u
JI
JI
-3

JI
JI
JI
JI
JI
-u
JI
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Unaobservacióngeneralparalos plásmidosque replicanpor el mecanismoRC, es

¡ que la deleciónde sus señalesssono conducea la inviabilidad replicativade los mismos.

Ésto significa que las formas ssDNA del plásmidopuedencontinuarsiendo convertidasa

U dsDNA por víasalternativas,independientesdel sso, queson generalmentepoco eficientes
y no dependendeRNAP (Kramery cols., 1995).ParapMVIS8 sehandescritodosposibles

formasalternativasde iniciar la síntesisde la cadenaretrasadaen ausenciade las secuenciasu ‘ossoAy ssoU.La primerafue propuestapordel Solary cols. (1987a),en dondela síntesisde

¡ estahebrapartiríadesdeunasecuenciapalindrómicacon ciertahomologíaal ssoA,presente

en el gen tetL (coordenadas2368 a 2467 de pLSl). En este caso,no seha propuestoun

¡ mecanismoque se ajustea los datospresentes,sin embargo,un dato a favor lo constituye

el no habersido posibleobtenercélulasde pneumococostransformadascon el DNA de un

¡ derivadodepMVIS8 que, ademásdecarecerde sussso,sele hayasustituidoel gentetL por

el un de pC194(M. Espinosa,comunicaciónpersonal).Por otro lado, Meijer y cols. (1996)

¡ propusieron un mecanismo alternativo, más complejo, de iniciación de la cadena

complementariade pMVl58 en E. subtilis, queinvolucra los dos ctRNA sintetizadospor el

E plásmido(RNA 1 y RNA II; Fig. 11) y la proteínaRecAbacteriana.En estecaso, los ctRNA

servirían de ‘primer” de esta cadenay requeriríande RecA para formar el complejo de

¡ iniciación. Sin embargo,estesistemano abarcaríael conjuntode víasalternativasde síntesis

de la cadenaretrasada,ya que un derivadode pMV1S8 que carecede sus sso continúa

U replicandoen cepasmutantesrecA” (Meijer y cols., 1996). Además,no se ha encontrado

I
diferenciasen cuantoal gradode acumulaciónde formas ssDNA de pLS4 (MsoA, ARNA

1) y un derivado de éste que, además,carecede RNA II &LS4m) en S. pneumottiae

¡ (resultadosno incluidos en la Tesis).

2. FUNCIÓN DE LAS REGIONES CONSERVADAS DEL ssoÁ

Habíamoscomentadoanteriormenteque las regionesconservadasentrelos ssoAde

I diferentesplásmidos(RSBy CS-6) podríanestarimplicadasen el reconocimientopor factores

comunesy más conservadosentrelas distintas bacterias.Como habíamosadelantado,se

I comprobóla actuaciónde la RNAP de S. pneumoniae,S. aureusy fi. subtilis en el inicio de

la síntesisde la cadenacomplementariaa partir delssoAdepLSl medianteexperimentosde
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inhibición del enzima con rifampicina itt vivo e in vitro o, directamente, mediantesíntesisde

RNA desdeesteorigen (Fig. 43). Por otro lado, se habíacomprobadola participacióndela

RNAP de estafilococosen el inicio de la síntesisde la cadenacomplementariaa partir del

ssoAde pTl8l, pEl94 y pSN2 (Dempseyy cols., 1995) y pC194 (Boe y cols., 1989). Se

sabe, además,que la funcionalidadde] ssoA de todos estos plásmidos dependede su

orientaciónrespectoala del dso en el genomaplasmídico(Grussy cols., 1987; del Solary

cols., 1993a;Dempseyy cols., 1995; Fig. 36), lo queponede manifiestola importanciade

las secuencias conservadas que se encuentran desapareadas en la estructuradel origen. Con

el fin de determinarel significadofuncionalde dichassecuencias,serealizó un análisis de

mutagénesisdirigida a ambasregionesconservadas,lo quepermitió establecerel sitio en

dondese podríaunir la RNAP y la región del ssoAque actuanacomo terminadorde la

síntesisde los RNA cebadores.Hastaahorano sedisponíade ningún análisis exhaustivo

sobre los orígenesde replicación de cadenasencilla de plásmidos,por lo tanto, en este

trabajoseenglobael primer estudiominuciosorealizadode los requerimientosestructurales

y desecuenciaparala funcióndeestasseñalesplasmidicas.Análisisdel efectode mutaciones

en la zonadel sso,asícomode los requerimientosenzimáticosnecesariosparala síntesisde

la cadenaretrasada,habíansido realizadospara el estudiode la replicaciónde fagos de

cadenasencilladeE. coli (Hiasay cols., 1989). Éstopermitió la determinación,clasificación

y profundizacióndelos diferentesmecanismosde síntesisde RNA cebadoresconocidoshoy

en día (Kornbergy Baker, 1992).

Hastaahora,sólo se suponíala presenciade RNA cebadoresde la cadenaretrasada

de plásmidoscon replicaciónRC, pero no seteníanevidenciasdirectasde que se sintetizara

un “primer” desdelos orígenesdecadenasencillade estos replicones.Todos los datos que

se tenían constituíanpruebas indirectas de la generaciónde estos RNA (obtenidosen

experimentosde inhibición de la RNAP con rifampicinao ausenciade rNTPsen el tampón

de replicación).Por lo tanto, es de destacar,también,la importanciade nuestrotrabajoen

cuanto al diseño de los experimentosde transcripción itt vitro, para sintetizarpequeñas

moléculasde RNA a partir de sustratosde DNA monocatenario.Estos experimentosnos

permitierondefinir el tamañoy especificidadde síntesisde los transcritossintetizadosapartir

del ssoA de pLSI. Experimentosparecidossolamentese habíanllevado a cabo para la

determinaciónde los “primer” necesariosen la síntesis de la cadenacomplementariade

JI
u
JI

JI
-u

u
u
JI
u
-3
JI
‘u
JI
u
u
u
JI
JI
-3
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colifagos (Kodaira y cols., 1992; Higashitaniy cols., 1993).

Proponemosque la región RSB, presenteen el ssoA de pLSl, estáimplicada en la

U interacciónde la RNAP bacterianacon el DNA plasmídicoy queparaello es necesarioque

tanto los nucleótidosconservadosde la región desapareadacomola estructuralocal de esta

region permanezcaninalterados.Ésto se basaen que la sustitución de los nucleótidos

conservadosy/o la distorsión de la estructuradel origen en esta zona derivan en: O
¡ incapacidadparaquela RNAP de fi. subtilis seunaa un fragmentossDNA conteniendoesta

señalalterada,u) incapacidadparaqueesteenzimasinteticeRNA cebadoresa partir deeste

I mismo sustrato,iii) incrementoin vivo de las formas ssDNA plasmidicaen pneumococos,

iv) bajaeficienciaen la síntesisde la cadenaretrasada,registradaitt vitro, tantoen S. aureus

I como en S. pneumoniae,y y) iniciación inespecificade la cadenacomplementariade estos

plásmidos,en amboshuéspedes.Es lógico pensar,que todasestasconsecuenciasderivadas

¡ de la alteraciónde la región RS11, seansimplementecausadaspor la primera, esdecir, por
la falta de interacción directa entre la RNAPy el ssoA.Estosdatosplanteanla posibilidad

de queexistaunaunión específicadel enzimaa la zonadel origen quecontieneel RSB. Sin

embargo,aún no tenemosdatos suficientescomo para descartarla posibilidad de que la

¡ RNAP seunaa otra regióndel origeny quelas mutacionesgeneradasen el RSB impidan(por

ejemplo, medianteactuacióna distancia) la interacciónproteína-DNA. Este supuestono

U pareceser el que verdaderamenteesté actuando, ya que se cuentacon más datos que

favorecenla primera de las hipótesis planteadas.Estos datos están relacionadoscon los

I puntosde iniciación de la cadenaretrasadamapeadosen los experimentosde replicaciónitt

vitro. Tantoen el sistemade S. aureuscomoen el de S. pneumoniaela síntesisde la cadena

U retrasadade pLS1 (sitios de transiciónRNA-DNA) tienelugar en una zonapróximaa CS-6

U
(ver Fig. 40). Dadoque el tamañodel “primer” mayoritariosintetizadoa partirdel ssoAde

pLS 1 esdeaproximadamente21 nt (Fig. 43), la RNAP bacterianatendríaquehaberseunido

U
a una regióndel DNA queestuviesea unos21 nt pordetrásdeestossitios de iniciación de

la cadenacomplementaria,más la distanciacorrespondiente,en nucleótidos,de una región

U
promotoraclásica(entre 35 y 36 pb), siemprey cuandoesteenzimainteraccionecon una

zonacaracterística,comoseríadeesperar.Dadoque la RNAP utiliza como molde la hebra

de DNA opuestaa la que se une, se buscó una región en dondeeste enzima pudiera

¡ interaccionarconel ssoAy quecoincidieracon los resultadosobtenidos.Es bien sabidoque
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la funciónprincipal de la RNAP en la célulaesla transcripciónde genescodificadospor el

¡ DNA. Tambiénsesabeque existenvarios tipos de secuenciaspromotorascon las que este

enzima puede interaccionary así promover la síntesis del RNA, cuyo reconocimiento

¡ especifico dependeprincipalmentedel factor sigma (u) que lleve asociadoel holoenzima

(Helmanny Chamberlin,1988).El factor u másabundanteen E. coli es «70 (Collado-Vides

3 y cols., 1991). Este factor, formando parte del holoenzima, reconoceuna clase de

promotoresquesecaracterizanpor poseerdosregionesconsensocentradasen la~ posiciones

¡ -10 y -35 respectoal sitio de iniciación de la transcripción.La mayoríade los promotores

pertenecena esta clasey las secuenciasconsensoreconocidasson 5‘-TATAAT-3’ en la

¡ región -10 y 5’-TTGACA-3’ en la región -35 (McClure, 1985; Lisser y Margalit, 1993)

siendoimportantequeesténespaciadasunos17±1paresde bases.Desdela región -10a la

U posición ±1(primerrNTP incorporadoen la cadenade RNA) hay6 pb más,consiguiéndose

así una distanciatotal, desdeel punto + 1 a la región-35 del promotor,de unos34 a 36 pb.

I B. subtilis poseeuna subunidadu muy similar a la u70 de E. coil, es la llamada o’~, o u

vegetativa(Haldenwang,1995), mayoritariaen condicionesnormalesde crecimiento.Las

I secuenciasconsensoque reconoceen las zonas-10 y -35 sonidénticasa las reconocidaspor

la subunidadhomólogade E. coli (Helmann,1995). Por otro lado, se sabeqúetanto en 8.

I aureuscomoen 8. pneumoniae,la mayoríade los promotorespresentantambiénestetipo

de secuenciasconsenso,queson reconocidaspor la RNAP bacteriana.

Enlas proximidadesde la regiónRS
8depLSl seencuentraunasecuencia-35 idéntica

E a la consensodefinida para estos promotores(Fig. 58). Diecisietenuclétidos “corriente

arriba” deéstaseencuentrauna secuencianucleotídicaque guardaciertahomologíacon la

I región -10 (5’-TAcgcT-3’). Seis nucleótidosmás hacia el extremo 5’ del origen, podría

U
encontrarse el punto + 1 del “primer” (A, localizadaen la coordenada4177 depLS1). Si se

cuentandesdeallí 21 nt en la mismadirecciónsobrela secuenciadel ssoA,nos encontramos

I
con los puntosde iniciación de la síntesisdel DNA de la cadenacomplementariamapeados

en los experimentositt vitro. Este hecho, nos permitió establecerun modelo para la

I
interacciónde la RNAP en el ssoAdepLSl (Fig. 58). Dado queestees un enzimade gran

tamañoy se sabeque ocuparegionesde DNA adyacentesa las secuencias-10 y -35 de los

‘ promotoresestudiados,sepodríapensarque las secuenciasdesapareadasdel RS11,así como

la estructuralocal de la horquillaen esaregión, jueganun papel importanteen el
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Figura 59. Sitios de transición RNA-DNA durante la s(ntesis de la cadenacomplementaria de varios
plásmidos.Sepresentala estructurasecundariapredichapor ordenadorpara la regióndel ssoAdepTl8l, pSN2
y pE194. Las coordenadasen cadasecuenciacorrespondena las publicadaspor Khan y Novick (1982) y
I-lorinouchi y Weisblum(1982a).Los corchetesindican lospuntosmayoritariospara la iniciación de la cadena
retrasadamapeadosenexperimentosde replicacióniii vitro en S. ¿zureas.Se señalala direcciónde la síntesis
de DNA a partir de losprimerospuntosde iniciación mapeados(flechas).Figura tomadadeDempseyy cols.
(1995). Se indican las posiblessecuencias-iO y -35 que puedanactuarcomo sitios de unión de la RNAP,
propuestasen nuestrotrabajo.
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reconocimientoy unión del enzima al DNA. Es de destacar,la importanciaque tiene la

presenciadeunaregiónparcialmenteapareadaen el tallo delaestructurasecundariadel ssoA

3 de pLS1 (conteniendolos nucleótidos conservadosdel RSB), ya que si se induce el

apareamientocompletoo el desapareamientogeneraldeestaregión, la RNAP no se une al

U origen(Fig. 42). Existenpromotoresquecontienensecuenciasanterioresa la región-35que

afectanal procesode unión del enzimaal DNA, así como a la isomerizacióndel DNA a3
complejo abierto (Bracco y cols., 1989; Buckle y cols., 1991). De esta forma, se podría
explicarpor quéalteracionesen la zonadel RS11 tienenconsecuenciasdrásticasen la unión¡
dela RNAP y funcionalidaddeesteorigen de replicaciónen todoslos huéspedesensayados.

3 Como elemento a favor de esta hipótesis,podrían citarse los resultadosobtenidosporDempsey y cols. (1995), quienes determinaronlos puntos de iniciación de la cadena

U complementaria(incorporacióndel primerdNTP)a partirdel ssoAde los plásmidospTl8l,

pSN2 y pE194de estafilococos(Fig. 59). En estosplásmidos,la cadenaretrasadaseinicia

3 en varios sitios del ssoA que se mapearonmuy cerca y hacia la izquierdadel lazo de la

horquilladel origen, al igual quesucedeen pLSl. Si se observala estructurasecundariadel

U 1~Ode estosplásmidos,severá la gran similitud existenteentreellos y el de pLS1, así

la disposicióncomúnde la región RSRen la basedel tallo de la horquilla formada.En

3 estasrepresentacionessepuedever unapequeñaburbujadesapareaday conservadaen todas

ellas incluida en la región RS11. Próximaa ella seencuentra,en todosestosplásmidos,unaU secuenciacon cierto grado de homología a una región promotora-35 (Fig. 59). Si se

continúaunos 17 o 18 nt en direcciónal lazo de estashorquillas, sepuedeencontraren el

I ssoA de pE194, una secuenciaaltamentehomólogacon una región -10, o escasamente

homólogaa élla parael restode los plásmidos.

Tomandoen cuentalos resultadosobtenidosparapUS1 y los publicadosparapT181,

U pSN2 y pE194 relativos a los puntos de iniciación de la cadena complementaria,

determinadosa partir de sus respectivosorígenesde replicación, sepodría plantearque en

3 estos últimos replicones,i) la RNAP también se une al DNA en una posible secuencia

U
promotora,paralo cualla correctadisposiciónde la región RS11seríafundamental,y u) que

también se sintetizanRNA cebadoresde unos 20 a 30 nt de longitud, que podrán ser

¡ utilizadospor las DNA polimerasasdel huésped,parasintetizarla cadenaretrasadade cada

plásmido. Si estofueracierto, el mecanismode unión de la RNAP al ssoAde pT181, pSN2
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y pEl94coincidiríacon el modelopropuestoparapLSI. Estamismadisposicióny estructura

generaldel origen, así como la ubicaciónde la región CS-6 en el lazo de la misma, había

sido propuestaya, para los plásmidospC22l, pC194,pEl94 y pLSt (del Solar y cols.,

1987a; Fig. 60). En estoscasos,de habersecontinuadola estructuraciónde esta secuencia

un pocomáspordebajode las representadas,sehubieraconseguidounadisposicióndecada

ssoA más parecidaa las que aparecendibujadasen la Figura 59. A pesarde queno se

dispongande datosrelativos a los puntosde iniciación de la cadenacomiilementariaen

pC22l y pCl94, se podríaproponer,en basea la homologíade secuenciay estructurade

todosestosorigenes,asícomodela presenciade posiblessecuenciaspromotorasen los ssoA

de estosplásmidos(Hg. 60), ubicadosen posicionesanálogasa la de los anteriores,que

presentenun mecanismode iniciación especificoy similar al de pLSl.

~4)

p LSI

.4.

pG22l
4’ 4

~CI94 pEIS4 ‘:1

y

4>

Figura 60. Estructura secundaria propuesta para el ssaA de pLSI, pE194, pC221 y pC194. Las
configuracioneshan sido generadasmedianteanálisis por computador y posterior refinamiento a mano. Se han
subrayadolas secuenciasconservadasen la baseizquierdadel tallo (RS

8) y en el lazo (secuenciashomólogas
a CS-ó)de ambasestructuras.Las coordenadasmostradascorrespondena las publicadaspor Projan y cois.
(1985) y Horinouchi y Weisblum (i982a; i982b). Figura tomadade del Solar y cols. (i987a). Se agregaron
las posiblessecuencias-10 y -35 quepuedanactuarcomo sitios de unión de la RNAP.
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Sin embargo,hayuna seriede datosque cuestionanestapropuesta,esdecir, quela

región RS5 sea la señal quedeterminela unión de la RNAP bacterianaal origen de hebrasencilla.Enprimer lugar, el plásmidopUBí 12 aisladodeS. aureus,cuyossoseha incluido

dentrodel tipo ssoAdeorígenesde replicación,no presentaningunasecuenciahomólogaa

RS11(Novick, 1989; Fig 2), aunqueposeeunazonacon ciertahomologíaa las secuenciasque

¡ apareanconella haciael extremo3’ de la horquilla, y a las regionespromotoras-10 y -35,

en una regiónanálogaa la de los plásmidosanteriores,que podríanestarimplicadaen la

¡ unión de la RNAP. Esto indicaríaque la región RS11 no es indispensableen todos los

plásmídosparael buen funcionamientodeestaclasede orígenes.Es posible, sin embargo,

U queel ssoAdepUR112gocede unadisposiciónespacialparticularquefacilite la interacción

del enzimacon el DNA plasmídico y le permitaprescindir de regionesque para otros

¡ plásmidosson fundamentales.Un ejemplosimilar lo constituyela señalssoU.En estecaso,

resultacuriosoque,a pesardequeel inicio de la replicaciónapartir deesteorigendepende

U tambiénde la RNAP del huésped(Fig. 51; Dempseyy cols., 1995), no existanregiones

homólogasentreambasseñalesde replicación.Cabríaesperarquepor lo menospresentase

¡ una zonaparecidaal RS8 del ssoA y/o una regiónhomólogaa las secuenciasconsenso-10

y -35 de promotoresclásicos.Sin embargo,no pareceque la señalssoUposeaalgunade

estascaracterísticas,queademáscorrespondacon los resultadosde iniciación obtenidositt
vitro, esdecir, un únicopuntodeiniciación de la cadenaretrasada(incorporacióndel primer

U dNTP) ubicado en las coordenadas3448 de pMV1S8 (Ng. 54) y 1299depUBliO (Dempsey
ycols., 1995).

En segundolugar, los numerosossitios de iniciación de la cadenacomplementaria

¡ (entreSy 22 sitios principales)registradositt vitro paralos plásmidospTl8l, pSN2, pE194

(Fíg 59) y pLSi (Fig. 40),dondea su vezsemapearonpuntosde iniciacióndiferentessegún

U el sistema de replicación empleado(5. aureus o 5. pneumoniae).Como estos puntos

¡ correspondena los sitios donde tiene lugar la transición de RNA a DNA de la cadena

retrasada,los resultadossugierenque dichatransiciónocurreen múltiples posicionespara

los orígenesdel tipo ssoA.Dempseyy cols. (1995)propusieronqueéstopodríadebersea laU
síntesisde RNA cebadoresde un tamañofijo, iniciados en varias posicionesdel ssoA o
alternativamente,quelaRNAP iniciarala síntesisdeestos“primer’ desdeunaúnicaposición¡ comentearriba” del lazo centralde la estructuradel origen y sinteticemoléculasde RNA
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dediferentestamaños.Ambasposibilidadesexplicaríanlaexistenciade puntosde transición

en varios sitios del DNA plasmídico. Dado que las moléculasde RNA generadasen los

experimentosde transcripciónitt vitro presentanprincipalmenteun tamañofijo, de 21 nt, es JI
probableque seala primerade estaspropuestasla que verdaderamentetengalugar en estos

JIplásmidos.Esto indica quela RNAP tendríaque unirsea distintasposicionesdel ssoApara

podercumplir ambosrequisitos:síntesisde un “primer” de un tamañoconcretoy múltiples

JI
puntos de transiciónRNA-DNA durantela replicaciónde la cadenaretrasada.‘Un hechoa
teneren cuenta,y quepodríaexplicarestasituación,esquepanladeterminacióndeltamaño

de los RNA sintetizadositt vitro seempleó la RNAP de fi. subtilis, mientrasque los sitios

de incorporacióndel primer dNTP a la cadenacomplementariade estos plásmidos se

consiguieronutilizandoextractosproteicosdeestafilococoso depneumococos.Dadoquelos

puntos de iniciación de la cadenaretrasadadeterminadositt vitro para pLS1 en S. aureus u
difieren respectoa los obtenidosen S. pneumoniae,tambiénesposibleque la iniciación de

esta cadena sea distinta en fi. subtilis. Si, por ejemplo, esta transición tuviera lugar u
principalmenteen un punto del ssoA,como sucedeparala replicacióna partir del ssoUen

estafilococos,entoncesla unión de la RNAP tendríaquesucederen unaposición fija deeste

origen. Luego, es posible que la RNAP de S. aureus y S. pneumoniaedieran lugar a

“primers” de diferentes tamaños,que pudieranexplicarel anclajede la RNAP a un único u
sitio del ssoAy la existenciade múltiplessitios de transición RNA-DNA. u

Porotro lado, las mutacionesgeneradasen la otraregiónconservadadel ssoA,CS-6,

tambiéntienenconsecuenciasnegativasen cuantoa la efiencienciay especificidadde inicio u
de la cadenaretrasadade pLSi. Proponemosque la región CS-6 está implicada en la

terminaciónde los “primer” sintetizadospor la RNAP (es decir, que seael lugar en quela JI
RNAP se sueltadel DNA y/o permitala transiciónhaciala síntesisde DNA), dadoquelas

umutacionesgeneradasen estaregión, derivanen: i) cambio del patrón de tamañosde los
transcritossintetizadosa partir de estosorígenesalterados,dandolugara moléculasdeRNA

másgrandesquelas sintetizadasa partir del ssoAsilvestre,u) descensoen la especificidad JI
de inicio de la cadenaretrasadaen S. aureus,y iii) descensoen la eficienciade síntesisde

la cadenacomplementariaitt vivo o itt vitro, dependiendodel huésped.Porotro lado, sigue JI
habiendounión dela RNAP alos fragmentosssDNA conteniendoestasmutaciones,conuna

eficienciasimilar a la de los quellevan la señalsilvestre.Ésto indicaquela región CS-6no JI
JI
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intervieneen la unión de la RNAP al ssoA,sino quetienequever con la especificidaden la

síntesis de los RNA cebadores de la cadena complementaria del plásmido.

¡ Ya habíamoscomentadoque la secuenciaCS-6, cuandose encuentrapresente,se

ubicaen el lazode la horquilladel ssoA plasmídico.Se sabeademás,quevariassecuencias

que codifican para terminadorestranscripcionalespresentanestructurassecundariasy¡ /concentraciones de As en su secuencia nucleotídica (Wilson y von Hippel, 1995). En el caso

¡ depLSl, el primerode los puntosde transiciónRNA-DNA estáprecedidoporun conjunto

de tres Ts alrededorde la coordenada4152 del plásmido (Fig. 40). En el lazo de la

¡ estructuradelssoAdepE194seencuentrala secuencia5’-TAGCGa-3’,queesprácticamente

igual a la consensoCS-6,desdedondesemapearonlos principalespuntosde iniciación de

¡ la cadenaretrasadaen estereplicón (Fig. 59). Como dichossitios presentanunaubicación

análogaa los de pLSl (hacia la izquierdadel lazo de la horquilla del origen), se podría

¡ plantearque,al igual que en el casoanterior,estasecuenciaconservadatambiéntengaque

ver con el fin de la transcripciónde los ‘primer” en pE194. Del mismo modo, sepodría

hacer extensivaesta propuestaa pC221, pC194 y los demásrepliconesque lleven la
secuenciaCS-6 en su origen.

Sin embargo,y contrariamentecon lo que sucedeen S. aureus,seha visto que las

U . mutacionesen estaregión prácticamenteno alteran el patrón de iniciación de la cadena

retrasadadepLSl en £ pttewnoniae(Fig. 39), esdecir, queprobablementetampocoalteren

¡ significativamentela longitudde los sintetizadosapartir de esteorigen.Estehecho

podríatenerunaexplicación, ya que esposibleque la presenciade los factoresespecíficos

que hacenquela replicaciónde estacadenaseamuy eficienteen pneumococos,intervengan

además, en atenuar los efectos de las mutaciones en dicha región. De todas formas, se ha

U visto que los cambios generados en la secuencia CS-6 de pLSl hacen menos eficiente la

función del ssoA en este huésped, ya que estos derivados acumulan una cantidad

U considerablemente mayor de formas ssDNA que el plásmidosivestre,itt vivo (Fig. 23). En

conjunto, estosdatosindican que, aunquela región conservadaCS-6 no es imprescindibleu
para la función del ssoA,parecetenerciertaparticipaciónen el procesode transición desde
el RNA cebadoral DNA de la cadenaretrasada,al nivel de la terminaciónde la síntesisdel¡ “primer”, al menosen huéspedesdistintosal original comoocurreparapLSl en fi. subtilis
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y S. aureus. En el casode los plásmidos pTl8l y pSN2, que carecen de una secuencia JI
homóloga a CS-6, también se mapearon los sitios mayoritarios de iniciación de la cadena JI
complementariaen unazonacercanay hacia la izquierdadel lazo de la horquilla (Fig. 59).

Estos plásmidos compartenuna secuenciade 14 nt (5’-TGGGA’ITAAT(C/T)CCA-3’), JI
localizadaalrededordel punto de simetríapalindrómico del ssoA, la cual podríatener la

misma función planteada para CS-6. De todas formas, aun no existen evidencias JI/experimentales que involucren esta segunda región, conservada en otros plásmidos con

replicación RC, además de pTl8l y pSN2 (Fig. 2), con la función de estos orígenes. JI

JI3. ROL DE Spn Poil EN LA REPLICACIÓN DE PLASMIDOS

DERIVADOS DE pMVLSS JI
Los resultadosobtenidosen estetrabajo, definen la acciónde la DNA polimerasa1 JI

de S. ptteumoniae(Spn PolI) en el inicio de la replicacióna partir del ssoAde pLSI. Hasta

JIatora,sólo sehabíavisto la participaciónde la DNA polimerasa1 del huéspeden el inicio

de la replicación de plásmidos con replicación tipo e como ColEl y otros miembros de la

JIfamilia de pMBl. En estecaso,la actividadpolimerásicade la DNA polimerasa1 de E. coli

(Eco PolI) es la responsable de extender el “primer” sintetizado en el oh, durante el proceso JI
de síntesis de la cadena líder del plásmido (Itoh y Tomizawa, 1980). Por lo tanto, pLS1

constituye el primer caso de plásmidoscon replicaciónRC, en donde se determinala JI
intervencióndirectade la DNA polimerasa1 bacterianaen su procesoreplicativo.Paralos

colifagosde cadenasencilla,sehabíadescritola participaciónde la actividadexonucleásica JI
5’ — 3’ y polimerásicade Eco Polídurantela eliminación del RNA cebadorde la cadena

retrasaday sustitucióndel mismo por dNTPs despuésde que la conversiónss —~ dsDNA JI
fágicahubieratenido lugar (Cheny Ray, 1976; DasGuptay Mitra, 1978). En ausenciade

algunasde estasactividadessedetectanmoléculas de DNA bicatenarias incompletas, con JI
discontinuidadespróximasal origende replicaciónde la hebra (+).

u
La Spn Polí constade dos dominios funcionales:uno con actividadpolimerásicay

otro con actividadexonucleásica5’ -. 3’ (López y cols., 1989), y carecedel dominio con JI
actividadcorrectora3’ —5’ presenteen Eco PoIl (Díaz y cois., 1992a;Kornberg y Baker,

JI
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1992). La implicación funcionaldePolí en el establecimientoy replicacióndeplásmidosque

replican vía círculo rodante habíasidoevidenciadaporprimeravez porDíaz y cols. (1994).u
Estos autores analizaron el comportamientoitt vivo de plásmidos conteniendo el replicón de

I pMV1S8 en estirpes de 8. ptteumottiaey E. coli donde se había mutadó el gen polA, que

codifica paraesteenzima.El efecto de transformaruna cepade pneumococosquecontenga

alterada la actividad polimerasa del enzima, con el DNAde pLSl o derivados de éste, se¡
manifiesta en: í) la reducción de la frecuencia de establecimiento plasmídico, it) inestabilidad

¡ segregacional y descenso del número de copias de los plásmidos que consigan replicar en

estascepasmutantes,iii> acumulación intracelular de una cantidad hastadiez vecessuperior

3 de formas ssDNA plasmídicas, y iv) discontinuidades de las cadena líder y retrasada

localizadas a nivel del dsoy ssoAdel plásmido(Díaz y cols., 1994).Estoshechosinvolucran

U claramente la acción de la actividad polimerasa de Spn PolI en el establecimiento y
replicación de estos plásmidos, tanto de la cadena líder comoretrasada.

Otra manifestación de la deficiencia de esta polimerasa, en cuanto al establecimiento

3 plasmídico, es la formación de coloniaspequeñasdurantela seleccióninicial, con antibiótico,

de células transformadas. Se piensa que ésto sea el resultado de un enlentecimientoen el

3 llenadodel “pooí’ plasmídico en las células bacterianas, como consecuencia de los defectos

en su replicación. Por otro lado, los mismos autoreshabían visto que la presenciade

U secuencias homólogas con el cromosoma de S. pnewnoniaeen estos -plásmidos, obvian¡ parcialmente el requerimientode la actividad polimerásica de Spn PolI durante la

transferenciaplasmídicaa estos huéspedes.Este fenómenoseexplicó mediantela posible

actuación de alguno de los mecanismos de facilitación cromosómica propuesto por López y

E cols. (1982),quepermitenel establecimientode plásmidosrecombinantesen pneumococos.

Estos mecanismos se basan en el modelo de transformacióngenéticapropuestopor Lacks

U (1968) para la integración de DNA exógenoconteniendosecuencias-homólogascon el

cromosoma de pneumococos. Aquí se establece que el DNA donador es incorporado enu forma monocatenaria,debido a la acción de exo y endonucleasasque provocan la

degradaciónde una de las hebrasdel DNA. El DNA que es incorporado,seapareacon lau
hebra complementaria de la región homóloga del DNA cromosómico y se produce un¡ sobrecruzamiento recombinacional mediadp por la proteínahomónimaa RecA de E. colí

(Rhee y Morrison, 1988). El procesode integración se completaríacon la degradación
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nucleolítica del fragmento de la hebra cromosómica desplazada y por unión, mediante la JI
DNA ligasa, de los extremosdel DNA donadoral DNA cromosómico.Segúnestemodelo

de transformación, en ninguna de las etapas intervendría un proceso de síntesis reparadora JI
del DNA. Sin embargo,en el modelopropuestopara el establecimientode plásmidossin

homologíacon el cromosoma,dondees necesariala incorporaciónpor la bacteriade dos JI
hebrascomplementariasdel DNA donadorpararegenerarunamoléculaíntegradeplásmido

(Saundersy Guild, 1981; Lópezy cols, 1982), serequierela acciónde un enzirfia reparador JI
que restaure la integridad de las dos hebras complementarias del DNA, ya que en la entrada

JIdel DNA plasmidico al interior celular se producen roturas que generan moléculas

monocatenarias no íntegras. Estas hebras se aparearían por las zonas complementarias y

JI
generarían moléculas bicatenarias con regiones monocatenarias que serían reparadas por la
actividad polimerásica de Spn PoIl (Díaz, 1993). Estehechoexplicaríala necesidadde este JI
enzima durante el establecimiento de plásmidos sin homología con el cromosoma bacteriano,
registrada para pLSl y pLS5 (Díaz y cols., 1994). JI

Por otro lado, dadoquela actividadexonucleasa5’ -. 3’ de Spn PolI esfundamental JI
parala viabilidad celular (Díazy cois., 1992b)y por lo tanto no sepudieronconseguircepas

mutantesen la misma,no sepudo establecerla funciónquetendríaestedominiodurantela JI
replicación de plásmidos con el replicón de pMV1SSen 8. pneumoniae(Díazy cols., 1994).

Sin embargo,comose habíavisto que las actividadespolimerásicay exonucleásicade Spn JI
Polí son intercambiablescon las correspondientesfunciones de Eco PolI (Díaz y cols.,

1992b),se realizaronlos mismosexperimentosen cepasde E. cdi conteniendouno u otro JI
dominio enzimático alterado (Díaz y cols., 1994).Ésto permitió concluira los autoresque,

en este huésped,cadauna de las actividadesenzimáticasde Eco Polí intervienenen la JI
replicación de plásmidoscon el replicón de pMV1S8. Paraexplicar los resultadosque

involucrabanala PoIl en la replicaciónde estosplásmidossehabíanpostuladodoshipótesis. JI
La primera(Díaz, 1993), sugeríaqueel holoenzimaPollil inicia la replicaciónde las hebras

líder y retrasadade pLS1. Luego,el efectoobsrevadoen la replicacióndel plásmido,en las JI
estirpesbacterianascon mutacionesen el gen po/A, serían consecuenciade la elevada

utilización de Pollil (o de alguna de sus subunidades)para sustituir a Polí, en el JI
procesamientode los fragmentosde Okazaki durante la replicación cromosómica.Ésto

derivaríaen la falta de Pollíl parainiciar la síntesisde ambascadenasplasmídicas,lo que JI

JI
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explicaríala presenciadeintermediariosde replicaciónqueno hubieseniniciadoel proceso.

U
La segunda,(Díaz y cols., 1994) planteala posibilidadde quePolí inicie la replicaciónde

ambascadenasdel DNA plasmídicoy posteriormenteseaPollil la quecontinúeel proceso

I deelongaciónde las hebraslídery retrasada.Estateoríaexplicaría,al igual quela anterior,

la presenciade discontinuidadesa nivel de ambosorígenesde replicación y la ineficiencia

durantela conversiónde ssDNA adsDNA plasmídico,registradaitt vivo. Ambaspropuestas1 y.coinciden en que, al igual que sucededuranteel procesoreplicativode M13, la acividad

¡ exonucleasa 5’ -. 3’ del enzima sea la encargada de degradar el RNAcebador de la cadena

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

En este trabajo conseguimosprecisarel nivel concretode actuaciónde Spn Polí

I durante la replicación desde el ssoA de pLS1, lo que nos permitió apoyar la segunda de las

dos hipótesis planteadas (ver párrafoanterior),al menosen lo queserefierea la síntesisde

I la cadena retrasada del plásmido.Además,la realizaciónde ensayosde replicaciónitt vitro

nos han permitido valorar la participación de los dominios polimerasa y exonucleasa de Spn

I PolI en este proceso. En los experimentosde síntesis itt vino de la cadena retrasada

utilizando extractos de estirpes de 8. pneumoniaecon mutaciones en el gen po/A que anulan

M ía actividad polimerasa de Spn PolI (MP547) o disminuyen, tanto ésta como la exonucleasa

5’ -* 3’ (MP560 y MP547, respectivamente) se pudo observar que cualquiera de estas

I alteraciones conducen a upa ineficiente iniciación de la replicación a partir del ssoAde pLS1

(Fíg 45A). Esta deficiencia sólo se pudo corregir mediante la adición de la proteína Polí

M pura a la reacción,mientrasquecuandose agregósolamenteel dominio polimerásicodel

enzima(Pol1c269),no seconsiguióningún cambiodemasiadosignificativo. Ésto indica que

U se requiere la función del enzima completo para que la replicación de la cadena retrasada de

pLS 1 tenga lugar en este sistema. Se podría sugerir entonces, que la proteína Pollíl del

U huésped, encargada de la síntesis de la hebra complementaria del ssDNA plasmidico, sería

I
incapaz de extender el extremo 3’-OH de las moléculas de RNA cebadoras,debido

posiblementea problemas estéricos en este origen, y por lo tanto, sea necesariola

M
participaciónde PolI para incoprorarlos primerosdNTPsa dicha cadena.A continuación,

Pollil podría relevar la función de Polí y continuar la síntesis. Se ha demostradola

U
participaciónin vivo dePollil en la síntesisdel DNA de pTlSl, mediantela adición de $

hidroxifenil azouracilo, un potenteinhibidor de esteenzima(Majumdery Novick, 1988).
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JI
4. MODELO DE INICIACIÓN DE LA CADENA RETRASADA PARA

PLÁSMiII)OS CON UN ORIGEN ssoA JI
JI

El modelode iniciación queproponemosparala síntesisde la cadenacomplementaria

deplásmidoscon replicaciónRC que contenganun origen de replicacióntipo s,~oA, se basa JI
en los resultadosobtenidosparapLSl (estetrabajo)y de los obtenidosparapEl94 (Dempsey

y cols., 1995),reinterpretadosmásarriba. Segúnéstos, la RNAP bacterianaseuniríaa una JI
secuencíapromotorapróximaa la región RSB del origen y sintetizaríaRNA cebadoresde

tamañoscomprendidosentre20 y 30 nt, dependiendodel huésped.Al igual quesucedepara JI
la replicación de colifagos de cadenasencilla y en particularpara M13, fd y fi (que

presentanun mecanismode iniciación de la cadenacomplementariasimilar al de estos JI
plásmidos),serequiereque el sso adopteuna configuraciónespacialdeterminadaparaque

la interacciónRNAP-DNA puedatenerlugar en el origen. En estos fagos, así como en el JI
caso de G4 y e)<174, se habíavisto la necesidadde SSB de E.coli para conseguir la

estructuracióndel sso y la síntesisespecíficade RNA cebadoresde la cadenaretrasada(ver JI
Introducción).Sin embargo,nuestrosresultadosdifieren al respecto,ya quela presenciade

SSEen los ensayosde transcripciónitt vino no favorecede formasignificativa la síntesisde JI
RNA desdeel ssoAde pUS1. Por lo tanto, aquíla estructuracióndel origen no pareceestar

JI
determinadaporSSE, sino por la propia secuenciade DNA dedicharegión.

El mecanismo mediante el cual el RNA cebador es sintetizado no está aún bien JI
entendidoy se suponeque esbastantediferenteal mecanismode transcripcióngeneral.Por

JI
ejemplo,existenevidenciasde que el pRNA semantienecomo un híbrido estableasociado
al DNA molde(Geidery cols., 1978).En estecaso,la estructuradel tallo del DNA templado JI
no compitede maneraobvia con el ‘primer” recién sintetizado.Esto contrastacon lo que

sucede normalmente después de la transcripción a partir de un promotor común en un DNA JI
bicatenario,en dondelas cadenasde DNA se reanillanunavez transcurridoel procesoy el

RNA reciénsintetizadoes liberado. JI
Una vez sintetizadoel o los “primer”, la DNA polimerasa1 del huéspedsería la JI

encargadade promoverla síntesisde la hebracomplementaria,mediantela extensióninicial

JI
-3
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de estospRNAs. Dadoque en £ pneuniottiaesenecesitaparaello la actuacióndel enzima

I completo(Spn PolI), habríaqueexplicarpor quésu dominiopolimerasaaislado(Pol1c269),

cuya función en la síntesisde DNA se sabeque es muy eficiente(Ponsy cols., 1991),no

U escapazporsi mismodé iniciar el proceso.Podríatratarsedeunacuestióndeconformación

enzimática,esdecir, que fuesenecesarioqueambosdominiosde Spn Polí (polimerasay

exonucleasa 5’ -. 3’) necesiten estar acoplados para conseguir una disposición funcional que

permitael reconocimientodel origen de replicación. Por otro lado, el hechode que no seU haya podido detectar la presencia de pRNAs durante la replicación itt vitro de la cadena

retrasada de los plásmidos pTl 81, pE194, pSN2 (en el sistema de 8. aureus; Dempseyy

¡ cois., 1995) y pUS 1 (en el sistema de £ ptteunzottiae)dalugar aunaseriedeespeculaciones

que podrían explicar esta situación. Por ejemplo, que en el proceso replicativo de la cadena

¡ retrasadade plásmidoscon replicaciónRC, actúemásdeunamoléculadePolí: unadeellas

podría elongar el “primer” en unos 80 a 100 nt, mientras que otra molécula reemplazaría este

pRNApor DNArecién sintetizado (ésta es la hipótesis que planteamos en nuestro modelo).
Alternativamente, podría existir en estos replicones, un mecanismo similar al definido para

la exonucleasa5’ del fago T5 (Ceskay cols., 1996),en dondeel pRNA podríadeslizarsea
través del arco helicoidal formado en el dominio exonucleolítico de la proteínay ser

¡ escindidosimultáneamentepordichaactividadenzimática.En cualquieradeestosdoscasos,

los RNA cebadoreshabríansidoeliminadosrápidamente,lo que impediríasudetecciónen

U el tiempo en que se realizaronlos ensayosde replicación.La síntesis de la cadena retrasada
de estosplásmidossecompletaríamediantela actuaciónde la DNA polimerasaIII bacteriana

U y ligación de los extremos5’ y 3’ de dichacadenapor la ligasadel huésped.Un esquema

del modelo de iniciación de la replicaciónapartir del ssoAqueproponemos,seesquematiza

¡
Zhang y cols. (1994), habíandescritoque el plásmidode amplio rangode huésped

U pEP2, un derivado de pNG2 aislado de Corynebacteriumdiphtheriae y transferidoposteriormente a E. coli, cuyo mecanismo de replicación parece ser vía RC, requiere la DNA

polímerasa 1 bacteriana para su replicación. Las evidencias con las que cuentan, es que pEP2U
puede ser introducido en una cepa de E. coli (que contieneun alelo po/A sensiblea la¡ temperatura),sólo a la temperaturapermisiva,y el plásmido sepierderápidamentecuando

seincubael cultivo a la temperaturano permisiva(42 0C). Los autores no habían propuesto
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¡ unaexplicacióna este hecho, incluyéndolocomo una curiosidad en la discusión de sus

resultados.De acuerdoa los datos que disponemossobrela replicación de este tipo de

¡ plásmidos,podríamossugerir dosposiblesexplicacionesal respecto.La mássimple, sería

quea la temperaturano permisiva,seestuvieseafectandola actividadde la proteínaRepdel

U plásmido,haciéndolamenoseficientepara la replicacióndesdeel dso. La otra, haciala cual

nos inclinamos,estaríarelacionadaconel modelo deiniciación dela cadenacomplementaria

U propuestoen estetrabajo, dondela falta dePolí impediríala síntesisdesdeel Éso (y/o dso)

del plásmido.Deserasí,podríamosgeneralizarla necesidadde Políenelprocesoreplicativo

¡ de varios plásmidoscon replicaciónRC. Sin embargo,restaaún muchopor estudiarpara

poder comprender el mecanismos de replicación de estos plásmidos, incluso es muy posible

U que setrate de mecanismos particulares (y no generales) que se lleven a - cabodependiendo

del tipo de replicóny/o tipo de huéspedbacterianoen dondeéste seencuentre.
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Las conclusionesmás importantesque se derivan de este trabajo, se resumena

continuación.

1. El ssoAde pMVlS8 estálimitadopor las coordenadas5150 y 5349 del plásmido.

U La función de este origen de replicacióndependedel huésped,siendomuy eficiente en la

conversiónss -~ dsDNA en 8. ptteumottiaey poco eficienteen fi. subtills y S. aureus.

2. La RNAP bacterianaesel enzimaencargadode sintetizarlos RNA cebadoresde

¡ la cadena retrasadaa partir del ssoA de pMV 158. Tanto la secuenciade las bases

¡ desapareadascomo la estructuralocal de la región RS11 son necesariasparaque la RNAP

pueda interaccionar con el origen. Si se altera esta región mediante sustitución de

nucleótidos,laafinidaddel enzimaporelDNA disminuyenotablementey comoconsecuencia¡
los nivelesde síntesisde la cadenacomplementariadesciendende forma considerable.La¡ RNAP de .8. su/ni/lsescapazdesintetizarpequeñostranscritosdeunos20 nt apartir deeste

origende replicación.

3. Si sesustituyenlos nuclétidosconservadosde la regiónCS-6,asícomo si sealtera

U la estructuralocal del lazo formadoen el ssoAde pMVL58, el patrónde síntesisdepRNAs

cambiadependiendodel tipo de mutaciónintroducida.Estehechopodríaestarrelacionado

a una función de CS-6en la terminaciónde la transcripciónde los RNA cebadores.

¡ 4. La transiciónRNA -~ DNA durantela síntesisde la cadenaretrasadadel plásmido

tiene lugaren diversasposicionesdel ssoA.Dichospuntosmapeanen unaregiónadyacente

U y hacia la izquierda(siguiendola dirección de la replicación) de la secuenciaCS-6, cuyas

posicionesespecificasdependendel huésped.Así, la síntesisde DNA de la hebraretrasada

¡ en 8. aureusocurredesdeal menossietepuntoscontiguosde dicho origen,mientrasqueen

8. pneunzottiae,el mismo procesotiene lugar a partir de cuatrositiosprincipalesubicados

U más distantesentre si. Mutacionesdirigidas a la región RS11 de esteorigen conducena

eliminarla especificidadde inicio en la mayoríade los casos,mientrasque las mutaciones

U dirigidas a la zonaCS-6 de pMVI58 sólo vuelveninespecíficala iniciación en 8. aureus.

5. La especificidad con que tiene lugar la iniciación de la replicaciónde la cadena
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retrasadaplasmídicano estárelacionadacon la eficienciade síntesisde estacadenaen el u
mismo huésped.Así esque,aunquela eficienciade replicación itt vivo a partir delssoAde

pMV158 esmuy bajaen 8. aureus,éstaseinicia de formaespecíficadesdepuntosconcretos

del origen. JI
6. Se necesitala acciónconjuntade ambosdominiosde la DNA polimerasa1 de 8. JI

pneumoniae(polimerasay exonucleasa5’ -. 3’) paraquepuedatenerlugar la replicacióna

partir del ssoAde pMV158. Este hechopone de manifiesto la participacióndel enzima JI
completoen las etapasinicialesde síntesisde la cadenaretrasadaplasmídica.

JI
7. La regiónquecomprendeal ssoAde pMVl58 confiereestabilidadsegregacional

a plásmidosinestablesderivadosde éste,en £ pneumoniaey fi. su/ni/ls.Ésto indicaqueen JI
esta zona,o asociadaa ella, podríanencontrarseelementosque favorezcanla segregación

plasmídica a las células hijas durante la división celular. Por lo tanto, esta señal podría JI
considerarsecomo un elementoque favorecela colonizaciónde nuevasbacterias.

u
8. El ssoUdepMVl58 esmuy eficienteen la conversiónss -. dsDNA del plásmido

en los huéspedesgram(+) ensayados,como £ pneumoniae,fi. subtilis y 8. aureus. Así JI
pues,sepodríaconsiderartambiénestaseñalde replicacióncomo un elementoquepuede

favorecerla colonizaciónde nuevasbacterias. .. JI
9. El mecanismode iniciación de la cadenacomplementariaa partir del ssoUde JI

pMV1S8 dependede la RNAP bacteriana.

JI
10. La síntesisde la cadenaretrasada(transiciónRNA -~ DNA) a partir del ssoUde

pMVl58 se inicia desde un único punto, C situada en la coordenada3448delplásmido.Este JI
punto coincidecon el sitio de iniciación mapeadopor Dempseyy cols. (1995) a partir del

ssoU de pUBliO, indicando que, ademásde contar con secuenciasnucleotidicascasi JI
idénticas,existeuna homologíafuncionalexactade ambosorígenesde replicación.

u
JI
-3
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