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Resumen

Este trabajo estudia la replicacion de plasmidos en Escherichia coli recBC sbcB sbcCD, un contexto Rec?,
en el cual se amplifican procesos de recombinacién que involucran intermediarios conteniendo extremos doble
cadena (en funcién de la deficiencia en RecBCD). En este contexto genético, plasmidos con diversos origenes
de replicacién acumulan multimeros lineales de muy alto peso molecular denominados HMW. Se re-evalud el
proceso de generacion de multimeros HMW en el contexto recBC sbcBC, a la luz de los nuevos conceptos
vigentes acerca de la interrelacién replicacién / recombinacion.

Durante la primer etapa del trabajo, se utilizé el sistema de recombinacién especifico-de-sitio del transposon
¥8 para poner a punto un sistema de complementacién regulable, que permitiera generar células conteniendo
un minimo porcentaje de multimeros, para analizar luego la sintesis de HMW a lo largo de la curva de crec-
imiento. Utilizando este sistema, se demostré que las células recBC sbcBCD pueden sintetizar muitimeros del
plasmido descontroladamente, durante las primeras horas de la fase estacionaria. La capacidad de replicar
descontroladamente el plasmido durante la fase estacionaria esta determinada por las condiciones de cultivo
y depende en parte de la respuesta de fase estacionaria, gobernada por el regulador de la respuesta general
al estrés o°.

Una vez establecida la cinética de acumulacién de HMW, se realizd un analisis genético para individualizar
las funciones celulares involucradas en la sintesis de estos multimeros. Se analizé la incidencia de anular fun-
ciones de recombinaciéon (RecA, RecF, RecR, LexA) y funciones involucradas en el re-inicio de la replicacion
sobre una horquilla restaurada (PriA, PriC, Rep), sobre la capacidad de las células de sintetizar HMW. La com-
probacion de que PriA resulta indispensable para la generacion de HMW en un contexto RecBC— SbcBC—,
constituye una evidencia de que la generaciéon de HMW involucra el colapso de intermediarios normales de
replicacién del plasmido y el reinicio de la replicacién por un mecanismo alternativo.

En base a los resultados reportados, se proponen dos modelos para explicar el mecanismo de generacion
de HMW, que involucran el colapso de un intermediario de replicacion y el restablecimiento de la replicacion
por un mecanismo de invasion/replicacién entre multimeros lineales (similar al que utiliza T4 en su etapa tardia
de replicaciéon) o por un mecanismo de tipo circulo rodante (equivalente al utilizado por el fago A para gene-

rar concatémeros).

palabras clave: Escherichia coli , replicacién, recombinacién, plasmido, multimeros, PriA |, v5



Abstract

This work studies plasmid replication in Escherichia coli recBC sbcBC, a Rec* background, in which recom-
bination processes involving linear DNA (or DNA molecules containing a double strand end) are amplified, given
the deficiency in RecBCD characteristic of this genetic context. In recBC sbcBC cells, plasmids with diverse
replication origins, were reported to accumulate high molecular weight linear muitimers (HMW). During the
course of this work we have re-evaluated the phenomenon of HMW synthesis, in terms of the current under-
standing of the link between replication, recombination and repair.

A complementation system was designed, based on the site-specific recombination system from transposon
v8, which permitted the reduction of the percentage of HMW in the culture to a minimum, in order to analyze the
kinetics of HMW accumulation along the growth curve. This system allowed us to demonstrate that recBC
sbcBC cells can synthesize plasmid multimers in an unregulated manner, during the first hours of stationary
phase. The ability of non-growing cells to replicate the plasmid in an uncontroiled manner during stationary
phase is determined by growth conditions and depends in part on the stationary phase response, which is reg-
ulated by o® (the regulator of the general stress response).

A genetic analysis was performed in order to characterize the celiular functions involved in HMW synthesis.
We analyzed the effect of inactivating recombination functions (RecA, RecF, RecR, LexA) or genes involved in
re-initiating replication upon replication fork repair (PriA, PriC, Rep), on the ability of the cells to synthesize
HMW. PriA proved to be essential for HMW synthesis in @ RecBC— SbcBC— strain, providing strong evidence
for a model for HMW synthesis involving replication fork collapse and re-initiation of plasmid replication through
an alternative mechanism. We postulate two models to explain the alternative mechanisms to initiate the syn-
thesis of HMW in a recBC sbcBC context.

Keywords: Escherichia coli , replication, recombination, plasmid, multimers, PriA, y5



uCi. microcurie Ab reV l atU raS

ug. microgramos

pl. microlitros

AD acido desoxiribonucleico

ADNdc ADN doble cadena

ADNsc ADN simple cadena

Ap ampicilina

ara arabinosa

ARN acido ribonucleico

ATP adenosina 5'-trifosfato

cce ADN circular covalentemente cerrado
Ci. curie

Cm cloranfenicol

CR circulo rodante

¢SDR replicacién estable del ADN, constitutiva
D-loop displacement loop (rulo de desplazamiento)
dNTP desoxinucleétido 5 -fosfato

DO densidad optica

DOi densidad dptica inicial

DSB corte doble cadena

DSBR reparacion de cortes doble cadena

DSE extremo doble cadena

DTT di-tiotreitol

Edc extremo doble cadena

EDTA acido etilen-diamino-tetra-acético

FE fase estacionaria

glu glucosa

hs. horas

iSDR replicacion estable del ADN, inducible
Km kanamicina

Kpb. kilopares de bases

LB caldo LB (Luria Broth)

min. minutos

ml. mililitros

nm. nanometros

nt. nucleotidos

ON cultivo de 16 horas (durante la noche)
PAGE electroforesis en geles de poliacrilamida
PAS sitio de ensamblaje de primosoma

pb. pares de bases

Po ADN polimerasa

R-loop estructura generada cuando una molécula de ARN invade un duplex de ADN
RNAsa ribonucleasa

rpm revoluciones por minuto

SDR replicacion estable del ADN (stable DNA replication)
SDS dodecilsulfato de sodio

Sm estreptomicina

Sp espectinomicina

SSC tampon citrato de sodio-cloruro de sodio
SSG brecha simple cadena (single stranded gap)
Tc tetraciciina

TCA acido tricloro acético

Tris tris hidroximetil-aminometano

ufc unidades formadoras de colonias

ufp unidades formadoras de placas de lisis
uv ultravioleta

viab. viabilidad (estimada como ufc/ml por unidad de DO)
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Introduccion

....Por qué nos hemos quedado ciegos, No lo sé, quiza algun dia
lleguemos a saber la razén, Quieres que te diga lo que estoy pen-
sando, Dime, Creo que no nos quedamos ciegos, creo que estamos
ciegos, Ciegos que ven, Ciegos que, viendo, no ven.

J. Saramago, Ensayo sobre la ceguera.
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Prélogo

A mediados de la década del 60, Clark y Margulies
reportaron que la proteina RecA era un factor nece-
sario para la generacién de recombinantes en
ensayos de conjugacion, inaugurando la extensa lista
de funciones celulares involucradas en el proceso de
recombinacion homologa. El ano siguiente a su des-
cubrimiento, se comprobd que las mutantes recA pre-
sentaban una marcada sensibilidad a la luz UV y los
rayos X. De este modo, se puso en evidencia la
estrecha relacion existente entre los procesos de
reparacion y recombinacién, practicamente desde el
descubrimiento de las funciones celulares involu-
cradas en recombinacién homéloga.

En 1984, durante su discurso de cierre del congre-
$0 sobre recombinacion genética, que se llevé a cabo
en Cold Spring Harbor, Alan Campbell resalté que a
pesar de los avances sustanciales en materia de la
caracterizacion de los mecanismos de recombinacién
homéloga, se continuaba ignorando cuél era la fun-
cion fisiologica de la maquinaria de recombinacion
celular. A continuacion, se transcribe parte de ese

dicurso:

...... The function of general recombination has hardly
surfaced at this symposium. Perhaps there was nothing
constructive to say on the subject. | am left uncertain as to
how many investigators in that area consider that the func-
tion is too obvious to require discussion, how many think
that general recombination serves no useful function, and
how many consider the question uninteresting or
intractable.

But there is a real question that needs to be answered
some time. Our immediate interest in leaming that new
recombination deficient mutants have been charactenzed
(etc.). . . denves from our interest in recombinational me-
chanisms. But we all know that the immediate selective
value of those genes and products does not depend on
their role in reshuffling genes in natural populations. The
typical mutant deficient in general recombination is either
sick or dead. Many recornbination proteins play essential
roles in replication or repair. Even in the case of the highly
ordered process of recombination at meiosis, prevention of
nondisjunction may be a more direct advantage than
recombination itself.............

Pasaron diez afios mdas hasta que se logré
recabar las evidencias genéticas y bioquimicas que
pemitieron develar el rol esencial que cumple la
magquinaria de recombinacion en la fisiologia bacte-
riana: la reparacion de horquillas de replicacion
danadas.

En los ultimos afos se ha puesto en evidencia
que durante el crecimiento normal en condiciones
aerdbicas, la gran mayoria de las horquillas de repli-
cacioén sufre un bloqueo o colapso y debe ser repara-
da por recombinacion para que logre completar el
ciclo de replicacion. El procesamiento de horquillas
de replicacion dafnadas o colapsadas involucra a la
maquinaria de recombinacién y reparacién en el pro-
ceso de replicacién del genoma bacteriano.

Este trabajo estudia la replicacién de plasmidos en
el contexto recBC sbcB sbeCD, en el marco del mo-
delo vigente de replicacién mediada por recombi-
nacion en bacterias. Dado que la hipétesis de trabajo
utilizada para plantear esta Tesis se basa en la
reparacion de horquillas de replicacién mediada por
recombinacion, se ha sintetizado en la introduccion el
estado actual del conocimiento en los tres temas:
replicacion, reparacion y recombinacién, para luego
hacer converger estos tres procesos en el modelo de
reparacion de horquillas de replicacion dafiadas,

mediada por recombinacién.
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1 Replicacion

1.1 Replicacién del genoma bacteriano

Escherichia coli inicia la replicacion de su genoma
en forma bidireccional, a partir de un Unico origen de
replicacion denominado oriC. Las dos horquillas de
replicacion progresan en direcciones opuestas, dupli-
cando el genoma, hasta encontrarse en una regién
del cromosoma diametralmente opuesta al origen,
que se denomina terminus [Figura 1A]. El terminus
estad delineado por dos grupos de sitios de termina-
cién (ter) que en funcién de su polaridad conforman
una trampa para la maquinaria de replicacién, asegu-
rando que ninguna de las dos horquillas pueda prose-
guir mas alla del terminus (Bussiere DE & Bastia D.
1999).

El proceso de replicacién del genoma puede sub-
dividirse en tres etapas: inicio, elongacion y termina-

cién. El inicio de la replicacién involucra un primer

paso de desnaturalizacion del duplex en la region del
origen. Esta desnaturalizacion permite el cargado de
la maquinaria replicativa sobre las cadenas que servi-
ran de molde para la sintesis del ADN. Uno de los dos
componentes de la maquinaria replicativa es el pri-
mosoma, que esta compuesto por la helicasa DnaB y
primasa DnaG y se encarga de desenrollar el daplex
de cadenas parentales y sintetizar los primers para
iniciar los fragmentos de Okazaki que conforman la
cadena retrasada. El primosoma a su vez, forma
parte de otro complejo proteico, el replisoma que es
el encargado de la sintesis coordinada de las dos
cadenas. El replisoma esta compuesto por el primo-

somay la holoenzima Polimerasa.lll, un complejo pro-

teico compuesto por diez subunidades que cataliza la
sintesis de ADN.

Holoenzima
Pol 1l
® oiC
< dif
replisoma 2 \%

Figura 1 Replicacién del genoma en Escherichia coli.

En Ay B, los origenes se han representado como circulos verdes; mientras que la secuencia dif, que esta localizada en el terminus, se
presenta como un tridngulo rojo. Las horquillas de replicacion y el replisoma asociado se han representado con un circulo gris.

[A] Representaci6n clésica de la replicacién bidireccional de un cromosoma circular: estructura de Caims o forma theta (0) de replica-
ci6én. Las flechas indican el sentido en el que avanza cada replisoma. [B] Replicacion a través de la “replication factory” o fabrica de repli-
caci6n, que contiene los dos replisomas en estrecho contacto. La localizacién central de la fabrica de replicacién a lo largo de todo el ciclo
celular, permite que los dos cromosomas hijos vayan migrando hacia los polos opuestos de la célula a medida que son sintetizados. Las
flechas indican el sentido en el cual el ADN es impulsado a entrar en la replication factory. [C] Se ha esquematizado en mas detalle la
“fabrica de replicacién” conteniendo los dos replisomas muy cercanos entre si. Por una cuestién de simplicidad se ha representado los
replisomas antes del inicio de la cadena retrasada. [D] Una célula creciendo réapidamente, debe iniciar muiltiples ciclos de replicacién para
lograr completar la replicacion de su genoma antes de concluir cada ciclo. Cada circulo gris representa una ‘replication factory’, que esta
localizada en sitios especificos dentro de la célula, % ; Y4y % y asi sucesivamente. Esta figura ha sido adaptada a partir de Sherratt D.J.,
2001 y Davey M.J. et al. 2000.

15




'—-...‘:..

Introduccion - Seccién 1 - Replicacion

1.1.1. Inicio: ensamblaje del primosoma en oriC.

La apertura o desnaturalizacién del duplex es
efectuada por la unién de la proteina iniciadora DnaA
a sus sitios de reconocimiento o “secuencias-DnaA’
(DnaA boxes) en oriC. La unién de 10 a 20 monéme-
ros de DnaA a este cluster de secuencias-DnaA con-
duce a la apertura del duplex en una regioén cercana.
In vivo, SSB (Single Strand Binding protein: proteina
de union a ADNsc) se une inmediatamente al ADNsc,
evitando que otras proteinas puedan unirse al mismo.
La proteina DnaA permanece unida a la regién adya-
cente, facilitando el cargado de las proteinas de repli-
cacion sobre el ADNsc protegido por SSB (Hwang
DS. & Kornberg A., 1992). Para que la Polimerasa lli
pueda iniciar la sintesis de ADN se requiere la sinte-
sis previa de un ARN-primer por parte de la primasa
DnaG. La primasa, a su vez, trabaja en conjunto con
la helicasa DnaB (Hiasa H. & Marians K.J., 1999). Por
lo tanto, es necesario ensamblar el primosoma (com-
puesto por DnaB y DnaG) para poder reclutar a la
Polimerasa lll y comenzar el ciclo de replicacion.

El mecanismo de ensamblaje del primosoma en
oriC es el siguiente: la helicasa DnaB se encuentra en
solucién formando un complejo con DnaC. La interac-
cion proteina-proteina entre DnaB y DnaA unida-a-
ADN pemmite el cargado de un hexamero de DnaB
sobre cada cadena molde, a partir del complejo
DnaB-DnaC. Una vez cargada sobre el ADN, la heli-
casa DnaB recluta a la primasa DnaG, que sintetiza-
ra el primer cebador (primer). La constitucién de las
horquillas de replicaciéon requiere de la union de la
holoenzima Pol Ill al primer, mediada por interaccién
entre una de las subunidades de la polimerasa (subu-
nidad 1) y la helicasa DnaB [Figura 2]. Se cree que el
primer cebador sintetizado por un primosoma DnaB-
DnaG, que avanza en una determinada direccion, es
utilizado por el replisoma que se mueve en la direc-
cién opuesta para iniciar la cadena lider (Fang L. et

al,, 1999). Luego, el primosoma asociado a cada

ssB € DnaB
© DnaA » DnaC

Figura 2 Ensamblaje del primosoma en oriC

[A] DnaA se une a sus sitios de unién en oriC generando un gran
complejo proteina-ADN. La interaccién entre DnaA y una serie de
secuencias ricas en AT localizadas rio arriba de los sitios de union
a DnaA, resulta en la desnaturalizacion de esta regién rica en AT.
El ADNsc es protegido por SSB. [B y C] Interacciones entre el com-
plejo DnaB-DnaC y el compejo DnaA-ADN permiten cargar dos
hexameros de DnaB, uno sobre cada cadena del daplex desnatu-
ralizado. Cada helicasa DnaB cargada sobre ADNsc, reclutara una
primasa DnaG, completando el primosoma. Figura adaptada a par-
tir de Marians K.J. 2001.

replisoma, que va avanzando sobre el molde de la
cadena retrasada, va sintetizando los cebadores
necesarios para comenzar cada fragmento de
Okazaki de la cadena retrasada (Marians K.J., 2000).

En sintesis, en E. coli el inicio de la replicacién se
realiza en una region fija del cromosoma, denomina-
da oriC. El ensamblaje del primosoma en esta region
depende de la proteina DnaA para desnaturalizar el
daplex y de la proteina DnaC para facilitar el cargado
de dos hexameros de la helicasa DnaB, uno sobre
cada cadena molde. Cada helicasa recluta luego a la
primasa DnaG que sintetiza el primer que dara inicio
a la cadena lider de cada horquilla de replicacién. Una

vez sintetizados los dos primeros cebadores, ganan
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acceso al ADN dos holoenzimas Pol lll, que interactd-
an con la helicasa correspondiente. Cada replisoma,
compuesto por Holoenzima Pol lll, DnaB y DnaG (que
se va uniendo con cierta frecuencia para sintetizar el
primer necesario para cada fragmento de Okazaki)
establece una horquilla de replicacion, iniciandose de

esta manera la replicacion bidireccional del genoma.

1.1.2 Elongacion: el replisoma.

Una vez iniciada la replicacion, las horquillas de
replicacion avanzan en forma bidireccional desde el
origen. El complejo proteico en cada horquilla se
denomina ‘replisoma’” y consiste en la holoenzima Pol
Ill y la helicasa DnaB. La primasa DnaG juega un rol
intermitente, interactuando transientemente con
DnaB para efectuar la rutina de primeado (cebado) de
la sintesis de la cadena retrasada. El resultado es un
complejo, que lleva adelante la sintesis de ADN sobre
ambas cadenas molde en forma coordinada. La sinte-
sis continua de la cadena lider se complementa con la
sintesis discontinua de la cadena retrasada. Las pro-
teinas DnaB y DnaG constituyen el primosoma movil
de la cadena retrasada, sintetizando un primer cada
1,5 a 2 kilobases, para iniciar la sintesis de los frag-
mentos de Okazaki.

La holoenzima Pol lll es una sofisticada maquina-
ria proteica compuesta por 18 polipéptidos, organiza-
dos de la siguiente manera: (i) dos complejos base,
cada uno constituido por las subunidades o (cataliti-
ca), ¢ (proofreading) y 6 (funcién desconocida); uno
de los complejos base sintetiza la cadena lider mien-
tras el otro sintetiza los fragmentos de Okazaki de la
Figura 3 Elongacién catalizada por el replisoma

Se ha representado la holoenzima Pol Ill en azul, con los dos
complejos base (core) unidos por la subunidad . Cada complejo
base es aferrado a la cadena de ADN que sirve de molde por un
clamp . El complejo y es el encargado de recambiar los clamps 3
durante la sintesis discontinua de la cadena retrasada. [A] La heli-
casa DnaB, representada como un hexamero verde sobre el
molde de la cadena retrasada, va desenrollando el daplex, permi-
tiendo que Pol Ill pueda progresar en la sintesis coordinada de
ambas cadenas. [B] La primasa DnaG mediante interacciones con

DnaB se incorpora al complejo y sintetiza el ARN-primer necesa-
rio para iniciar el proximo fragmento de Okazaki. [C] Una vez sin-

cadena lider
helicalsa “ cadena
DnaB _ 1 retrasada
/ _ARN-primer J
" ARN-primer '
}/— Primasa DnaG
helicasa
DnaB ~
Primasa
DnaG
ARN-primer
clamp § @ \I\- Primasa DnaG

nuevo clamp f§ —
cargado sobre el
primer recién
sintetizado

- se descarta el clamp j utilizade
durante la sintesis del fragmento
de Okazaki anterior

tetizado el primer, el complejo y desplaza a la primasa y carga un
nuevo clamp 3 sobre el primer recién sintetizado [D] Una vez finali-
zado un fragmento de Okazaki, el clamp [} usado se libera junto con
la region de ADN replicada y se inicia un nuevo fragmento de
Okazaki, utilizando el nuevo clamp 3 cargado sobre el primer corres-
pondiente. Figura adaptada a partir de Cox M.M. 1998.
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cadena retrasada; (ii) un dimero de la subunidad r,
que une los dos complejos base; (iii) un “clamp’ o
pinza de procesividad por cada complejo base, que
consiste en un homodimero de la subunidad B y se
encarga de mantener al complejo aferrado a la cade-
na de ADN molde y (iv) el complejo cargador del
clamp o complejo y, compuesto por las subunidades
v, 8,8, vy x (Sutton M.D. & Walker G.C., 2001).

El complejo y tiene tres funciones. Ademas de reci-
clar los clamps 8 durante la replicacion de la cadena
retrasada cargando un clamp en el comienzo de cada
fragmento de Okazaki, la subunidad y del complejo y
interactua con la proteina de unién a ADNsc (SSB).
Esta interaccion permite desplazar a la primasa unida
al ARN recién sintetizado que sirve como cebador
para el fragmento de Okazaki, permitiendo que Pol ll|
pueda unirse al mismo para comenzar la sintesis.

Para iniciar la sintesis de cada fragmento de
Okazaki, DnaG es reclutada hacia la horquilla de
replicacion, por interaccion directa con la helicasa
DnaB. Una vez que sintetiza el ARN cebador, perma-
nece unida al mismo. La unién de la primasa y el
cebador sintetizado es estabilizada por su asociaciéon
con SSB. Se requiere de la interaccién de la subuni-
dad 1 del complejo y de Pol Ill con SSB para despla-
zar a la primasa del hibrido cebador-ADN molde, per-
mitiendo que el complejo y pueda cargar un nuevo 8
clamp. La posterior traslocaciéon de la region de la
cadena molde conteniendo el ARN-primer recién sin-
tetizado con el clamp B , hasta Pol lll, permite iniciar
la sintesis de un nuevo fragmento de Okazaki.
Cuando Pol Il arriba al fragmento de Okazaki sinteti-
zado previamente, se repite todo el proceso. Pol |
actuando conjuntamente con la ADN-Ligasa se
encarga de la maduracion de los fragmentos de
Okazaki; Pol | degrada el cebador al tiempo que sin-
tetiza el fragmento de ADN correpondiente y la ADN-
Ligasa une cada fragmento con el subsiguiente
[Figura 3] (Sutton MD & Walker GC, 2001).

Las proteinas que constituyen el primosoma mavil,
DnaB y DnaG, son esenciales en E.coli. Mutantes ter-
mosensibles de Ia helicasa o la primasa exhiben un
fenotipo de bloqueo rapido de Ia sintesis de ADN. De
las mdltiples helicasas que posee E. coli, DnaB es la

unica esencial para la replicacion del genoma.

1.1.3 Localizacion de la maquinaria de replica-
cién: replication factory.

En los ultimos diez afos, nuevas técnicas tales
como la ‘“hibridacién fluorescente in situ” (FISH:
Fluorescent in situ Hibridization) y la localizacion por
fluorescencia de proteinas de fusion con GFP (Green
Fluorescent Protein), han permitido localizar protei-
nas y regiones especificas del cromosoma durante el
ciclo celular bacteriano. Estas técnicas permitieron
demostrar que el cromosoma bacteriano esta organi-
zado con una orientacion particular dentro de la célu-
la. Los origenes, al ser duplicados, se dirigen hacia
los polos opuestos, mientras que el terminus perma-
nece en la mitad de la célula. Las regiones interme-
dias del genoma muestran un esquema de localiza-
cién intermedi , indicando que la organizacion del
nucleoide refleja el mapa fisico del genoma (Niki H &
Hiraga S., 1998; Niki H. et al., 2000).

A fines de los 90 se comprobd que la maquinaria
de replicacion permanece en una posicion fija en el
medio de la célula. Esto implica que las dos horquillas
de replicacion iniciadas en un ciclo de replicacién son
procesadas a través de una ‘replication factory” fija
(fabrica de replicacion), que contiene ambos repliso-
mas ubicados proximos entre si [Figura 1B y 1C}]. La
accién de una maquinaria replicativa localizada cen-
tralmente facilita el movimiento del ADN que adn no
ha sido replicado hacia el centro de la célula y la
separacion concomitante de los cromosomas herma-
nos producto de la replicacion desde el centro de la
célula y hacia los polos opuestos a medida que son
sintetizados (Sawitzke J. & Austin S., 2001; Davey MJ
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& O’Donnell M., 2000).

Para lograr replicar el genoma completo en el
lapso del breve ciclo celular bacteriano (menos de
una hora), las horquillas de replicacion avanzan con
una velocidad de aproximadamente 1000 nucledtidos
por segundo. Sin embargo, cuando la bacteria crece
en un medio rico, el ciclo celular se acorta y la veloci-
dad con la que avanzan las horquillas de replicacion
es insuficiente para concretar la replicacién del geno-
ma antes de que finalice el ciclo. En estas circunstan-
cias, a fin de evitar llegar al final del ciclo celular sin
haber completado la replicacién del cromosoma, la
bacteria inicia nuevos ciclos de replicacién antes de
haber concluido el que esta en marcha. Al microsco-
pio de fluorescencia es posible comprobar que E. coli,
creciendo en un medio rico, posee mas de dos horqui-
llas de replicacién en marcha y pueden visualizarse
los pares de origenes recién sintetizados que comien-
zan a migrar en direcciones opuestas. Si se marca
con GFP la Polimerasa, es posible observar la locali-
zacién de las distintas ‘replication factories” en zonas
especificas de la célula [1/2; V4 y %; 1/8, 3/8, 4/8 y
7/8]. En la Figura 1D, se ha representado una célula
creciendo en medio rico, que contiene varios ciclos de

replicaciéon en marcha (Sherratt D.J. et al., 2001).

1.1.4 Existencia de un primosoma alternativo: el
primosoma ©X174

Escherichia coli posee otro primosoma que permi-
te iniciar la sintesis de la cadena retrasada, en el que
participan ademas de DnaB, DnaG (que conforman el
primosoma oriC que acabamos de detallar) y DnaC
(que se requiere para ensamblar el primosoma en
oriC), las proteinas PriA, PriB, PriC y DnaT. Este tipo
de primosoma se denomind, en un primer momento,
‘primosoma ®X174°, ya que fue descubierto durante
experimentos in vitro tendientes a reproducir la prime-
ra etapa de la replicacion de este fago, la conversion

del genoma circular simple cadena en un circulo

doble cadena (forma replicativa, RF) que permite ini-
ciar la replicacién por circulo rodante. El genoma del
fago posee una secuencia denominada sitio de
ensamblaje del primosoma (PAS: Primosome
Assembly Site), que puede adoptar una estructura
secundaria, aun cuando el resto del ADNsc se recu-
bre de SSB. PriA es capaz de reconocer esta estruc-
tura secundaria, unirse al sitio PAS y reclutar a las
proteinas PriB, PriC y DnaT. DnaT interacciona enton-
ces con el complejo DnaB-DnaC, permitiendo que se
cargue la helicasa DnaB sobre el ADNsc que servira
de molde. La posterior interaccién transiente entre
DnaB y la primasa DnaG completa el primosoma, per-
mitiendo que se sintetice el cebador que habilita el ini-
cio de la sintesis de la cadena complementaria del
fago.

Mas adelante se discute la importancia de este

tipo de primosoma en la fisiologia de la bacteria.

1.2 Replicacién de plasmidos

1.2.1 Plasmido ColE1: inicio de la replicaciéon
dependiente del primosoma ®X174.

Los plasmidos de la familia de ColE1, entre los
cuales se encuentran p15A y pMB1, replican por un
mecanismo de tipo theta (0) unidireccional. Los vecto-
res de clonado mas usados, tales como pACYC184 y
pBR322/pUC19 son derivados de p15A y pMB1 res-
pectivamente. Estos plasmidos utilizan un R-loop
(estructura en la cual una cadena de ARN se aparea
con una de las cadenas de un duplex de ADN, des-
plazando a la cadena complementaria) como cebador
para iniciar la sintesis de la cadena lider.

La ARN-Polimerasa del huésped sintetiza un
transcripto de ARN [RNA Il] que forma un hibrido
estable con el ADN complementario en la regién del
origen. Este hibrido es procesado por la RNAsaH,
generando el 3'-OH a partir del cual la ADN-

Polimerasa | comenzara a sintetizar la cadena lider. A
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RNAII primer

cadena lider
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cadena retrasada )
»  Primosoma

PAS

Figura 4 Inicio de la replicacién del plasmido ColE1.

La ARN-Polimerasa transcribe el RNA I, que al formar un hibri-
do con el ADN en la regi6n del origen, es procesado especifica-
mente por la RNAsa H. De esta manera se genera el primer que
permite el inicio de la cadena lider por accién de la Polimerasa I. A
medida que progresa la sintesis de la cadena lider, en la cadena
desplazada se expone el sitio PAS, que adopta una estructura
secundaria reconocible por PriA. PriA ensambla sobre el sitio PAS
el primosoma, que sintetiza un primer y recluta a la holoenzima Pol
lll para que comience a sintetizar las dos cadenas coordinadamen-
te. Esta figura ha sido adaptada a partir de Masai H. & Arai K,
1996a.

medida que Pol | progresa, en la cadena desplazada
se expone el sitio PAS (Primosome Assembly Site) o
sitio de ensamblaje del primosoma. En el ADNsc el
sitio PAS adopta una estructura secundaria en forma
de ‘stem-loop” o “tallo con rulo’, que no puede ser
desestabilizada por SSB. Esta estructura secundaria
es reconocible por la proteina PriA, que se une al sitio
PAS y recluta a PriB, PriC y Dna [Figura 4].

PriA actua, en una primera instancia, como factor
de especificidad al reconocer y unirse a una estructu-
ra especializada del origen del plasmido (el sitio PAS)
y luego inicia el reclutamiento del resto de las protei-
nas primosomales. El complejo DnaC-DnaB median-
te interacciones con DnaT, carga a la helicasa DnaB
sobre la hebra que servira de molde para la sintesis
de la cadena retrasada, completando el pre-primoso-
ma. Interacciones transientes entre DnaB y la prima-
sa DnaG completan el primosoma ®X174, que sinte-
tiza el cebador que le permitira a la ADN-Polimerasa
Il iniciar la sintesis de la cadena retrasada, al tiempo
que reemplaza a Pol | en la sintesis de la cadena
lider. Los plasmidos de la familia ColE1 son incapa-
ces de replicar en mutantes PriA- (Del Solar G. et al.
1998; Masai H. & Arai K., 1996).

1.2.2 Regulacién del inicio de la replicacién:

El ARN-primer utilizado para iniciar la replicacién
de ColE1 [RNA Il], es sintetizado por la ARN
Polimerasa y procesado especificamente por la
RNAsa H. Este procesamiento es indispensable para
que comience la replicacion, ya que genera el 3-OH
a partir del cual Pol | inicia la sintesis de la cadena
lider. La disponibilidad de este 3"-OH determina la
velocidad de iniciacion de la replicaciéon y esta modu-
lada por un ARN antisentido [RNA I], que es comple-
mentario a la regiéon 5 del pre-primer RNA II. La for-
macion de un hibrido entre el pre-primer y el anti-sen-
tido (RNA 1l / RNA 1) altera la estructura secundaria
del pre-primer evitando que el extremo 3" del mismo
hibride con el ADN complementario en el origen del
plasmido. Esto, a su vez, inhibe el inicio de la replica-
cién, ya que el pre-primer no puede ser procesado por
RNAsa H si no esta formando un hibrido con el DNA
en el origen del plasmido. El RNA | se transcribe a
partir de un promotor constitutivo y es inestable, por lo
tanto su nivel es proporcional al nimero de copias del
plasmido.

La proteina Rom constituye un factor adicional en
el control del nimero de copias de este tipo de plas-
midos. Rom interactia con RNA | y RNA II, aumen-
tando la eficiencia de formacién de un complejo esta-
ble entre ambos y por ende disminuyendo la frecuen-
cia de iniciacion de la replicacion (Del Solar G. et al.
1998).

1.2.3 Plasmido R1: inicio de la replicacién inde-
pendiente de PriA

R1 y sus derivados también replican por un meca-
nismo de tipo theta (6) unidireccional, pero no utilizan
el primosoma ®X174 para iniciar la sintesis de la
cadena retrasada. El inicio de la replicacion depende
de la proteina RepA, codificada por el plasmido. RepA
se une a dos sitios dentro del origen del plasmido

(oriR), desnaturalizando las cadenas en una region
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sitig G cadena lider

Redﬁoma

cadena retrasada

Figura 5 Inicio de la replicacién del plasmido R1

La unién de la proteina RepA a sus sitios de unién en oriR per-
mite la desnaturalizacién del daplex en el origen. El primosoma
ensamblado en esta regidn inicia la sintesis de la cadena retrasa-
da. Cuando la horquilla llega al "sitio G°, 400 pares de bases rio
abajo de oriR activa el sitio permitiendo que la primasa sintetice el
primer que habilita el inicio de la cadena lider. Figura adaptada a
partir de Masai H. & Arai K, 1996a.

rica en AT adyacente a sus sitios de union. DnaA
parece contribuir a este proceso, mediante interaccio-
nes con RepA. La desnaturalizacion de las cadenas
en oriR, permite que se cargue DnaB a partir del com-
plejo DnaB-DnaC. DnaB recluta entonces a la prima-
sa DnaG que sintetiza el cebador que habilita a Pol lll
para que inicie la cadena retrasada. Al progresar la
sintesis de la cadena retrasada, en la cadena despla-
zada se expone el “sitio G” (400 pb rio abajo del inicio
de la sintesis de la cadena retrasada), que es el sitio
de inicio de la cadena lider. Al exponerse el sitio G,
DnaG sintetiza el cebador que permite el inicio de la
sintesis de la cadena lider. Se desconocen los deta-
lles sobre este proceso [Figura 5.

El inicio de la replicaciéon es totaimente indepen-

diente de PriA, por lo tanto estos plasmidos son capa-

STC1

Mu

k)) ® MuA 0)
MuB i
S HU
\

_+__

ADN blanco
ADN donante

Figura 6 Fago MU: replicacién mediada por transposicién

-

ces de replicar en un contexto deficiente en PriA.
Otros plasmidos capaces de replicar en un contexto
priA son pSC101, R6K, RK2 y F [Masai H. & Arai K,
1996a y 1996b].

1.3 Replicacion de bacteri6éfagos: estrategias

alternativas para iniciar la replicacion

1.3.1 Fago Mu: Replicacién por transposicion.
Inicio de la replicacioén sobre una estructura en Y.

El bacteriéfago Mu replica por un mecanismo que
involucra una primera etapa de transposicion seguida
de replicacion iniciada sobre el intermediario de trans-
posicion. La replicacion es iniciada por proteinas pri-
mosomales del huésped [Figura 6]. La transposasa
MuA codificada por el fago, se ensambla en un trans-
pososoma oligomérico que promueve la transferencia
de los extremos del genoma del fago al ADN blanco.
El intercambio de cadenas genera una estructura en
Y (horquilla) en cada extremo, en las cuales el extre-
mo 3’ del ADN blanco puede servir de cebador para
la sintesis de la cadena lider. La transposasa perma-
nece unida a los dos extremos de Mu. Se requiere de
la chaperona ClpX para generar un cambio conforma-

cional en el transpososoma que debilita su interaccion

ClpX

MRF ] \
primosoma ¢X174 Mu jjMu
replisoma \ /

cointegrado

El fago MU replica por transposicion. En la primer etapa las proteinas de fransposicién del fago MuA y MuB, con ayuda de HU,
permiten que los extremos —OH 3 de Mu (en rojo) invadan un ADN blanco (en azul). El intercambio de cadenas genera una estruc-
tura en Y (horquilla) en cada extremo de Mu, en la cual el extremo 3° del ADN blanco puede servir de primer para la sintesis de la
cadena lider (para mas detalles referirse a la figura 7). En este intermediario (STC1: strand exchange complex), la transposasa MuA,
que se ensambla en un transpososoma oligomérico, permanece unida a los dos extremos de Mu. Se requiere de ciertos factores no
identificados del fago (MRF) y de factores del huésped (ClpX y proteinas primosomales) para desplazar el transpososoma e iniciar
la replicacién del genoma de Mu desde uno de los extremos, resultando en la formacion de un cointegrado entre el ADN blanco y
el donante, conteniendo una copia de Mu en cada unién. Esta transicién desde el transpososoma al replisoma se ha esquematiza-

do en la Figura 7. Figura adaptada a partir de Nakai H. et al., 2001.
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con el ADN, facilitando que factores no identificados
del fago (MRFa2) lo desplacen, para ensamblar el
pre-replisoma (SCT-3). El pre-replisoma evita que el
extremo del ADN blanco sea elongado por accion de
Pol | y permite la transicién hacia la etapa posterior de
sintesis de ADN [Figura 7A, B y C].

La proteina PriA del huésped se une entonces a
una de las horquillas generadas por el intercambio de
cadenas y comienza el proceso de ensamblaje del
primosoma en uno de los extremos del genoma del
fago. Se desconoce el mecanismo por el cual se defi-
ne cual de los dos extremos de Mu sera utilizado para
iniciar la sintesis de ADN. PriA ensambla el pre-pri-
mosoma sobre esta estructura en Y, reclutando a
PriB, DnaT y al complejo DnaB-DnaC. Para permitir
que DnaB se cargue sobre el ADNsc que servira
como molde para la cadena retrasada, PriA debe des-
enrollar el duplex valiéndose de su actividad helicasa
3'—>5". Una vez cargada DnaB sobre el ADNsc, se
recluta a la primasa DnaG que completa el primoso-
ma y sintetiza el ARN-primer. La interaccion de DnaB
con Pol lll completa el ensamblado del replisoma, que
puede entonces comenzar a sintetizar ambas cade-
nas, la lider (utilizando como cebador el extremo 3°
del ADN blanco) y la retrasada a partir del cebador
sintetizado por el primosoma.

Al completarse la replicacion, se genera un cointe-

Figura 7 Fago Mu: Replicacién a partir de una estructura en Y.

En esta figura se ha representado la transicion del transpososo-
ma al replisoma. La chaperona ClpX, modifica la conformacién del
transpososoma, permitiendo la transicién de STC1 (A) a STC2 (B).
Luego un conjunto de proteinas del fago, que ain no han sido
caracterizadas (MRFa2), desplaza al transpososoma y forma el
pre-replisoma en cada extremo de Mu (en verde), STC3 (C). PriA
es reclutada hacia uno de los extremos conteniendo una estructu-
ra en Y (D). Mediante su actividad helicasa es capaz de desplazar
una cadena del duplex de ADN blanco, generando la regién simple
cadena necesaria para cargar a la helicasa DnaB (E). El recluta-
miento de PriB y DnaT, permite que DnaT interactie con el comple-
jo DnaB-DnaC, resultando en el cargado de la helicasa DnaB sobre
la cadena que servira de molde para la sintesis de la cadena retra-
sada (F). E! posterior reclutamiento de DnaG permitira la sintesis
del primer para iniciar la cadena retrasada. El cargado de la holo-
enzima Pol Ill completa el replisoma, que avanzara hacia el ofro
extremo de Mu, hasta completar su replicacion. Como resultado de
todo el proceso se genera un cointegrado entre el ADN blanco y el
donante, conteniendo una copia de Mu en cada unién. Esta figura

miniMu
A ; B

STC1 STC2

a MRFMZ
ATP

STC3
// prereplisoma \\

K
4 - N
Y 3
5 X
o PriA "

)
",
fe W,
X

apertura del diplex por la
actividad helicasa 3°-5" de PriA

/S~ N\

XY

PriB %
DnaT
Oneg &> DnaB-DnaC
F N

pre-primosoma
(PriA-PriB-DnaT)

ensamblaje del replisoma e inicio de la
replicacion para generar el cointegrado
conteniendo dos copias de Mu.

ha sido adaptada a partir de Nakai H. et al., 2001.

Por una cuestion de claridad se ha esquematizado a PriA desen-
rrollando el duplex, utilizando su actividad helicasa 3'a 5, antes de
reclutar al resto de las proteinas primosomales. Probablemente,
esta actividad sea desarrollada por PriA una vez que ha ensambla-
do el pre-primosoma (PriA-PriB-DnaT).
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grado entre el ADN blanco y el donante, con una
copia del fago en cada union. Cada proceso de trans-
posicion seguido de replicacion resulta en la duplica-

cion del genoma de Mu (Nakai H. et al., 2001).

1.3.2 Fago T4: replicacion dependiente de recom-
binacion. Inicio de la replicaciéon sobre un D-loop.

El genoma del fago T4 que ingresa en la bacteria
es un duplex de ADN lineal. Esto representa un pro-
blema conceptual, ya que las ADN-polimerasas no
pueden replicar la cadena retrasada hasta el final del
extremo 3°. El fago T4 resuelve este problema utili-
zando replicacion-dependiente-de-recombinacion
(RDR) y un proceso de empaquetado que liena la
cépside del fago con ADN lineal de una longitud
mayor a una unidad de genoma.

El fago T4 comienza su ciclo de replicacién con
varias rondas de replicacion a partir de origenes fijos
dentro del genoma, que utilizan R-loops para facilitar
la desnaturalizaciéon de la regién y proveer un ARN-
primer para iniciar la sintesis de la cadena lider.
Cuando la horquilla de replicacion ensamblada en
dicho origen llega al extremo del genoma, la cadena
lider presumiblemente se completa hasta el final pero
la cadena retrasada dejara un extremo simple cadena
en el extremo 3". Este extremo de ADNsc puede inva-
dir otra cadena homéloga, generando un D-loop (loop
de desplazamiento: estructura en la cual una molécu-
la de ADNsc se aparea con una de las cadenas de un
ADNdc, desplazando a la cadena complementaria) a
partir del cual puede iniciarse la replicacion [ver
Figura 9] (Kreuzer K.N., 2000).

La pregunta es: ¢, cual es el duplex homélogo inva-
dido que permite generar multimeros del fago por
RDR ? La respuesta a esta pregunta esta dada por
atributos del genoma del fago, determinados por el
mecanismo que utiliza para empaquetar su genoma
en particulas infectivas; el genoma de T4 es “terminal-

mente redundante” y “circularmente permutado’. La

ABGCD.....cccrome A B
B C D o vmoms A B C
LR 0 ose sice win vesiiorns ABCD
etc.

Figura 8 Genoma del fago T4: permutacion circular y redun-
dancia terminal.

Se ha diagramado una serie de moléculas de ADN del fago, uti-
lizando letras para representar la secuencia del genoma. Cada
molécula posee redundancia terminal, que abarca aproximada-
mente 5 kbp de los extremo; tal es el caso del segmento AB en la
primer molécula. Si se analiza una coleccion de moléculas del
fago, se observa que el genoma puede terminar con cualquier
secuencia de las contenidas en el genoma. Dado que el clivaje al
azar de un circulo puede producir una colecciéon de moléculas con
esta caracteristica, este atributo ha sido denominado permutacién
circular.

redundancia terminal implica que las dos regiones ter-
minales de cada cromosoma individual contienen la
misma secuencia [ver Figura 8]. Respecto del segun-
do atributo, la permutacién circular: cuando se anali-
za una coleccién de moléculas de T4, en los extremos
se encuentran todas las secuencias posibles del
genoma del fago. Dado que la linealizacién al azar de
un circulo podria generar una coleccion de este tipo
(aunque sin terminacion redundante), este aspecto de
la estructura del cromosoma se ha denominado per-
mutacién circular [ver Figura 8].

Ahora bien, debido a la redundancia terminal,
cada extremo simple cadena 3" generado durante las
primeras etapas de la infeccion por una unica particu-
la de fago, sera homologo al ADN cercano al extremo
opuesto del cromosoma infectivo (ya sea la misma
molécula hija o su hermana). La replicacion unidirec-
cional iniciada a partir de la invasion de este extremo
3" duplicara la mayor parte de la molécula ya que la
horquilla de replicacion avanzara hacia el centro del
cromosoma. Cabe aclarar, que esto no ocurriria en
ausencia de redundancia terminal y/o permutacion
circular.

Durante la infeccién de una célula por multiples
particulas del fago las posibilidades se multiplican ya

que, debido a la permutacién circular del genoma de
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T4, el extremo de una molécula infectiva generalmen-
te sera homologo a regiones internas de moléculas
co-infectantes. Independientemente de cual sea el
duplex homélogo invadido, la RDR generaré produc-
tos que contendran mas de una copia del genoma. De
hecho, este es el primer paso en la generacioén de lar-
gos multimeros, que se requieren para el empaqueta-
miento del ADN en etapas posteriores durante la
infeccién.

Un aspecto muy importante de la RDR del fago T4
es que es auto-regenerativa. Cuando una horquilla de
replicacion iniciada por RDR llega al extremo, se
generan extremos 3" simple cadena que permiten
invasiones que dispararan nuevas rondas de RDR,
resultando en multimeros cada vez mas largos. A
medida que progresa la infeccion, el ADN sintetizado
comienza a formar una red de estructuras ramifica-
das, como resultado de la resolucion incompleta de
algunas de la estructuras de Holliday generadas
durante la invasiéon de un duplex por acciéon de un
extremo simple cadena. Estas estructuras ramifica-
das son resueltas por la Endonucleasa VIl codificada
por el fago, antes de que comience el empaqueta-
miento del ADN para generar particulas infectivas.

El empaqguetamiento comienza al azar en cual-
quier region del genoma del fago, lo cual explica la
permutacion circular del ADN empaquetado. La longi-
tud del ADN empaquetado esta determinada por la
capacidad de la capside; y dado que la capside tiene
capacidad para 103% de la longitud de una copia del
genoma, cada molécula de ADN empaquetada resul-
ta terminalmente redundante durante el proceso de
empaquetamiento a partir de los multimeros (Kreuzer
K.N. 2000).

Todavia existe cierta controversia acerca de la
direccionalidad de la RDR en el fago T4. G. Mosig
propuso que el clivaje del D-loop por accién de una
nucleasa con especificidad por estructuras de

Holliday, podria generar replicacion uni o bi-direccio-

extremo ADNsc 3" | 3

duplex homélogo,

invasion

D-loop

Y SO, )

el extremo 3'de la cadena
Invasora sirve de primer para
GP59 iniciar la cadena lider

Helicasa
Primasa
Polimerasa

formacién de un primosoma
sobre la cadena desplazada

que permite sintetizar el
primer necesario para iniciar
c la cadena retrasada

helicasa

avance del replisoma hacia
D 3 el extremo opuesto

Figura 9 Fago T4: Replicacion dependiente de recombinacién
(RDR) a partir de un D-loop.

[A] Dado que el genoma de T4 es lineal, las primeras rondas de
replicacién, generan moléculas del fago que contienen un extremo
con ADNsc 3. [B] Este extremo 3” puede invadir un duplex homé-
logo (en negro), generando un D-loop. Los eventos que siguen
constituyen la base del proceso de RDR e involucran la conversién
del D-loop en una horquilla de replicacién. [C y D] La proteina GP59
reconoce la estructura del D-loop y carga a la helicasa y la prima-
sa sobre la cadena desplazada, permitiendo la sintesis del primer
necesario para iniciar la cadena retrasada (representada con una
flecha azul punteada). El extremo 3" invasivo puede ser utilizado
como primer para iniciar la cadena lider (flecha azul continua). El
primosoma (GP59, helicasa y primasa) recluta a la Polimerasa del
fago, completando el replisoma que comienza a avanzar hacia el
otro extremo replicando el genoma.

nal dependiendo de cuales sean las cadenas cliva-
das. En ambos casos, la cadena invasora seria utili-
zada como cebador para la replicacion de la cadena
lider en la primer direccion y haria falta cargar una
helicasa sobre la cadena desplazada del D-loop, para
que se ensamble el primosoma que permitira el inicio
de la cadena retrasada. De esta manera se habilitaria
un replisoma para que avance en dicha direccion
[Figuras 9y 10] (Mosig G., 1998).

Para que se instale una replicacion bidireccional,
el primer fragmento de Okazaki sintetizado por la hor-

quilla que avance en la primer direccion podria ser uti-
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lizado como cebador de la cadena lider de la horqui-
lla que avance en la direccién contraria. Una segunda
helicasa deberia cargarse sobre la cadena invadida,
rio arriba de la region invadida para permitir el ensam-
blado del replisoma que avanzara en la segunda
direccién [Figura 10 b).

El fago T4 codifica la mayoria de las enzimas
necesarias para replicar su genoma por RDR. En la
Tabla 1 se indica la proteina codificada por el fago y
su homoélogo funcional en Escherichia coli. El carga-
do de la helicasa Gp41 sobre la cadena desplazada,
es un paso esencial en el ensamblado del replisoma
y el fago T4 expresa la proteina Gp59 para cumplir
con esta tarea. Esta proteina es un homélogo funcio-
nal de la proteina PriA de E.coli (Jones J.M. & Nakai
H., 2000).

1.4 Sinopsis: mecanismos de inicio de la replica-
cioén en bacterias

Se ha descripto el procedimiento por el cual E. coli
y algunos plasmidos y bacteriéfagos que se propagan
en esta bacteria, cargan la maquinaria replicativa
sobre el ADN molde, con el objeto de presentar el
abanico de mecanismos utilizables para iniciar la
replicacién en bacterias.

En el caso del genoma bacteriano, se utiliza un
mecanismo que depende de DnaA y DnaC para car-
gar sobre cada cadena molde una helicasa DnaB.
DnaB recluta a la primasa DnaG, habilitando de esta
manera la iniciacién de la replicacién del genoma en
las dos direcciones. Luego, el primosoma mévil com-
puesto por DnaB y DnaG (transientemente) sintetiza
el cebador necesario para iniciar la sintesis de los
sucesivos fragmentos de Okazaki de la cadena retra-
sada.

E. coli codifica otras proteinas que son capaces de
cargar a la helicasa DnaB sobre una cadena de ADN.
Estas conforman el primosoma ®X174, que es esen-

cial para la iniciacion de la replicacion de plasmidos

invasion y formacion del D-loop

=

=

inicio de la replicacion
en una direccion
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unidireccional bidireccional
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Figura 10 Establecimiento de replicacién UNI o Bi-direccional
a partir del D-loop

En el extremo opuesto del loop, existe un empalme-de-tres-
cadenas (three way junction). Dependiendo de cémo se resuelva
esta estructura, puede establecerse replicacion uni- o bi-direccio-
nal a partir del D-loop. [A] Se ha delineado una de las vias por las
que puede establecerse la replicacion unidireccional: una endonu-
cleasa corta la cadena inferior del daplex homélogo (flecha azul).
Oftra posibilidad seria la conversion de la “three way junction” en
una “four-way-junction” (o estructura de Holliday: EH) por migra-
cién del cross-over hacia la izquierda. Independientemente de si
esta EH es resuelta en una u otra direcciéon o simplemente se la
hace migrar hasta el extremo del genoma, el resultado sera el esta-
blecimiento de replicacién unidireccional. [B] Se ha representado
cémo el clivaje de la cadena invasora puede llevar al estableci-
miento de replicacion bidireccional. El extremo 3" de la cadena
retrasada, se puede utilizar como primer para iniciar la cadena lider
en la segunda direccion. Se requiere del ensamblaje de un nuevo
primosoma sobre la cadena inferior del diplex invadido, para esta-
blecer el replisoma que avanzara en la segunda direccién.

T4 E. coli Funcién

UvsX RecA intercambio de cadenas
UvsY RecO RecR carga a UVsX sobre ADN recubier
to por gp32.

UvsW RecG helicasa especifica para EH
gp32 SSB proteina de unién a ADNsc
gp41 DnaB helicasa replicativa
gp46/47 SbcCD potencial nucleasa / helicasa
gp59 PriA carga a la helicasa replicativa

sobre el molde de la cadena
retrasada.

Tabla 1: Proteinas del fago T4 involucradas en la replicacién
mediada por recombinacion.

Se han listado las funciones del fago involucradas en la replicacion
mediada por recombinacién y los homélogos funcionales en E. coli.
No se han incluido las proteinas involucradas en la fase de elonga-
ci6n, tales como la primasa (gp61), la polimerasa (gp43), las prote-
inas cargadoras de la pinza de procesividad (gp44/45/62) y la
topoisomerasa (gp39/52/60).
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de tipo ColE1 y de los fagos ®X174 y Mu. La protei-
na que inicia el ensamblaje de este tipo de primoso-
ma se denomina PriA y es capaz de reconocer sefa-
les de ensamblaje de primosoma que adoptan una
estructura secundaria especifica al estar sobre
ADNsc. Tal es el caso de los sitios PAS del plasmido
ColE1 y el fago ®X174. PriA también puede recono-
cer estructuras en forma de Y, como las generadas
durante el proceso de transposicién del fago Mu, per-
mitiendo el inicio de la replicacién sobre este tipo de
estructuras.

Cabe destacar que estudios bioquimicos han con-
firmado que la proteina PriA no participa de la inicia-

cién de la replicacién del genoma de E.coli en oriC, ni
en la sintesis de la cadena retrasada durante la etapa
de elongacién. Mas adelante, se discute su papel en
la fisiologia de la bacteria.

Por ditimo, presentamos la replicacién del fago T4
como ejemplo de replicacion iniciada sobre un D-loop
generado durante la primeras etapas de un proceso
de recombinacion, la invasién de un diplex por parte
de un extremo 3" simple cadena. Este proceso de
RDR es catalizado por proteinas codificadas por el
fago. La proteina GP59, que parece ser la encargada
de reclutar un primosoma sobre el D-loop, es un
homélogo funcional de PriA..
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2 Reparacion

2.1 Tipos de lesiones al ADN

El ADN cumple con dos funciones esenciales:
almacenar la informacién genética para que pueda
ser transmitida a las sucesivas generaciones y actuar
de molde en el proceso de transcripcién, proveyendo
la informacién necesaria para que se sinteticen todas
las proteinas (y los ARNs) indispensables para el fun-
cionamiento celular. Para que pueda cumplir con
estas funciones, la célula debe cerciorarse de que
toda lesién o modificacién que sufra el ADN sea repa-
rada eficientemente y garantizar que durante la repli-
cacion la informacion se duplique fielmente.

El ADN como cualquier otra macromolécula esta
sujeto a agresiones constantes que pueden provenir
del propio medio intracelular o de factores externos
ambientales. Las modificaciones que puede sufrir
incluyen: la pérdida o modificaciéon de una base nitro-
genada, las interrupciones en la cadena de deoxinu-
cleétidos (nick cuando afecta a una de las cadenas y
corte doble cadena [DSB: Double Strand Break] cuan-
do afecta a las dos cadenas), el cross-linking (unién
covalente) entre las dos cadenas y el apareamiento
incorrecto de un par de bases.

Determinadas modificaciones de las bases nitro-
genadas y el apareamiento incorrecto (mismatch), de
persistir hasta el momento de la replicacién, pueden
derivar en la generacién de una mutacién. Por otro
lado, ciertas alteraciones en las bases, asi como la
generacion de un sitio abasico (por pérdidad de una
base), las interrupciones en la cadena de deoxinucle-
6tidos, y el cross-linking entre las cadenas pueden
producir un bloqueo total del proceso de replicacion,
resultando letales para la célula.

El apareamiento incorrecto normalmente surge de
errores cometidos por la Polimerasa durante la repli-
cacion. Estos errores en algunos casos pueden ser

inducidos por cambios tautoméricos 0 deaminacion

de las bases nitrogenadas, que promueven la incor-
poracién de una base incomrecta durante la replica-
cién. Por otro lado la pérdida de una base genera un
sitio abasico, es decir un deoxinucleétido carente de
base nitrogenada, que constituye un bloqueo para la
ADN-polimerasa. Los dimeros de pirimidinas que se
generan entre dos bases adyacentes como producto
de la radiacién UV, también bloquean el avance de la
Polimerasa.

Especial atencién merece el dafio oxidativo, que
se genera por accion de especies reactivas de oxige-
no sobre el ADN. Estos radicales libres pueden gene-
rar modificaciones en las bases nitrogenadas y/o cor-
tes en una o ambas cadenas del duplex de ADN.
Existen varias fuentes intra y extracelulares de radica-
les oxigeno. La mayor fuente intracelular la constitu-
yen los radicales libres producto del metabolismo
aerodbico, entre los que se encuentran los radicales
perdxido (-O.), el oxigeno singlete (-O), el peroxido de
hidrégeno (H20) y los radicales hidroxilo (-OH). Entre
las fuentes extracelulares se encuentra la radiacion
ultravioleta (UV cercano, 320-380 nm) y la radiacion
ionizante (radiacién y). De hecho, la radiacion ionizan-
te dana el ADN principaimente a través del efecto de
las especies reactivas de oxigeno generadas por
radioli is del agua (Friedberg E.C., 1995a).

2.2 Reparacién de lesiones simple cadena [LSC]
Mas alla de la naturaleza de la lesion, los dafios al
ADN vy los mecanismos de reparacion necesarios
para corregirlos, pueden clasificarse en dos grandes
grupos: lesién en una-de-las-cadenas [LSC: Lesion
Simple Cadena] y lesién en las-dos-cadenas [LDC:
Lesion Doble Cadena]. La reparacion de LSC puede
realizarse utilizando la informacién de la cadena com-
plementaria. Escherichia coli cuenta con distintos sis-

temas que le permiten reparar todo el espectro de
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Figura 11 BER: reparacion por escision de bases

Por una cuestion de simplicidad en la mayor parte de la figura
s6lo se muestra la cadena relevante. [1] Ciertas ‘bases modifica-
das’ (esquematizadas como un rombo rojo) son reconocidas por
una glicosilasa especifica que cataliza la escision de la base libre
por hidrélisis del enlace N-glicosilico que la une a la unidad aztcar-
fosfato. Esta reaccion deja un sitio abasico en el ADN (AP site). [2]
El ataque de estos sitios abasicos por accion de una 5°AP-endonu-
cleasa resulta en un corte de la cadena que deja una unidad deo-
xiribosa-fosfato 5° terminal, que es escindida por accién de una fos-
foribodiesterasa (dRpasa) en el paso [3]. El atimo paso [4] consis-
te en rellenar el gap de un nucleétido. Pol | agrega el nucleétido
que falta basandose en la informacioén de la cadena complementa-
ria y la Ligasa sella el nick. Las Figuras 11 y 12 han sido adapta-
das a partir de Friedberg E.C. et al, 1995c y d.

lesiones posibles.

Por un lado, cuenta con distintas proteinas que
permiten la reversion directa del dafio, es decir
reparan la base danada por accion directa sobre la
misma. Ejemplos de este tipo de reparacién lo consti-
tuyen la Fotoliasa, que monomeriza el dimero de timi-
na formado entre dos bases adyacentes; y las Metil-
transferasas, que se unen a una base metilada (pro-
ducto de la accion de un agente alquilante) y remue-
ven el grupo metilo, restituyendo la base original.

Sin embargo, el tipo de lesiones que puede ser
reparado por reversion directa del dafno es muy aco-

tado. EI mecanismo mas general de reparacion, res-
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Figura 12 NER: reparacion por escision de nucleétidos

Por una cuestién de simplicidad en la mayor parte de la figura
sblo se muestra la cadena relevante. Ciertos dafios en las bases
nitrogenadas generan una distorsion de la doble hélice. Este siste-
ma de reparacién en vez de reconocer una lesién determinada, es
capaz de reconocer la distorsion de la hélice que producen distin-
tos tipos de lesiones. En esta figura se ha representado la repara-
cion de un dimero de timina, generado por exposicion a la luz UV.
[1] El complejo UvrA-UvrB-UvrC reconoce la distorsion en la hélice
producida por el dimero de timina y genera un corte a cada lado del
dimero, generando un oligonucleétido que podra ser desplazado
por accién de la helicasa UvrD en el siguiente paso [2]. El tamafio
del oligonucleétido representado es meramente esquematico (nor-
malmente se escinden oligos de 12 nucleétidos). [3] Finalmente se
rellena el gap por accién de Pol | y la Ligasa.

ponsable de la reparacion de la mayor parte de las
lesiones, consiste en escindir el nucleétido contenien-
do la base inapropiada o dafada y reemplazario por
el nucleétido correcto. Este tipo de reparacion se
denomina reparacion por escision. En términos
generales consiste en reconocer una lesion, escindir
el nucleétido dafado o un oligonucledtido contenien-
do el nucledtido dafiado de la cadena correspondien-
te y luego resintetizar la region escindida basandose
en la informacién de la cadena complementaria.
Escherichia coli posee tres mecanismos de repara-
cién por escision, que se describen brevemente a
continuacion (Friedberg E.C. et al.,1995b).
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ATP CH;

Figura 13 MMR: reparacién de mismatches
dirigida por el patrén de metilacion

Este sistema de reparacion se basa en el
patrén de metilacién para discernir cual es la
cadena recién sintetizada, que por definicion
sera la que contiene el nucleétido incorrecto
(producto de un error durante la replicacion).
Se utiliza el patron de metilacion en las
secuencias GATC. Dado que la modificacion
de la secuencia GATC ocurre con posteriori-
dad a la sintesis de las cadenas de ADN, el
ADN recién sintetizado permanece hemimeti-
lado durante una estrecha ventana de tiempo.

MutL MutS
Helicasa |l
ATP

Polimerasa
Ligasa

€L
)

CH,

2.2.1 BER [Base Excision Repair]: reparaciéon por
escision de la base dafada.

Diversas glicosilasas con especificidad para reco-
nocer una base modificada, eliminan la base dafnada
generando un sitio abasico. Luego se escinde la uni-
dad deoxiribosa-fosfato correspondiente por accion
de una AP-endonucleasa y una deoxiribofosfodieste-
rasa, generandose un hueco (gap) de un nucleétido
en el ddplex. Finalmente la Polimerasa | incorpora el
nucledtido que falta utilizando la otra cadena como
molde y la Ligasa sella el nick (Friedberg E.C. et al,,
1995c).

2.2.2 NER [Nucleotide Excision Repair]: repara-
cién por escision de nucleétidos.

Aquellas modificaciones que no son reconocibles
por glicosilasas, son reparadas por este sistema, que
es capaz de reconocer un conjunto de alteraciones
qgue generan distorsion en la doble hélice. El comple-
jo UvrA-UvrB-UvrC reconoce el dafio y genera un nick
en la hebra correpondiente a cada lado del mismo.
Luego, la helicasa UvrD elimina el oligonucleétido
conteniendo el dafo, permitiendo que Pol | rellene el

gap generado utilizando la informacién de la cadena

Es esta ausencia transiente de modificacion la
que aprovecha el sistema de reparacién para
reconocer la cadena recién sintetizada. La
actividad de endonucleasa latente de MutH se
CH activa en presencia de MutL, MutS y el mis-

match. MutH cliva la cadena no-metilada en
e un sitio GATC que puede estar ubicado a un
] lado o el otro del mismatch. Dependiendo del
extremo generado, Exol o ExoVIl /RecJ
remueven el fragmento de ADN que va desde
el sitio de corte hasta el mismatch. Finalmente
se rellena el gap por accion de una
Polimerasa de reparaciéon y la ADN Ligasa.
s b ey Figura adaptada a partir de Friedberg E.C. et

al, 1995e.

complementaria. Finalmente, la Ligasa completa la
reparacion (Friedberg E.C. et al., 1995d; Sancar A,
1994).

2.2.3 MMR [Methyl directed Mismatch Repair]:
reparacion de apareamientos incorrectos dirigida
por el patréon de metilacion.

Este sistema se encarga de reparar apareamien-
tos incorrectos que surgen durante la replicacion. Al
actuar inmediatamente post-replicacion, la hemimeti-
lacién del duplex recién sintetizado le permite al siste-
ma de reparacion discernir cual es la cadena que con-
tiene la secuencia original y eliminar un oligonucleéti-
do, conteniendo el nucle6tido que se aparea incorrec-
tamente, de la cadena complementaria. EI complejo
MutL-MutS-MutH reconoce el apareamiento incorrec-
to y MutH genera un corte sobre la cadena no-metila-
da en un sitio GATC que puede estar ubicado a un
lado o el otro del mismatch. La accién de Exo |, o de
Exo VII/RecJ remueve el oligonucledtido que abarca
la region entre el mismatch y el sitio GATC inclusive.
Finalmente se rellena el gap y se sella el nick por
accion de la ligasa (Friedberg E.C. et al.,, 1995e;
Modrich P., 1994).
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2.3 Reparacion de Lesiones doble cadena [LDC]
2.3.1 ¢ Qué ocurre cuando las dos cadenas estan
danadas ?

En los tres mecanismos de reparacion por esci-
sién, la maquinaria de reparacion se basa en la infor-
macioén de la cadena complementaria para reparar la
lesion. ¢Qué ocurre cuando ambas cadenas estan
dafladas ? En ese caso se requiere de un duplex
homologo y de la maquinaria de recombinacioén para
recuperar la informaciéon que falta. El principio que
rige este tipo de reparacion es el siguiente [ver Figura
14]: el duplex dafiado debe aparearse e intercambiar
cadenas con un ddplex homélogo. La resolucion de
este intermediario permite generar dos nuevas molé-
culas de ADN, cada una de las cuales contiene la
lesién en una de las cadenas [LSC]. Por lo tanto,
podran ser reparadas por alguno de los mecanismos
de reparacién por escisién, utilizando la informacién
de la cadena intacta que contiene la secuencia origi-
nal. En otras palabras, la estrategia consiste en con-
vertir una lesién doble cadena [LDC] en dos lesiones
simple cadena [LSC], por intercambio de cadenas
entre un duplex dafiado y un segundo duplex homélo-
go intacto; habilitando a los mecanismos de repara-
cién por escision para que reparen las dos LSC
(Kuzminov A., 1999).

2.3.2 ¢ En qué circunstancias se generan LDC ?

La exposicion a radiacion ionizante puede inducir
cortes concomitantes en las dos cadenas, generando
un corte doble cadena [DSB: double strand break].
Sin embargo, las LDC también pueden generarse en
ausencia de un agente externo que dafie el ADN,
cuando una horquilla de replicacién se encuentra con
un nick o una lesién, en una de las cadenas molde
(Kowalczykowski S.C., 2000). En el caso de encon-
trarse con un nick, uno de los brazos de la horquilla
de replicacion se desprende, generando un extremo
doble cadena [Figura 15A].

LDC
. =
duplex homélogo
apareamiento
b R 3
=
| resolucién
v
C o
2xLsc
l
; reparacion por escision
d -

Figura 14 Fundamento de la reparacién de LDC.

[A] Se ha representado una molécula de ADN conteniendo una
LDC, alineada con un ddplex homélogo (en rojo) [B] los duplex
intercambian cadenas, convirtiendo la lesién doblecadena (LDC)
en dos lesiones simple cadena (2x LSC). Las flechas indican el
lugar en el que se resuelve el intercambio de cadenas en el siguien-
te paso. [C] La resolucién del intermediario separa nuevamente las
dos cromosomas. [D] Finalmente la reparacién por escisioén repara
las dos LSC (seccién azul), completando el proceso de reparacion.
Notar que si los dos cromosomas no son 100% idénticos en toda
su extension el proceso generara cromosomas recombinantes.
Figura adaptada a partir de Kuzminov A., 1999.

Por otro lado, si el replisoma se encuentra con una
lesion que no ha sido reparada en el molde de la
cadena lider, la sintesis de la cadena lider se detiene
en la lesion, pero la sintesis de la cadena retrasada
puede continuar un tramo mas antes de bloquearse.
Como resultado de este desacople temporario en la
sintesis de las cadenas se genera una brecha simple
cadena [SSG: Single Stand Gap] en la cadena lider.
Cuando la lesién se encuentra en el molde de la
cadena retrasada, la sintesis puede reiniciarse rio
abajo de la lesion con un nuevo fragmento de
Okazaki, dejando un SSG en la cadena retrasada que
no puede ser completado. [Figura 15B].

En estos casos se requiere de un duplex homdlo-
go y de un mecanismo celular que permita aprove-
char la informacion que puede aportar el duplex intac-
to (el cromosoma hermano) para reparar el duplex

danado. La maquinaria de recombinacion es la res-
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Durante la replicacién: cuando el replisoma encuentra una

discontinuidad en una de las cadenas
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Figura 15 Generacién de LDC: cortes doble cadena (DSBreaks) y brechas simple cadena (SSGaps).

[A] La radiacién ionizante o la replicacién de una molécula de ADN que contiene una discontinuidad en una de las
cadenas pueden llevar a la generacién de cortes doble cadena. [B] La replicacién de una molécula de ADN que contie-
ne una lesion en una de las cadenas molde puede generar una brecha simple cadena o SSGap en una de las cadenas.

ponsable de cumplir con esta funcion. Es en la repa-
racion de horquillas de reparacion dafiadas o blo-
queadas donde convergen las tres R del metabolismo
del ADN: la Replicacion, la Recombinacion y la

Reparacion.

Habiendo revisado los mecanismos de replicaciéon
y reparacion, resta analizar los mecanismos de
recombinacién homologa, para poder integrar final-
mente los tres procesos en el “procesamiento y la
reparacion de horquillas de replicacion bloqueadas o

colapsadas’.
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3 Recombinacién

3.1 Modelo general de recombinacién homéloga

Esta seccion pretende repasar brevemente los
mecanismos de recombinacién homéloga en bacte-
rias y las funciones celulares involucradas en este
proceso en Escherichia coli. E| proceso de recombi-
nacién se puede dividir en cuatro etapas: (1) inicia-
cién, que involucra el procesamiento de los sustratos
a recombinar; (2) apareamiento de secuencias homo-
logas e intercambio de cadenas; (3) extension del
heteroddplex (migraciéon de la bifurcaciéon o branch
migration) y por ultimo (4) la resolucion.

En la Figura 16 se ha esquematizado el modelo de
‘reparacion de cortes doble cadena’ [DSBR: Double
Strand Break Repair), mediante el cual es posible
reparar un genoma danado (por la introduccion de un
corte doble cadena), por recombinacién con el cromo-
soma homdlogo (Kowalczykowski S.C., 2000). Cada
una de las etapas delineadas en esta figura, también
podria aplicarse para explicar la recombinacion
homologa que se da entre dos daplex de ADN, duran-
te un proceso de conjugacién o transduccién (que se
evidencia en funcion de la generacion de recombinan-
tes, con una cierta frecuencia).

Se ha representado un duplex que sufre un corte
en las dos cadenas que genera dos extremos doble
cadena [A]. El primer paso, iniciacién, representa el
procesamiento del diplex de ADN conteniendo los
dos extremos doble cadena (Edc: Extremo doble
cadena) para generar extremos invasivos con una
regién de ADN simple cadena 3°. En este procesa-
miento estan involucradas las helicasas especificas
de recombinacién RecBCD y RecQ. Esta ultima pro-
bablemente actie en conjunto con la exonucleasa
RecJ [B].

Sobre el borde izquierdo del esquema se han
incluido las proteinas que participan en cada etapa

del proceso, segun la via de recombinacién utilizada.

Puede observarse que las dos vias difieren en la
etapa pre-sinaptica, que abarca la iniciacion y parte
de la segunda etapa, el proceso de cargado de RecA
sobre el ADNsc. Las etapas subsiguientes son catali-
zadas por proteinas comunes a ambas vias: RecA,
RuvAB, RecG y RuvC.

RecBCD es una helicasa que también posee una
actividad nucleasa que esta regulada por la secuen-
cia x. La modificacion de la actividad enzimatica de
RecBCD por accién de y, esta coordinada con el car-
gado de la proteina RecA sobre ADNsc conteniendo
una secuencia y en el extremo. De esta manera se
asegura que el ADNsc generado por accién de
RecBCD sobre el extremo doble cadena se incorpore
a un complejo nucleoproteico con capacidad recombi-
nogénica (el filamento de RecA sobre la regién simple
cadena).[Para mas detalles referirse a la Figura 18].
Por lo tanto, en la via RecB, la proteina RecBCD
mediante interacciones con la secuencia x, catalizari-
aconcomitantemente el procesamiento del sustrato y
el cargado de RecA sobre el mismo [etapas B y C].

La via altemativa involucra a la helicasa RecQ. En
un contexto salvaje RecQ participa en la via RecF,
que funciona predominantemente sobre brechas sim-
ple cadena o SSGs [Single Strand Gaps]; pero tam-
bién puede actuar eficientemente sobre cortes doble
cadena en el contexto recBC sbcBC sbcCD, en el que
RecBCD esta inactiva. En la Seccién 6 se proporcio-
nan mas detalles sobre los mecanismos de recombi-
nacion que funcionan en este contexto genético.

La helicasa RecQ trabaja en conjunto con la exo-
nucleasa RecJ, que digiere ADNsc con polaridad
5°>»3". La accién conjunta de estas dos proteinas
permite generar un extremo con ADNsc 3" a partir de
un extremo doble cadena. Sin embargo, RecQ no
puede facilitar el cargado de RecA sobre el ADNsc
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Figura 16 Recombinacién homoéloga en bacterias: modelo de reparacion de cortes doble cadena.

que se va generando. Se requiere de proteinas acce-
sorias para permitir que RecA desplace a SSB del
ADNSsc. Las proteinas accesorias RecF, RecR y RecO
facilitan el cargado de la proteina RecA sobre
SSGaps o sobre el ADNsc generado a partir de un

extremo doble cadena [Edc] por accion de

RecQ/RecJ.

Una vez ensamblado del denominado filamento
pre-sinaptico sobre el ADNsc, sobreviene la busque-
da de homologia, el apareamiento con el duplex
homoélogo y el intercambio de cadenas. Todas estas

actividades son catalizadas por el nucleofilamento
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RecA-ADNsc. También se requeriria de una polimera-
sa para sintetizar las regiones del duplex negro que
han sido degradadas, utilizando las cadenas del
duplex rojo como molde (en la figura, se ha represen-
tado en azul el ADN sintetizado).

La tercera etapa consiste en extender el heterodu-
plex y aqui entra en juego el complejo RuvAB [D].
Este complejo es una ADN helicasa, con afinidad por
Estructuras de Holliday [EH], que extiende la regién
de heteroduplex haciendo migrar el punto de cross-
over o intercambio de cadenas (en el esquema se ha
indicado el sentido de migracion del punto de cross-
over con una flecha).

Para finalizar el proceso de recombinacién hace
falta separar las dos moléculas de ADN. Esta etapa
de resolucion es catalizada por RuvC, una endonucte-
asa especifica para estructuras de Holliday que actua
en conjunto con RuvAB [E].

La consumacién ordenada de cada una de estas
etapas resultara en la formaciéon de recombinantes
que exhibiran crossing-over (XO) o conversion géni-
ca, dependiendo de como se hayan resueito las dos
estructuras de Holliday en el intermediario de recom-
binaciéon. Se han esquematizado todos los cortes
posibles con puntas de flecha negras y blancas. Cabe
aclarar, que si los dos duplex que recombinan entre si
son moléculas circulares, en caso de generarse un
crossover, los dos circulos quedaran formando un
unico circulo. Mas adelante se volvera sobre las impli-
cancias que tiene este tema en la replicaciéon de un
genoma circular.

En la Figura 17 se ha esquematizado el intercam-
bio de cadenas entre dos duplex homélogos, con el
objeto de mostrar las cuatro altemativas para resolver
un intermediario de recombinacién que contiene dos
estructuras de Holliday. En la Seccion A de la figura,
se muestra la isomerizacion de una estructura de
Holliday (EH) por un giro de 180°, para adoptar la con-

figuracién planar abierta. Se ha postulado que cuan-

do RuvA se une a la EH, la fuerza a adoptar esta con-
figuracion. Por otro lado, en esta configuracion es
mas sencillo visualizar el resultado de realizar un par
de cortes simétricos sobre la EH en sentido vertical u
horizontal. En la monografia escrita por A. Kuzminov
(Kuzminov A., 1999) se presenta un modelo muy inte-
resante para explicar la migracién de EH por accién
de RuvAB y el corte de cadenas catalizado por RuvC

En la Seccién B de la Figura 17, se muestra un
intermediario de recombinacién entre dos duplex de
ADN, conteniendo dos EH [B1]. La isomerizacién de
estas dos EH nos permite analizar este intermediario
de recombinacién, segun se indica en [B2]. Cada
estructura de Holliday se resuelve mediante dos cor-
tes simple cadena simétricos, que se han representa-
do con flechas en diagonal, numeradas 1y 2 segun la
orientacién en la que se realizan los cortes.

Si aceptamos que cada EH se resuelve en forma
independiente de la otra, existen cuatro posibilidades
para resolver este intermediario de recombinacion,
que se han representado como 1-1, 1-2, 2-1 y 2-2, en
funcién de la orientacion del par de cortes en la prime-
ray segunda EH respectivamente.

En dos de estas posibilidades (1-1) y (2-2), el
duplex negro queda unido al duplex rojo (cross-over).
Si las dos moléculas son circulares, el resultado de
estas dos altemativas de resolucién, sera la genera-
cién de un unico circulo. En las dos alternativas res-
tantes, los duplex solo intercambian la region abarca-
da por las dos estructuras de Holliday (conversion

génica) (Kuzminov A., 1999).

3.2 Las dos vias de recombinacién: RecB y RecF

En Escherichia coli, las funciones de recombina-
cién han sido clasificadas en dos sistemas: las vias
RecB y RecF de recombinacioén, cada una de las cua-
les involucra un conjunto de proteinas que actua en
las etapas tempranas pre-sinapticas del proceso de

recombinacion.
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A Isomerizacion de una estructura de Holliday
5: 3: 5° 3
5 v 5 3 5 3 5
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B Resolucion de un intermediario de recombinacion
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Figura 17: Resoluciones posibles de un intermediario de recombinacién conteniendo dos Estructuras de Holliday
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La via RecB es utilizada principalmente cuando
uno de los sustratos es una molécula de ADN lineal o
contiene un extremo doble cadena [Edc: Extremo
doble cadena). Estos Edc son reconocidos por el
complejo proteico RecBCD, que posee actividad heli-
casa y nucleasa. RecBCD es capaz de moverse a lo
largo del duplex de ADN, desenrollando las hebras y
degradando preferentemente el extremo 3 hasta
encontrarse con una secuencia y, en la orientacion
correcta. Al interactuar con x maodifica su actividad:
continia desenrollando el duplex pero su actividad
nucleasa se vuelca hacia la hebra 5°, generandose de
esta manera una extremo simple-cadena 3" [3’ss
overhang] sobre el cual RecA puede polimerizar para
comenzar la busqueda e invasion del duplex homadlo-
go. De hecho, RecBCD, después de interactuar con
%, facilita el cargado de RecA sobre el extremo simple
cadena 3" que va generando, asegurandose de esta
manera que el ADNsc se incorpore a un complejo
nucleoproteico con capacidad recombinogénica
[Figura 18].

Respecto de esta capacidad de las secuencias
de modular la actividad de la enzima RecBCD, cabe
mencionar la existencia de mutantes de recC y recD
en los que se pierde esta regulacion, ya que estos
mutantes seran utilizados en la seccién 2.2
(Resultados-cap. 2) del presente trabajo. Los mutan-
tes recCioio Y recDisos, N0 degradan el ADN lineal tan
rapidamente (no poseen actividad ExoV), pero man-
tienen la actividad recombinogénica (se comportan
como Rec* en ensayos de conjugacion y transduc-
cion). Sin embargo, esta actividad recombinogénica
se vuelve independiente de la secuencia x. Se ha
comprobado que estos mutantes son capaces de
desenrrollar un duplex lineal conteniendo un Edc y
cargar a RecA sobre la cadena que contiene el extre-
mo 3’, independientemente de la secuencia y. Por lo
tanto, in vivo estos mutantes se comportan como

Rec*, independientemente de que el sustrato a

- { 4 b
RecD

are

RecBCD . . TOu
modificada por la e 5

interaccion con 7

< sitio ¥, + SSB © RecA

Figura 18 Procesamiento de DSE por RecBCD.

[A] RecBCD se une a un extremo doble cadena (DSE). [B]
Comienza desenrollando el daplex mientras degrada preferente-
mente la cadena 3°. [C] Al interactuar con 7 se modifican las activi-
dades del complejo RecBCD: se atenua la actividad nucleasa
35" y se exacerba la actividad nucleasa 53" que anteriormen-
te era muy débil. El complejo sigue desenrollando el duplex y se
facilita el cargado de RecA sobre el ADNsc 3" que se va generan-
do, que contiene el sitio % en el extremo. [D] El nucleofilamento
RecA-ADNsc invade un daplex homélogo, generando un D-loop.
Figura adaptada a partir de Kowalczykowski S.C. 2000.

recombinar posea un sitio x (Churchill J.J., et al.,
1999).

La via RecF cobra mayor importancia en la repa-
racion de brechas simple cadena [SSG: Single Strand
Gap] que pueden generarse durante el proceso de
replicacion. Cuando el replisoma encuentra una
lesién que no ha podido ser reparada en una de las

cadenas molde, se genera una brecha simple cadena
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[SSGap] en uno de los cromosomas que sélo podra
ser reparado utilizando la informacién del cromosoma
hermano (desarrollado en la seccién 2.3.2, Figura
15). RecF, con la ayuda de RecR y RecO, seria capaz
de facilitar el ensamblaje del nucleofilamento de RecA
sobre el SSG para que pueda repararse por recombi-
nacion utilizando la informacién del cromosoma her-
mano (Umezu K., 1993; Umezu K.& Kolodner R,
1994; Webb B.L., 1997). En la seccién 4.1, se presen-
tan mas detalles sobre este mecanismo de repara-
cién.

Dado que los ensayos utilizados para estimar la
capacidad recombinogénica en E.coli, normalmente
se basan en la determinacién de la frecuencia de pro-
duccién de recombinantes en ensayos de transduc-
cién y conjugacioén, y éstos involucran moléculas lin-
eales de ADN, por mucho tiempo se consideré que la
via RecB era la principal via de recombinacién en
este microorganismo (los mutantes recB presentan
una frecuencia de generacién de recombinantes 100
veces menor a la de una cepa salvaje).

Sin embargo, udltimamente, se ha puesto en evi-

dencia que la funcién primordial del sistema de
recombinacién bacteriano es la reparacién de horqui-
llas de replicacién. En el contexto de reparacién de
horquillas de replicacién, la via RecF parece ser tan
importante como la via RecB (Galitski T. and Roth
J.R. 1997, Steiner WW. and Kuempe! P.L. 1998).
Cada via seria responsable de reconocer y procesar
los distintos sustratos que pueden generarse como
resultado del bloqueo o colapso de una horquilla de
replicaciéon, en funcioén de las propiedades de las pro-
teinas pre-sinapticas involucradas en cada una de
ellas. Una vez procesados los sustratos, las dos vias
convergen en la via unica de intercambio de cadenas
que depende de RecA y comparten las proteinas
responsables de la extension del heterodiplex y la
resolucion del intermediario de recombinacion.

En la siguiente secciébn se aborda el tema de
‘reparacién de horquillas de replicacion dafadas’,
proceso en el cual interactian las maquinarias de
replicacién, recombinacién y reparacion, para asegu-

rar que se complete la replicacién del genoma.



Introduccién - Seccién 4 - Reparacién de horquillas de replicacién mediada por recombinacion

4 Reparacioén de horquillas de replicaciéon mediada por recombinacién

4.1 Procesamiento de la horquilla dafiada

Los mecanismos de reparacién por escisién apro-
vechan la redundancia de informacién que represen-
ta un duplex de ADN, que les permite eliminar la
lesién de la cadena dafiada y usar la cadena comple-
mentaria como molde para resintetizar correctamente
el fragmento de ADN eliminado. Cuando una horqui-
lla de replicacién se encuentra con una lesién o una
discontinuidad en una de las cadenas molde, en
general se generan estructuras en las cuales las dos
cadenas estén dafiadas.

En la Figura 19 se han esquematizado las vias de
reparacion de horquillas de replicacién bloqueadas o
colapsadas (Cox M.M.,1998, 2001; Cox M.M. et al.,
2000; Michel B. et al., 2001; Gregg A.V. et al., 2002).
La via de la izquierda, describe algunos de los proce-
sos involucrados en la reparacién de horquillas de
replicacién que encuentran una lesién en el moide de
la cadena lider. Tal como se describié en la seccion
2.3.2., cuando el replisoma se topa con una lesién en
el molde de la cadena lider, si bien se frena la sinte-
sis de esta cadena en el lugar de la lesion, la sintesis
de la cadena retrasada puede continuar (presumible-
mente hasta completar el fragmento de Okazaki).
Este desacople en la sintesis de las dos cadenas
resulta en la generacién de una brecha simple cade-
na o SSG sobre la cadena lider

Los mecanismos de reparacién por recombinacién
delineados en esta seccién de la figura no intentan
reparar ellos mismos la lesién, sino generar una
estructura altemativa que provea la cadena comple-
mentaria para que, los mecanismos de reparacion por
escision, reparen la lesién.

El proceso que psrmite iniciar la reparacion de la
horquilla dartada se denomina regresion de la horqui-
lla y consiste en el apareamiento de las dos cadenas

recién sintetizadas de manera de hacer retroceder la
horquilla. Este proceso genera una four-way-junction
o empaime-de-las-cuatro-cadenas que se denomina
chicken-foot o “pata de gallo’, debido a la apariencia
que presenta al microscopio electronico [Figura 19i .
Si la horquilla bloqueada posee un SSG en la cadena
lider, tal como se presenta en esta figura, RecA puede
formar un filamento sobre el ADNsc del gap, asistida
por RecF-RecO-RecR, y catalizar la regresién de la
horquilla. De lo contrario, este proceso es catalizado
por RecG.

La ‘pata de gallo” puede ser procesada por distin-
tas vias, algunas de las cuales estan esquematizadas
en la seccion ii de la figura. En (iia) se ha esquemati-
zado la via propuesta para explicar el saiteado (by-
pass) de lesiones por accién de Pol Ii, durante las pri-
meras etapas de la respuesta SOS (Rangarajan S. et
al., 2002). Se completa el gap (flecha azul) utilizando
como molde la otra cadena recién sintetizada y al
revertir la regresién puede reiniciarse la replicacion
rio abajo de la lesién. La lesién, al quedar formando
parte de un duplex, podré ser reparada por los meca-
nismos de reparacion por escision.

En (iib) la regresion de la horquilla otorga tiempo
adicional para que la lesion pueda ser reparada por
los mecanismos de reparacion por escision. Al rever-
tir la regresion puede reiniciarse la replicacién sobre
el molde reparado (seccién azul).

En (iic) se ha esquematizado un tercer mecanismo
altemativo para procesar la “pata de gallo’. Dado que
esta estructura contiene un empalme-de-cuatro-cade-
nas (EH: estructura de Holliday), puede ser reconoci-
do por el complejo helicasa/exonucleasa especifico
para EH, el complejo RuvABC. E! clivaje de la EH,
segun indicado por las flechas azules, resulta en la
generacién de un extremo libre doble cadena que
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Figura 19 Reparacion de horquillas de replicacion bloqueadas o colapsadas.

Se han esquematizado las vias propuestas para explicar la reparacion de horquillas de replicacion. En la seccién de la izquierda se ha

representado la reparacion de un SSG que se genera en uno de los cromosomas, cuando la horquilla de replicacién se encuentra con una
lesion en el molde de la cadena lider. La reparaciéon comienza con la regresion de la horquilla, generando la estructura denominada “pata
de gallo”. Esta puede ser procesada de distintas maneras para reconstituir la horquilla.

En la seccion de la derecha se ha representado el colapso de una horquilla de replicacién al arribar a un nick en el molde de la cadena

lider. La reparacion en este caso involucra un proceso de recombinacion homéloga (via dependiente de RecBCD) que restaura la horqui-
lla utilizando la informacién que aporta el cromosoma hermano.

En todos los casos, una vez restaurada la horquilla es necesario ensamblar un primosoma de reparacién que permita reclutar a la maqui-

naria de replicacion para reiniciar la replicacion. Para mas detalles referirse al texto.
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debe ser procesado por la otra via, la via de repara-
cion de extremos doble cadena, delineada en la sec-
cion derecha de la figura.

La via de la derecha describe el mecanismo pro-
puesto para reparar horquillas de replicacion que
colapsan al encontrase con una discontinuidad en
una de las cadenas molde. Cuando el replisoma
encuentra un nick en el molde de la cadena lider, uno
de los brazos de la horquilla se desprende, generan-
dose un extremo doble cadena (Edc). Este Edc puede
ser procesado por RecBCD para convertirlo en un
extremo conteniendo ADNsc 3°, sobre el cual va car-
gando a la proteina RecA. El nucleofilamento RecA-
ADNsc puede entonces invadir el daplex homologo,
que en este caso seria el cromosoma hermano (el
otro brazo de la horquilla) o el mismo duplex parental
(este caso no ha sido representado en este esque-
ma). La extension del heteroduplex y el clivaje de la
EH por accién de RuvABC permiten regenerar |a hor-
quilla de replicacion.

Una vez restaurada la horquilla por alguno de los
mecanismos antes detallados, hace falta reclutar a la
maquinaria de replicacién para reiniciar la replicacion.
Dado que la horquilla puede haberse bloqueado o
colapsado en cualquier regién del genoma, la bacte-
ria necesita un primosoma de reparacion que sea
capaz de reconocer las estructuras generadas duran-
te el proceso de restitucion de la horquilla y ensam-
blar nuevamente el replisoma en dicho lugar para que

pueda completarse el ciclo de replicacién.

4.2 Reinicio de la replicacién sobre la horquilla
reparada: PriA y el primosoma de reparacion.

En la seccion 1.1.4, se mencioné que Escherichia
coli posee dos tipos de primosomas. El primosoma
oriC esta compuesto por DnaB y DnaG y se ensam-
bla en el origen por accioén de DnaA y DnaC. Este pri-
mosoma se encarga de cargar la maquinaria de repli-

cacion en oriC para iniciar la replicacion del genoma;

y luego participa del proceso de elongacion desenro-
llando el duplex parental y sintetizando los cebadores
que permiten la iniciacion de los fragmentos de
Okazaki que componen la cadena retrasada. Tanto
DnaA (que permite el ensamblado del primosoma-
oriC en el origen), como DnaB y DnaG son esencia-
les en Escherichia coli. Mutantes termosensibles de
DnaB y DnaG presentan un bloqueo inmediato de la
replicacion al transferir las células a la temperatura
restrictiva.

El segundo primosoma denominado ®X174, se
descubrié en funcién de su rol en el inicio de la repli-
cacion del fago X174 y los plasmidos de tipo ColE1.
Esta constituido por las proteinas PriA, PriB, PriC,
DnaT, la helicasa DnaB y la primasa DnaG. Si bien
DnaC no forma parte del primosoma, es necesaria
para su ensambilaje. La proteina PriA dirige el ensam-
blaje de este tipo de primosoma. Tanto en el caso del
fago ®X174, como en el de los plasmidos de tipo
ColE1, PriA reconoce la estructura secundaria adop-
tada por el sitio PAS (sitio de ensamblaje del primoso-
ma), cuando éste se expone sobre ADNsc y comien-
za a reclutar al resto de la proteinas primosomales
PriB, PriC y DnaT. La interaccién del complejo DnaC-
DnaB con DnaT permite cargar un hexamero de
DnaB sobre el ADNsc y la posterior interacciéon de
DnaB con DnaG completa el primosoma.

PriA es esencial para la replicacion del fago
®X174 y los plasmidos de tipo ColE1 en Escherichia
coli. Sin embargo, no se requiere para el ensamblaje
del primosoma en oriC, ni para la sintesis de los frag-
mentos de Okazaki. De hecho, al completarse la
secuenciacion del genoma de E.coli no se encontra-
ron secuencias homoélogas al sitio PAS consenso
(Masai H. & Arai K., 1996). Por mucho tiempo se des-
conocié cudl era la importancia fisiolégica tanto de
PriA como de PriB, PriC y DnaT para la bacteria.
Cuando se logro clonar PriA por genética reversa y se

construyeron mutantes, el fenotipo pleiotrépico que
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exhibian mutantes nulos de priA, proporcioné el pri-
mer indicio de que el primosoma ®X174 cumplia un
pape! esencial en la fisiologia bacteriana (Lee E.H. et
al., 1990, Lee E.H. & Kornberg A., 1991; Nurse P.. et
al., 1991)

PriA es una proteina de 732 aminoacidos, con
capacidad para unirse especificamente a moléculas
de ADN que contengan estructuras tales como: un
tallo enrulado o stem-loop (sitios PAS), un D-loop o
una estructura en Y (horquilla como la que se encuen-
tra en el intermediario de transposicién del fago Mu)(
Mc Glynn P. et al., 1997; Nurse P. et al., 1999; Masai
H. & Arai K., 1996; Jones J.M. & Nakai H., 1997).
Posee actividad ATPasa y helicasa, con una polari-
dad 3'—»5°. Estas actividades pueden separarse
genéticamente de su actividad de “ensamblaje de pri-
mosoma’ [EP]. Es decir, existen mutantes carentes
de actividad ATPasa y Helicasa que mantienen la
capacidad de ensamblar un primosoma. La proteina
PriA contiene varios motivos helicasa y un dominio
‘dedos-de-zinc” (zinc-finger) sumergido entre dos de
estos motivos hacia el extremo carboxi-terminal de la
proteina. Este dominio dedos-de-zinc, rico en cistei-
nas, es inusual en una helicasa y probablemente sea
responsable de algunas de las propiedades unicas de
esta proteina [ver esquema de PriA en la Figura 58,
seccion seccion 2.1.1 Resultados-Cap 2).

A comienzos de los 90, dos grupos de investiga-
cién construyeron mutantes priA nulos. La mutante
ApriA1::kan, contiene una delecién de los codones
406 a 466 y una insercion de un gen de resistencia a
kanamicina rio abajo del codén 405 (Lee E.H. & A.
Komberg, 1991). La mutante priA2::kan contiene una
insercion del marcador de resistencia a kanamicina
entre los codones 154 y 155 (Nurse P. et al., 1991).
Los extractos proteicos, preparados a partir de estas
dos cepas son incapaces de permitir la replicacién in
vitro del fago ®X174. Estas mutantes no pueden ser

infectadas por los fagos ®X174 y Mu, ni permiten el

establecimiento de plasmidos derivados de ColE1.

Las cepas deficientes en priA exhiben una viabili-
dad muy reducida [1-10 % la viabilidad de una cepa
salvaje], incluso menor que la de una mutante recA.
Presentan un alto grado de filamentacion e induccion
constitutiva de la respuesta SOS (ver seccion 4.4
para una descripcion de la respuesta SOS). Es posi-
ble suprimir la induccién del regulén SOS por comple-
mentacién con la mutante PriA300, que carece de
actividad helicasa, pero mantiene intacta la capacidad
de ensamblar un primosoma [fenotipo Hel- EP*]. El
hecho de que las mutantes priA presentaran niveles
inducidos del regulon SOS sin ser expuestas a un
agente exégeno que danara el ADN, y que esta
induccién fuera suprimible por la funcién de “ensam-
blaje de primosoma“ de PriA, sugirié que la funcién
celular de PriA podria ser la de reiniciar la replicacién
sobre horquillas de replicacion bloqueadas por la pre-
sencia de lesiones en el ADN, provocadas por agen-
tes endégenos (producto del propio metabolismo
celular) (Nurse P. et al., 1991; Zavitz K.H. & Marians
K.J., 1992). La investigacién subsiguiente del resto de
los fenotipos que exhibe una mutante priA provey6
mayores precisiones sobre el mecanismo por el cual
PriA cumple con esta importante funcion celular.

El fenotipo de las mutantes priA incluye: sensibili-
dad al medio rico (los recuentos en placas de LB son
100-1000 veces inferiores a los obtenidos en placas
de medio minimo) y deficiencias muy marcadas en (a)
recombinacién homéloga (en mutantes priA, la fre-
cuencia de obtencion de recombinantes en ensayos
de transducciéon y conjugacion es 100-1000 veces
inferior a la de la cepa salvaje), (b) procesos de repli-
cacioén independientes del origen tales como la “repli-
cacion estable del ADN, inducible y constitutiva”
(iSDR y cSDR: fenébmenos que se explican mas ade-
lante); (c) reparacion de cortes doble cadena y de
danos al ADN generados por radiaciéon UV (los

mutantes priA son 10000 veces mas sensibles a la
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radiacién y y 100 veces mas sensibles al UV que una
cepa salvaje) (Marians K.J., 2000).

Todos estos fenotipos también son suprimibles por
una mutante PriA300 [fenotipo Hel- EP*]. ;De qué
manera se pueden explicar todos estos fenotipos en
base a la pérdida de la capacidad de ensamblar un
primosoma PriA-dependiente? Si se analiza cada uno
de los fenotipos detallados anteriormente, se deduce
que el factor que tienen en comun es que todos invo-
lucran un proceso de recombinacion:

(a) deficiencia en recombinacién homéloga:
Tokio Kogoma propuso que la reduccién en la fre-
cuencia de generacion de recombinantes durantes
ensayos de transduccion tenia dos explicaciones
posibles. Una de ellas seria que se requiere extensa
replicacion para completar un proceso de recombina-
cién, es decir que es necesario ensamblar dos horqui-
llas de replicacion sobre el intermediario de recombi-
nacién para completar la resolucién det mismo. En
otras palabras, para generar un recombinante duran-
te el proceso de transduccién, se requeriria invasion
del genoma por parte del fragmento de ADNdc que
ingresa a la célula, el ensamblaje de dos horquillas de
replicacion a partir de las zonas de invasion en direc-
ciones opuestas y la replicacién del resto del genoma.
La otra posibilidad para explicar la baja eficiencia de
obtencién de recombinantes en ensayos de transduc-
cién y conjugacion realizados con mutantes priA,
seria suponer que la presencia de intermediarios de
recombinacion bloguee el avance del replisoma de
manera tal que para obtener recombinantes se reque-
riria irremediablemente del reinicio de la replicacién
mediado por PriA (Kogoma T. et al., 1996; Kogoma T.,
1996).

{b) incapacidad de las mutantes priA de experl-
mentar iSDR y ¢SDR. Bajo ciertas condiciones espe-
ciales, Escherichia coli experimenta replicacién del
genoma en forma independiente de onC y DnaA.
Estos fendbmenos se denominan iSDR [inducible,

Stable DNA Replication: replicacién estable det ADN,
inducible] y cSDR [constitutive SDR: replicacién esta-
ble del ADN, constitutiva]. En el caso de iSDR, la
induccién del regulén SOS dispara la replicacion del
genoma en forma independiente de DnaA y onC. Este
fenémeno es dependiente de RecA y RecBCD, ade-
més de PriA. Por otro lado, en mutantes mhA (y en
mutantes recG) también se registra replicacién del
genoma independiente de DnaA. De ahi que se deno-
mine cSDR, ya que ocumre constitutivamente sin
necesidad de inducir la respuesta SOS. Este fenéme-
no también requiere RecA y PriA pero es indepen-
diente de RecBCD. Kogoma propuso que durante
iSDR y cSDR, RecA cataliza la formacién de D-loops
y R-loops (que son estabilizados por la ausencia de
RNAsaH) respectivamente, sobre los cuales PriA
ensambla el replisoma, permitiendo que se inicie la
replicacion ectépicamente de manera independiente
de DnaA. Serian procesos equivalentes a la replica-
cién dependiente de recombinacién del fago T4
(Masai H. et al.,, 1994; Asai T. & Kogoma T., 1994,
Kogoma T, 1997).

(c) incapacidad para reparar cortes doble cade-
na y lesiones que se generan en el ADN por expo-
sicion a radiacion UV. En la seccién anterior se pre-
cisaron los mecanismos por los cuales una horquilla
de replicacién puede bloquearse o colapsar al encon-
trarse con una lesién o discontinuidad en una de las
cadenas molde. La maquinaria de recombinacién
puede restaurar la horquilla por distintas vias, pero en
todos los casos, para completar el proceso de repara-
cién, hace falta cargar el replisoma sobre la horquilla
reconstituida para reiniciar la replicacién. PriA seria
necesaria para completar esta ultima etapa del proce-
so de reparacién (Kogoma T. et al., 1996).

La sensibilidad al medio rico podria explicarse
considerando que una bacteria creciendo en un
medio rico posee un ciclo celular muy corto y para
lograr completar la replicacién del genoma antes de
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Ensamblaje de un primosoma de reparacién sobre un D-loop

A  PriA PriB-DnaT-DnaB B
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Figura 20 Ensamblaje de un primoso-
ma de reparacién sobre un D-loop.
[A] Ensamblaje del primosoma de
reparacién sobre un D-loop dirigido por
PriA. [i] Cuando un extremo simple
cadena 3’ invade un duplex homélogo,
se genera un heterodiplex entre la

del duaplex invadido, al tiempo que la

r cadena complementaria del mismo
resulta desplazada. Esta estructura se
denomina D-loop o loop de desplaza-
miento. [ii] PriA reconoce el D-loop, se
une al ensamble-de-tres-cadenas gere-
ado entre el duplex receptor y el extremo
3" invasivo y recluta a PriB y DnaT hacia
el D-loop. [iii y iv] La interaccion entre
DnaT y el complejo DnaB-DnaC, permi-
te que se cargue un hexamero de DnaB
s sobre la cadena desplazada del diplex.
A 4 [B] Ensamblaje del primosoma de
reparacién en ausencia de PriA en un
contexto dnaC870. Aparentemente, la
mutante DnaC810 es capaz de cargar a
DnaB sobre la cadena desplazada del
daplex por si misma. Parece ser capaz
. de competir con SSB y cargar a la heli-
casa sobre el ADNsc recubierto por

?‘}\N . ﬁv.’?Jw &f}j cadena invasora y una de las cadenas
5’ Y% Rt L 5

“;ﬂ “' Wﬁj lr o f”i’\“\ -
Pagh N Wb

‘ ) b % 3 SSB, sin la intervencion de otras protei-
iv Q)W') 5_]&( 5 nas.

| o + S8B » DnaT Las pequefias flechas negras indican
3 f y_\;& (M e la direccién en la que se mueve DnaB y
(4:"“ : @ DnaB - PriB por ende la direccién en la que comen-
Wc + DnaC ’1, PriA zard a avanzar el replisoma. Figura
DnaC810 < reproducida a partir de Marians KJ.

2000.

que se concluya el ciclo debe iniciar nuevas rondas
de replicacion antes de concluir la que esta en mar-
cha. Por ende, posee simultdaneamente mas de dos
horquillas de replicacién en marcha durante un mismo
ciclo, aumentando significativamente la posibilidad de
que el replisoma se tope con lesiones/nicks en las
cadenas molde que no hayan sido reparadas y sobre-
venga el colapso o bloqueo de la horquilla (Kogoma
T., 1997).

Todas estas lineas de investigacién llevaron a la
conclusion de que PriA es capaz de ensamblar un pri-
mosoma de reparacion sobre distintos intermediarios
de recombinacién, permitiendo el reinicio de la repli-
cacién a partir éstos. En funcion de la viabilidad mar-
ginal que presentan las mutantes priA se dedujo que,
en condiciones normales de crecimiento aerébico, la
mayoria de las horquillas de replicacion se encuentra
con alguna lesion o nick en una de las cadenas molde

que produce un bloqueo o colapso la horquilla antes

de que alcance el terminus. La horquilla es reparada
por accién de la maquinaria de recombinacion y luego
se requiere de PriA para ensamblar el primosoma de
reparacion, que permite volver a cargar el replisoma
en la region en la que se produjo el bloqueo, posibili-
tando el reinicio de la replicacion (Cox M.M., 2000;
Marians K.J., 2000; Sandler S.J. & Marians K.J.,
2000).

Estas hipétesis son avaladas por experimentos in
vitro utilizando un ADN circular doble cadena conte-
niendo un D-loop, que demuestran que PriA es capaz
de permitir el establecimiento de una horquilla de
replicacion a partir del D-loop (Liu J. et al., 1999; Liu
J. & Marians K.J., 1999).

En la Figura 20A se presenta un modelo para
explicar el ensamblado de un primosoma de repara-
cién sobre un D-loop, generado durante un proceso
de recombinacién. PriA reconoce la estructura del D-

loop, se une al mismo y reciuta a PriB y DnaT.
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PriA
Dependientes independientes
PriA PriC + Rep
PriB PriC
DnaT DnaT ?
DnaC DnaC
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Figura 21 Vias alternativas para ensamblar un primosoma de reparacién.

interacciones entre DnaT y el complejo DnaC-DnaB
permiten cargar un hexamero de DnaB sobre el
ADNsc de la cadena desplazada del D-loop.
interacciones entre DnaG y la helicasa DnaB, carga-
da sobre la cadena desplazada del intermediario de
recombinacion, completan el primosoma de repara-
ciéon, permitiendo que se inicie la sintesis de la cade-
na discontinua; al tiempo que el extremo 3" simple
cadena que generd el D-loop puede utilizarse como
cebador para iniciar la sintesis de la cadena lider
(Marians K.J., 2000).

Las mutantes priA nulas adquierert mutaciones
supresoras que restauran la viabilidad y suprimen las
deficiencias en recombinacién homéloga, reparacion
de cortes doble cadena y lesiones inducidas por UV.
Todos estos supresores mapean en el locus dnaC
(Sandler S.J., 1996). DnaC es la proteina que forma
un complejo con DnaB en solucion y facilita el carga-
do de la helicasa sobre el ADNsc. La mutante
DnaC810, que in vivo suprime todas las deficiencias
de una mutante priA, in vitro es capaz de saltear (by-
pasear) la necesidad de PriA, PriB y DnaT y ensam-
blar una horquilla de replicacién sobre una molécula
de ADNdc conteniendo un D-loop, con la sola presen-
cia de DnaB y la holoenzima Pol lil. En la Figura 20B

se presenta un modelo en el que se muestra a la

mutante DnaC810 cargando a la helicasa DnaB sobre
el intermediario de recombinacion, independiente-

mente de PriA.

4.3 Multiples vias para ensamblar el primosoma
de reparacién.

Las mutantes ApnB y ApriC no exhiben ninguna de
las deficiencias de la mutante priA. Sin embargo, la
combinacién de estas dos mutaciones en la doble
mutante ApnB ApriC resulta en una cepa apenas via-
ble, que crece incluso mas lentamente que la cepa
priA. La doble mutante también adquiere rapidamen-
te mutaciones supresoras en dnaC. La mutacién
dnaC810 permite un rescate parcial del fenotipo. Se
requiere de una segunda mutacién en dnaC para per-
mitir supresién de las multiples deficiencias de la
doble mutante ApriB ApriC. La triple mutante
dnaC810,820 ApriB ApniC presenta un fenotipo prac-
ticamente salvaje.

Existe otra helicasa con polaridad 3°-»5°, denomi-
nada Rep. Esta helicasa es esencial para la replica-
cién del fago ®X174 en Escherichia coli. Por otro
lado, se ha reportado que en las mutantes rep las hor-
quillas de replicaciéon avanzan a la mitad de la veloci-
dad que en una cepa salvaje. La introduccién de la

mutacién priA en un contexto deficiente en Rep es
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letal. Esto ha sido interpretado por S. Sandler y cola-
boradores como evidencia de que Rep participa en
una via alternativa para ensamblar un primosoma de
reparacion, que en un contexto priA se torna esencial.

La combinacién de mutaciones en priA y priC tam-
bién es letal, mientras que la cepa priA priB y la cepa
priC rep son viables. Tomadas en conjunto, las evi-
dencias genéticas y bioquimicas sugieren la existen-
cia de mudltiples vias alternativas para ensamblar el
primosoma de reparacién. La via principal dependeria
de PriA y PriB o PriC para iniciar ensamblaje del pri-
mosoma de reparacion. La existencia de una tercer
via dependiente de PriC y Rep, pemitiria explicar la
viabilidad de las cepas deficientes en PriA y la invia-
bilidad de las cepas priA rep y priA priC. En la Figura
21 se han delineado las distintas vias alternativas
para iniciar el ensamblaje del primosoma de repara-
cién en un contexto salvaje. Se han esquematizado
también las vias supresoras (Sandler S.J. et al., 1999;
Sandier S.J., 2000).

4.4. Inducibilidad de los sistemas de reparacién:
la respuesta SOS.

En funcién de la viabilidad marginal que presenta
una mutante priA, se dedujo que en condiciones nor-
males de crecimiento aerébico la frecuencia de blo-
queo y/o colapso de una horquilla de replicacion es lo
suficientemente alta como para generar la necesidad
de contar con las maquinarias de recombinacién y re-
inicio de la replicaciéon para completar la replicacion
del genoma y dotar con un cromosoma intacto a cada
célula hija al momento de la division celular. Lo que
resulté en realidad sorpresivo, fue descubrir que es
indispensable contar con este mecanismo de
reparacion, aun en condiciones en las que las células
no estan expuestas a un agente exégeno que darie el
ADN. Es decir, que toda la maquinaria de reparacion
de horquillas de replicacion es una funcién de man-

tenimiento celular ("house-keeping function) (Cox

M.M. et al. 2000).

Hace mas de tres décadas que se sabe que cuan-
do se somete a Escherichia coli a un tratamiento que
dafne masivamente su material genético, dispara una
serie de respuestas tendientes a tolerar el dafio y con-
tinuar con la replicacién de su genoma mientras inten-
ta reparar las lesiones. Los genes que codifican las
funciones necesarias para llevar adelante este
mecanismo adaptativo, estan dispersos en el genoma
de la bacteria y conforman el regulén SOS, que esta
sujeto a control transcripcional por el represor LexA.

Cuando la exposicién a un agente que dana el
ADN genera un dafo masivo al material genético,
dado que en bacterias no existe un sistema de
“checkpoints” (puntos de control) que bloquee inmedi-
atamente la replicacion y el progreso del ciclo celular,
las horquillas de replicacién intentan continuar avan-
zando y se topan una y otra vez con lesiones en las
cadenas molde, bloqueandose y/o generando multi-
ples regiones de ADNsc que se recubren de RecA. El
filamento nucleo-proteico RecA/ADNsc constituye la
senal que dispara la respuesta SOS. También actda
como transductor de esta sefal, ya que facilita el
autoclivaje de LexA, que resulta en la inactivacion de
este represor. Al disminuir la cantidad de LexA capaz
de actuar como represor, se activa la transcripcion de
genes pertenecientes al regulon SOS, dotando a la
célula de funciones que le permiten aumentar su
capacidad de reparar lesiones al ADN y continuar
replicando su genoma a pesar de las lesiones [Figura
22] (Stortz. G. & Hengge-Aronis R., 2000; Volkert
M.R. & Landini P., 2001).

En condiciones normales de crecimiento, el repre-
sor LexA reprime la transcripcion del regulon SOS.
LexA se une como dimero a una secuencia palin-
drémica, denominada ‘caja SOS’ presente en las
regiones promotoras de los genes que regula, repri-
miendo su transcripcion. Las “cajas SOS” contienen

una secuencia invertida consenso, dentro de la cual
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ciertas posiciones estan muy conservadas. Los nive-
les basales de expresion de algunos de los genes
pertenecientes al regulon SOS se deben a ‘cajas
SOS’ imperfectas (cuyas secuencias se alejan del
consenso) y/o a la existencia de promotores alterna-
tivos insensibles al control por LexA. Por otro lado, la
represion total de otros de estos genes se asegura
mediante la presencia de una segunda ‘caja SOS” en
el promotor. Sélo las moléculas de LexA que se
encuentran en solucién pueden ser inactivadas por el
autoclivaje de la misma favorecido por RecA/ADNsc.
Por lo tanto, aquellos genes que poseen una ‘caja
SOS’ con una alta afinidad por LexA tardan mas en
desreprimirse; es decir, comienzan a expresarse
cuando estd mas avanzada la respuesta SOS
(Kuzminov A., 1999)

Los genes pertenecientes al regulén SOS pueden
subdividirse en cuatro grupos en funcién del grado de
similitud que posea la ‘caja SOS” presente en la
regién promotora con la secuencia consenso y a la
menor o mayor afinidad de LexA por dicha secuencia.
Esto a su vez determina en qué estadio de la
respuesta SOS comenzaran a expresarse. Existe otro
nivel de control temporal, regido por modificaciones
post-traduccionales. Tal es el caso de UmuD, que
debe sufrir un autoclivaje, favorecido también por
RecA/ADNsc, para poder adoptar la conformacion
activa que le permite formar parte del complejo
UmuD’,UmuC, que posee actividad polimerasa
[PolV]. En otras palabras, la apariciéon de la actividad
PolV se da tardiamente durante la respuesta SOS,
por un lado porque los genes umuD y umuC tienen
alta afinidad por LexA y por ende se des-reprimen
tardiamente, pero ademas porque UmuD debe ser
procesado post-traduccionalmente para convertirse
en UmuD’ y conformar el complejo UmuD".2UmuC que
posee actividad polimerasa, capaz de catalizar la sin-
tesis de ADN a través de lesiones (TLS: Trans Lesion
Synthesis) (Kuzminov A., 1999; Stortz. G. & Hengge-
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Deteccién Transduccion de la sefial

del dafo de daiio al ADN

Figura 22 Regulén SOS: deteccién del dafio y transduccion
de la seiial mediada por RecA/ADNsc.

RecA se une al ADNsc generado como consecuencia de inten-
tos fallidos de replicar el ADN dafiado. Los filamentos nucleoprote-
icos RecA/ADNsc formados, facilitan la subsiguiente autodigestion
del represor LexA. La autodigestion de LexA lo inactiva como
represor transcripcional, resultando en la derepresion de distintos
loci del regulén SOS, entre los que se encuentran recA, uvrA y
umuDC. Figura adaptada a partir de Stortz G. & Henge-Aronis R.
2000.

Aronis R., 2000; Sutton N.D. et al., 2000).

La induccidn de estos grupos de genes obedece a
un programa que asegura que se pongan en marcha,
de una manera ordenada y secuencial, distintas
estrategias que permiten hacer frente al dafio masivo
en el ADN. La primera estrategia consiste en aumen-
tar la capacidad celular de reparar lesiones, mediante
la induccién de proteinas que participan de la
reparacion por escision de nucledtidos; e incrementar
la eficiencia de replicacion del ADN dafado sin
aumentar la frecuencia de generacién de mutaciones,
mediante la induccién de la expresién de Pol Il.

Recientemente, se ha demostrado que PriA tam-
bién participa en esta primera fase de la respuesta
SOS. Aparentemente, las horquillas bloqueadas

debido a la presencia de lesiones en el ADN molde,
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1° grupo de genes en expresarse

lexA LexA: represor SOS

uvrA reparacion por escision de nucleétidos [NER]

uwrB8 reparacion por escision de nucleétidos

uvrD reparacion por escision de nucleétidos

polB Pol Il, sintesis sobre la pata de gallo, que permite
superar la lesion al revertir la regresion.

ruvA subunidad de la helicasa RuvAB, recombinacion

ruvB subunidad de la helicasa RuvAB, recombinacion

dini inhibicién del procesamiento de UmuD

2° grupo de genes en expresarse

recA RecA, co-proteasa, sinaptasa, sensor/transductor
de |a senal de dafio al ADN, reparacién por
recombinacion

recN RecN, recombinacién. Funcién ?

3° grupo de genes en expresarse

sfiA SulA, inhibidor de la divisién celular

umuD UmuD—-UmuD” TLS

umuC UmuC: actividad polimerasa en el complejo
UmuD',-UmuC [Pol V]

Si el bloqueo persiste se induce la lisis celular
cea Colisin E1, lisis celular
caa Colisin A, lisis celular

Tabla 2 : Funciones celulares que se inducen durante la
respuesta SOS. Se ha hecho una clasificacién en cuatro grupos,
en funcién de la afinidad de LexA por la “caja LexA" que poseen
estos genes en su regioén operadora y datos presentes en la bibli-
ografia referentes al nivel basal e inducido de estas proteinas en
E.coli. Tabla adaptada a partir de Kuzminov A. 1999.

podrian ser procesadas por RecA para inducir la
regresion de la horquilla, conduciendo a la formacioén
de estructuras del tipo “pata de gallo”. Pol Il podria uti-
lizar la cadena retrasada recién sintetizada, como
molde para sintetizar la regién correspondiente de la
cadena lider [ver Seccién 4.1 Introduccioén, figura 19,
iia]. La reversion de la regresién por accion de RecG,
permitiria restaurar la horquilla de replicacién rio
abajo de la lesion y PriA seria responsable de recono-
cer la horquilla restablecida y ensamblar el primoso-
ma de reparacion para que Pol lll pueda re-iniciar la
replicacion. Esta operatoria permitiria replicar el ADN
con alta fidelidad a pesar del dafo generalizado,
dejando la lesidén en un duplex para que los mecanis-
mos de reparaciéon por escision de nucleédtidos la
reparen utilizando la informacién de la cadena com-
plementaria (Rangarajan S. et al., 2002).

Si el dafio/bloqueo persiste, la respuesta SOS pro-

gresa y comienzan a expresarse genes mas tardios,

= NER y reinicio de la replicacion
wee [@COMbINacion
== TLS: sintesis a través de lesiones
e inhibicién de la divisién celular | lisis
e APOPLOSIS celular

L)

nivel de actividad

<—inhibicion de la replicacion

tiempo

Figura 23: Cinética de induccién de los cuatro grupos de
genes controlados por LexA. Se presenta una cinética idealiza-
da de los cuatro grupos de genes controlados por LexA. El gréafico
intenta ilustrar la induccién secuencial y coordinada de las distintas
respuestas tendientes a reparar y tolerar el dafio masivo al ADN
y/o el bloqueo recurrente de la replicacion. Los dos ejes estan rep-
resentados en unidades arbitrarias, sin embargo se ha intentado
mostrar que el primer grupo de genes tendria un nivel basal mas
alto y el grado de induccién alcanzado serfa menor (x2-x5) que el
del segundo (x10-x50) y el tercero (x20-x100) que parten de un
nivel basal menor y alcanzan un alto grado de amplificacién al pro-
gresar la respuesta SOS. Figura adaptada a partir de Kuzminov A.
1999,

entre los que se encuentran UmuD, UmuC y SulA.

UmuD sufre autodigestion catalizada por
RecA/ADNsc y permite que se ensamble el complejo
UmuD>UmuC, que posee actividad de polimerasa
[Pol V] (Goddman M.F. & Tippin B., 2000). Este com-
plejo es capaz de catalizar la sintesis de ADN sobre
un molde dafiado, pero posee baja fidelidad e intro-
duce mutaciones con una alta frecuencia. Se trata de
una Polimerasa distributiva, que sintetiza el ADN a
través de la lesion y luego le cede el lugar a Pol llI
para que prosiga con la replicacion. Este proceso se
conoce como ‘sintesis a través de lesiones” [TLS:
Trans Lesion Synthesis] o “sintesis tendiente a intro-

ducir errores” [Error Prone Synthesis].
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Si a pesar de todo, el dafio persiste, se dispara la
lisis celular por induccion de colicinas y/o fa activacién
de profagos cripticos, mediante la inactivacion de sus
represores favorecida por RecA/ADNSsc.

Volviendo al grafico con la cinética de induccioén de
los distintos grupos de genes controlados por LexA,
se puede ver claramente la lbgica de la des-represién
escalonada [Figura 23]. En un primer momento se
intenta aumentar la capacidad de reparacién y contin-
uar replicando el ADN a pesar del dafio, por un
mecanismo que asegura la fidelidad del proceso
[induccidn de la expresion de proteinas involucradas
en NER y Pol ll]. Si esto resulta insuficiente, se inhibe

la divisién celular y se procura replicar el genoma por
la accién conjunta de Pol V y Pol Il [induccién de la
expresion de SulA y UmuD/UmuC]. Esta segunda
estrategia tiene el “inconveniente” del incremento en
la tasa de mutacion. Finalmente, si todos los sistemas
de reparacion resultan insuficientes, se induce la lisis
celular, presumiblemente para evitar desperdiciar
recursos en una célula que ya esta destinada a morir
en funcién del dafio acumulado. Se ha propuesto que
osta especie de “apoptosis’ bacteriana psmitiria
incrementar el numero de viables en un cultivo
(Kuzminov A., 1999).
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5 Problemas que surgen al replicar y reparar por recombinaciéon un genoma circular

5.1 Resolucién de “catenanes’ y dimeros cromo-
sémicos: Topo IV y el sistema Xer.

La replicacién de un cromosoma circular trae apa-
rejado dos problemas. El primero de ellos, esta aso-
ciado a la estructura de doble hélice del ADN. Al com-
pletarse la replicacién del genoma circular, los dos
cromosomas hijos estan entrelazados entre si o enca-
denados. La estructura generada se denomina “cate-

nane’ (concatenado: dos circulos enlazados entre si)

[A] ADN superenrollado
8 Topo |
8 .Topo v

[B] Circulos encadenados (catenanes)

Topo IV

“« -

Girasa Girasa

[C] Nudos (knots)
Topo IV
i

Figura 24 Formas topolégicas y rol de las topoisomerasas
celulares.

[A] Superenrollamiento: en E.colila Girasa (gyrA gyrB) introduce
superenrollamiento negativo en el ADN, mientras que la
Topoisomerasa | (Topo |, topA) y la Topisomerasa IV (TopolV, parC
parE) son capaces de relajar los supercoils negativos.

[B] Catenanes: compuestos por dos circulos encadenados entre
sl, por uno o multiples enlaces. Pueden generarse durante la repli-
cacion (el superenrollamiento positivo que se acumula hacia delan-
te de la horquilla de replicacién se equilibra con concatenacion de
los cromosomas hijos por detrds de la misma) o como resultado de
un evento de recombinacién especlfico-de-sitio (ej: la resolucién de
un dimero). Esta forma topolégica es resuelta por accién de Topo
[\

[C] Nudos: resultan de enredar o anudar intemamente un clrcu-
lo. Se ha demostrado que en un intermediario de replicacién, los
cromosomas hijos a medida que son sintetizados pueden sufrir
este tipo de enredo. Topo IV es responsable de resolver esta forma
topoldgica in vivo.

y debe ser resuelta por la Topoisomerasa IV, una
topoisomerasa de tipo Il, compuesta por dos subuni-
dades (ParC y ParE), cuyas principales funciones
celulares son las de desenlazar catenanes y desanu-
dar nudos [ver Figuras 24 y 27] (Adams D.E.et al.,
1992; Deibler R.W. et al., 2001).

El segundo problema que surge de la replicacion
de un genoma circular es el siguiente: si durante el
transcurso de un ciclo de replicacién, la reparacion
por recombinacién introduce un numero impar de
cross-overs, se produce un intercambio de cromati-
des hermanas; por lo tanto, al completarse la replica-
cién, los cromosomas hijos se encuentran unidos for-
mando un dimero. Se estima que en E. coli se forman
dimeros cromosomicos una vez cada 7 generaciones.
E. coli y la mayoria de las bacterias con genomas cir-
culares, poseen un sistema de recombinacion especi-
fico-de-sitio que asegura que los dimeros cromosémi-
cos sean resueltos en mondémeros. Este sistema esta
compuesto por las recombinasas XerC y XerD, que
actuaan sobre un sitio especifico denominado dif, loca-
lizado en la regién del terminus cromosémico. El sis-
tema Xer realiza un nuevo intercambio de cromatides
hemmanas en los sitios dif del dimero, resolviéndolo
en dos monémeros (Sherratt D.J. et al., 2001).

XerC y XerD pertenecen a la familia de las
Integrasas, compuesta por tirosinrecombinasas que
catalizan el intercambio de cadenas por un mecanis-
mo que utiliza una estructura de Holliday como inter-
mediario [ver Figura 25 A] (Grindley N:D:F:, 1997,
Hallet B. & Sherratt D.J., 1997).

En el caso especifico del sistema Xer, el primer
intercambio de cadenas es catalizado por XerC. Esta
reaccion es reversible; genera una estructura de
Holliday [EH] que puede ser resuelta en los sustratos

originales por accién de la misma proteina. Se requie-
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[A] Integrasas: XerC, XerD, A Int, P1 Cre y FLP.
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[B] Resolvasas: TnpR de los transposones Tn3 y vd y las invertasas Hin y Gin.
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Figura 25 Recombinacién especifica de sitio catalizada por Integrasas y Resolvasas.

La recombinacion especifica-de-sitio es un proceso totalmente conservativo mediante el cual las dos cadenas a
recombinar son clivadas, intercambiadas y religadas en un proceso que no requiere hidrolisis de ATP ni sintesis
de ADN. El clivaje de las cadenas no se realiza por un proceso endonucleolitico sino que se transfiere el fosforilo
del ADN a una cadena lateral de la recombinasa, generando un intermediario en el cual a un lado del corte se
genera una union covalente entre el ADN y la proteina y al otro lado queda el grupo hidroxilo libre; un mecanismo
equivalente al que utilizan las topoisomerasas. El procesamiento de este intermediario libera a la recombinasa y
genera los productos de recombinacion. Las recombinasas se clasifican en dos grandes familias: las integrasas y
las resolvasas. Estas dos familias no presentan homologia de secuencia ni estan relacionadas estructuralmente y
emplean mecanismos de recombinacion muy diferentes.

[A] Familia de las Integrasas: Integrasa del fago %, la proteina Cre del fago P1, las recombinasas XerC y XerD
de E.coli y la proteina FLP de levaduras. Estas tirosin-recombinasas realizan un primer intercambio de cadenas
que genera una estructura de Holliday (EH) como intermediario. El nucledfilo utilizado para el clivaje y la genera-
cion del intermediario ADN-recombinasa es una tirosina (Y-OH). Los sitios de corte en cada duplex estan separa-
dos por 6-8 pares de bases y la tirosina se une covalentemente al fosfato 3" del ADN en el sitio de corte.

[B] Familia de las resolvasas: incluye la mayoria de las resolvasas codificadas por transposones (por ejemplo
TnpR de y6 y Tn3) y las invertasas (Hin y Gin). Son serin-recombinasas que realizan cortes doble-cadena en los
dos duplex a recombinar simultaneamente, intercambian los extremos y los religan. El nucledfilo en este caso es
una serina (S-OH) que cliva el ADN en sitios que estan separados por 2 pares de bases y se une al fosfato 5 del
ADN en el sitio de corte.

Figura adaptada a partir de Grindley N.D.F., 1997.

re de una proteina accesoria que modifique la confor-
macion de la EH generada por accién de XerC, para
que este intermediario pueda ser resuelto por XerD
mediante un segundo intercambio de cadenas. Esta
proteina accesoria es FtsK, una proteina anclada al
septo, que esta involucrada en el proceso de divisién
celular [Figura 26] (Barre F.X. et al., 2000).

La resolucion tiene lugar durante la septacion y esta
regulada espacialmente. La proteina de membrana
FtsK cumple un rol fundamental en esta regulacion.

Su extremo N; determina su anclaje en el septo y la

interaccion de su extremo C; con XerD es esencial en
el control espacial y temporal de la resolucién en dif.
La region del terminus permanece localizada en el
centro de la célula, por lo tanto los sitios dif de los dos
cromosomas hijos pueden formar un complejo sinap-
tico con XerC, independientemente de que estén for-
mando un dimero o no. En funcién de la reversibilidad
de la reaccion catalizada por XerC, una vez comple-
tado el ciclo de replicacion pueden darse varios ciclos
de formacion y resolucion de la EH por accion de

XerC. Si los cromosomas son monémeros, eventual-
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Figura 26 Resolucién de dimeros cromosémicos por el sistema XerCD-FtsK

Se ha esquematizado la reaccién catalizada por el sistema Xer. [A] XerCD se unen en forma cooperativa a los dos sitios dif del dimero
cromosomico (o los sitios cer o psi plasmidicos), asegurando la formacion del complejo sinéptico (en el caso de los plasmidos se requiere
de las proteinas accesorias ArgR y PepA). [B] XerC inicia el proceso realizando el primer intercambio de cadenas que genera la estructu-
ra de Holliday (EH). [C] Este intermediario debe experimentar un cambio conformacional para convertirse en un sustrato procesable por
XerD para completar la reaccion de recombinacion. Durante la recombinacién en dif, el extremo C, de FtsK facilita este cambio conforma-
cional. En el caso de los sitios plasmidicos psi y cer, son las proteinas accesorias las que facilitan el cambio conformacional de la HJ. [D]
Finalmente XerD cataliza el segundo intercambio de cadenas, generando el producto recombinante (dos monémeros).

mente la segregacién de los cromosomas hijos rom-
pera el complejo sinaptico, resultando en la separa-
cion definitiva de los sitios dif que se alejaran del cen-
tro de la célula antes de que se cierre el septo. Por el
contrario, si los cromosomas estan formando un
dimero, el complejo sinaptico no podra alejarse del
centro de la célula y tendra acceso a interacciones
con FtsK que se encuentra anclada en el septo. Ftsk
facilita el cambio conformacional de la EH necesario
para activar la catélisis mediada por XerD y de esta
manera coordina la resolucién de dimeros cromoso-
micos con la division celular (Barre F.X. et al., 2001).

FtsK es un activador de la recombinacién mediada
por XerCD y su distribucion restringida temporal y
espacialmente al septo, en el momento de la divisién
celular, asegura que solo progresen aquellos cross-
over catalizados por XerCD sobre un par de sitios dif
que estén formando parte de un dimero cromosémi-
co.

El producto de la resolucién especifica-de-sitio
catalizada por XerCD-FtsK es un par de circulos
entrelazados entre si, por lo tanto se requiere de Topo
IV para completar la separacion de los dos cromoso-
mas hijos una vez que han sido resueltos. El sitio dif

es un sitio preferencial (hot-spot) para el clivaje por

Topo IV in vivo (Hojgaard A. et al., 1999). La reciente
demostracion de que en E. coli la subunidad ParC de
Topo IV estd asociada a la maquinaria replicativa,
mientras que la otra subunidad, ParE, se localiza en
el septo por un mecanismo dependiente de FtskK,
constituye otro indicio de la posible relacion entre la
decatenacion y la resoluciéon de dimeros cromosémi-
cos. De manera que la resolucién de dimeros vy la
decatenacion estarian restringidas temporal y espa-
cialmente al momento y lugar en el que ocurren la ter-
minacién de la replicacion y la formacion del septo
(Sherratt D.J., 2001).

Tanto la resolucion de dimeros que pueden haber-
se generarse durante el ciclo de replicacion como
consecuencia de la reparacion de horquillas de repli-
cacion por recombinaciéon, como la decatenacion de
los cromosomas hijos por accién de Topo IV, contribu-
yen a completar la separacion de los cromosomas
hijos, permitiendo la segregacién adecuada de cada
cromosoma hacia una de las células hijas antes de
que se complete la formacién del septo. En la Figura
27 se ha resumido la contribucion de Topo IV y el sis-
tema Xer al proceso de segregacion de los cromoso-
mas hijos, antes de que se complete la divisiéon celu-

lar.
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Figura 27 Interrelacién existente entre la replicacién, la recombinacién y la segregacién cromosémica.

Se presenta la resolucién de “catenanes” y nudos cromosémicos, catalizada por TopolV y la resolucién de dimeros por accién del siste-
ma XerCD-FtsK sobre los sitios dif. Una de las cadenas parentales rojas se ha representado con una linea de mayor grosor para facilitar
la visualizacién del intercambio de cadenas (el intercambio de croméatides hermanas que resulta en la formacién de un dimero cromosé-

mico.

En la parte superior de la figura se muestra la concatenacién de los cromosomas hijos, que debe ser resuelta por accién de Topo IV
para que éstos se separen y la regién terminal de los cromosomas pueda migrar hacia los polos opuestos, completando la segregacién

antes de que se cierre el septo.

Si durante el ciclo de replicacion, el proceso de reparacion por recombinacion introduce un nimero impar de cross-overs (2n+1) habra
intercambio de cromatides hermanas y se generara un dimero cromosémico. En ese caso, se requiere de XerCD-FtsK y los sitios dif, para
resolver el dimero y de Topo IV para resolver los enlaces entre los monémeros. Figura adaptada a partir de Sherratt D.J., 2001.

5.2 Resolucién de dimeros plasmidicos.

El proceso de reparaciéon por recombinacién tam-
bién puede generar dimeros plasmidicos. El plasmido
ColE1 posee un sitio denominado cer, que le permite
aprovechar el sistema de resolucién Xer bacteriano
para asegurar la resolucion de sus dimeros. En este
caso, FtsK no participa del proceso de resolucion. El
plasmido utiliza otras dos proteinas bacterianas que
aseguran que la recombinacién catalizada por XerCD
s6lo pueda progresar en la direccién dimeros—mono-

meros. En otras palabras, las proteinas accesorias

ArgR y PepA aseguran la direccionalidad de la reac-
cién hacia la resolucién de dimeros plasmidicos
(Blakely G. et al., 1993; Blakely G. & Sherratt D.J.,
1996).

La generacién de dimeros reduce la cantidad de
copias del plasmido disponibles para repartir entre las
células hijas y por ende disminuye la estabilidad del
plasmido. Por lo tanto, la resoluciéon de dimeros cata-
lizada por XerCD-ArgR-PepA sobre los sitios cer de
ColE1, aumenta la estabilidad segregacional del plas-

mido al asegurar que éste se mantenga como moné-
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mero.

Se ha descripto la participacion de otros sistemas
de recombinacién especificos-de-sitio en la estabiliza-
cién de plasmidos. Tal es el caso de los sistemas
loxP-Cre del fago P1, mrs-ParA del plasmido RP4,
per-Per del plasmido R46, psi-XerCD del plasmido
pSC101 (Austin S. et al., 1981; Eberl L. et al., 1994;
Dodd H.M. & Bennett P., 1987, 1986; Cornet F. et al.,
1994).

En nuestro laboratorio se demostrd que el sistema
de resolucion res-TnpR del transposon y5 es capaz de
resolver dimeros de un plasmido, contribuyendo a la
estabilidad segregacional del mismo durante subculti-
VoS sucesivos en ausencia de presion de seleccion
(Bellani M. et al., 1997). Dado que este sistema de
resolucién se utiliza en una de las secciones de la
Tesis, a continuacién se provee informaciéon acerca
de las caracteristicas de este sistema de recombina-
cién especifico-de-sitio, asi como del transposén del

cual deriva.

5.3 Transposoén v3: sistema res-TnpR

yd (antes denominado Tn7000) pertenece a la
familia del transposén Tn3. Codifica por una transpo-
sasa denominada TnpA y un sistema de resolucién
especifico-de-sitio compuesto por la resolvasa TnpR
y el sitio res [Figura 28].

Transpone por un mecanismo replicativo que
puede dividirse en dos etapas [Figura 29]. En una pri-
mera etapa la transposasa forma un cointegrado
entre la molécula de ADN donante y el ADN blanco,
conteniendo una copia del transpos6n en cada unién
[A]. La segunda etapa es catalizada por el sistema de
recombinacién especifico-de-sitio. La resolvasa TnpR
realiza el intercambio de cadenas entre los sitios res
de cada copia del transposoén, resolviendo el cointe-
grado en una molécula de ADN donante intacta y una
molécula de ADN blanco conteniendo la copia del
tranposoén [B] (Sherratt D.J., 1989).

Transposon 3

tnpA  tnpR
< M
res
I Il Il
e -
Figura 28 Transposoén 3.

Los genes tnpA y tnpR que codifican para la transposasa y la
resolvasa respectivamente, se transcriben en direcciones opuestas
a partir de promotores que se encuentran dentro del sitio res. El
sitio res contiene tres sitios con repeticiones invertidas de 12 pb,
que constituyen sitios de unién a dimeros de TnpR. La recombina-
cién ocurre en el sitio 1.

j
ADN . transposicién /— | 5 x

_replicativa
blanco A\ TnpA
res | ; 2 cointegrado

e
donante

\— - -t

TnpR

resolucién
sitio-especifica

ADN blanco
conteniendo una copia
del transposon 18

Figura 29 Transposicién replicativa del transposén yd

¥3 transpone en dos etapas. [A] La primera etapa la cataliza la
resolvasa TnpA y resulta en la fusién del ADN donante y el blanco
para formar un cointegrado, que contiene una copia del transposén
en cada unién (proceso similar a la transposicion replicativa del
fago Mu). [B] La segunda etapa es un evento de recombinacién
catalizado por la resolvasa TnpR sobre los sitios res de las dos
copias del transposoén y resulta en la resolucién del cointegrado en
una molécula de ADN donante intacta y una molécula del ADN
blanco conteniendo una copia del transposén.

La resolvasa es el prototipo de la otra familia de
recombinasas especificas-de-sitio, las serin-recombi-
nasas. A diferencia de XerCD que realizan dos pares
de cortes simple cadena, pasando por una EH como
intermediario, TnpR realiza dos cortes doble cadena
concertadamente (uno en cada molécula de ADN a
recombinar) intercambia las cadenas y las religa
[Figura 25 B] (Grindley N.D.F., 1997).
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Figura 30 Resolucién catalizada por el sistema res-TnpR.
Restricciones topoldgicas.

TnpR requiere un sustrato superenrollado negativamente, conteniendo 2 sitios
res en la misma direccién. Los sitios res se han representado como flechas. Una
vez que la resolvasa se une como dimero a sus sitios de uniéon dentro de los sitios
res, se forma el complejo sinaptico, que contiene los dos sitios res entrelazados
entre si de manera de atrapar 3 cruces o nodos (regiones en las que se visualiza
una cadena sobre la otra). Una vez formado el complejo sinéaptico, la resolvasa
cataliza el corte e intercambio de cadenas generando como producto dos circulos
superenrollados (-) encadenados entre si por un solo enlace (catenane).

Se ha esquematizado en mayor detalle el complejo sinaptico para mostrar que
cada subsitio une un dimero de TnpR vy la interaccion entre los dimeros de TnpR
unidos a los sitios I, I y III permite atrapar los tres nodos superhelicoidales que

El sitio res contiene tres secuencias repetidas
invertidas que constituyen sitios de unién a dimeros
de TnpR [Figura 28]. El sitio I es el sitio de recombi-
nacion, en el que se realiza el corte e intercambio de
cadenas y los sitios accesorios 11 y Il aparentemente
son necesarios para formar el complejo sinaptico y
contribuyen a direccionar la reaccion hacia la resolu-
cion.

La reaccion de resolucion [esquematizada en la
Figura 30] puede dividirse en dos etapas: la sinapsis
y el intercambio de cadenas. Durante la sinapsis se
yuxtaponen los sitios de resolucién en un complejo
sinaptico compuesto por las regiones que contenie-
nen los sitios res y seis dimeros de TnpR. Durante el
intercambio de cadenas la resolvasa cliva las cade-
nas de ADN en el centro del subsitio 1 de cada sitio
res, reacomoda las cadenas por medio de una rota-
cion de 180° y las religa en la configuracion recombi-
nante.

El sistema res-TnpR tiene selectividad topolégica.

favorecen el intercambio de las cadenas.

La resolvasa TnpR requiere un sustrato superenrolla-
do negativamente, que contenga dos sitios res ubica-
dos en la misma direccién. El superenrollamiento (-)
asegura que se forme un complejo sinaptico con la
arquitectura correcta, dos sitios res entrelazados
entre si de manera de atrapar tres cruces o nodos
dentro del complejo sinaptico. El segundo efecto del
superenrrollamiento negativo parece ser la genera-
cion de un cambio conformacional dentro del comple-
jo sinaptico que permite la desnaturalizacion del sub-
sitio I rico en AT, en el que la resolvasa debe realizar
el corte para intercambiar las cadenas (Benjamin K.R.
et al., 1996).

Los productos de la reaccion de resolucion catali-
zada por res-TnpR son dos circulos superenrollados
negativamente, encadenados entre si por un solo
enlace. In vivo, Topo IV es la topoisomerasa encarga-
da de desenlazar los productos de resoluciéon
(Zechiedrich E.L. et al., 1997).

El requerimiento de superenrollamiento negativo y
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dos sitios res en la misma direccién, constituye una
sefal regulatoria que le otorga selectividad a la reac-
cion. El sistema de control topoloégico de la reaccién
de resolucion, probablemente evoluciond para asegu-
rar la resolucién de un cointegrado (que es un circulo
superenrrolado (-) conteniendo dos sitios res en la
misma direccién), permitiendo que se complete el
evento de transposicién replicativa.

El requerimiento de superenrollamiento negativo
solo puede ser reemplazado por el “anudado” o con-
catenacion de los sustratos (‘knotting” o “catenation’).
En otras palabras, TnpR también es capaz de actuar
sobre una molécula circular relajada que contenga

nudos o sobre dos moléculas circulares relajadas que

estén encadenadas entre si por mas de un enlace
(multiply-linked catenanes), siempre y cuando estas
dos moléculas contengan el sitio res en direcciones
opuestas. Esto no se verifica en el caso de la conca-
tenacion que experimentan los dos cromosomas hijos
en un intermediario de replicaciéon. En ese caso, los
dos sitios res se encuentran en la misma direccién,
por lo tanto estos intermediarios de replicaciéon no son
un sustrato adecuado para res-TnpR. Aun suponien-
do que res-TnpR pudiera catalizar el desanudado
entre dos cromatides hermanas en un intermediario
de recombinacién, generaria un “catenane’ que no
podria seguir procesando (Zechiedrich E.L.&
Cozzarelli N.R., 1992).
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6 El contexto recBC sbcBC

En Escherichia coli, las funciones de recombi-
nacion han sido clasificadas en dos sistemas: las vias
RecB y RecF de recombinacion, cada una de las
cuales involucra un conjunto diferente de proteinas
pre-sinapticas.

La via RecB es utilizada principalmente cuando
uno de los sustratos es una molécula de ADN conte-
niendo un extremo doble cadena. Tal es el caso de
horquillas de replicacion que colapsan al encontrarse
con una discontinuidad en una de las cadenas molde.
En estas circunstancias, uno de los brazos de la
horquilla se desprende como un extremo doble cade-
na. La proteina RecBCD modulada por los sitios
(sobre-representados con una polaridad definida a lo
largo del genoma bacteriano), puede procesar ese
extremo de ADNdc y facilitar el cargado de RecA
sobre el ADNsc que va generando, permitiendo la
reparacion por recombinacion de la horquilla colapsa-
da (Kowalczykowski S.C., 2001; Michel B., 2001).

La via RecF revierte mayor importancia en la repa-
racion de brechas simple cadena [SSG], que se gene-
ran durante la replicaciéon cuando la horquilla encuen-
tra una lesion en una de las cadenas molde. RecF
(con la ayuda de recR y RecO) es capaz de recono-
cer estos SSGaps y facilitar el ensamblaje del nucle-
ofilamento de RecA sobre el SSG para que pueda ini-
ciarse el proceso de reparacion por regresion de la
horquilla bloqueada.

Cada via seria responsable de reconocer y proce-
sar distintos sustratos que se generan como resulta-
do del bloqueo o colapso de una horquilla de repli-
cacion, en funcion de las propiedades de las protei-
nas pre-sinapticas involucradas en cada una de ellas.
Sin embargo, las dos via convergen en la via unica de
intercambio de cadenas que depende de RecA y tam-

bién comparten las proteinas responsables de la

migracion y resolucion de estructuras de Holliday, asi
como aquellas involucradas en el ensamblaje del pri-
mosoma de reparacion que permitira finalmente el
reinicio de la replicacion en el lugar en el que la
horquilla se habia atascado.

Cabe destacar, que esta clasificacion representa
una sobresimplificacion del tema, ya que actuaimente
se sabe que varias de las proteinas presinapticas
pueden participar de las dos vias. En una cepa salva-
je, las dos vias funcionan en paralelo, solapandose
parciaimente y le ofrecen a la célula un abanico de
posibilidades para procesar una horquilla de repli-
cacién danada (que se prevee puede adoptar multi-
ples estructuras en funcién de las caracteristicas de la
lesién o bloqueo que haya causado el dafio de la
misma).

Originalmente, la via RecF se descubrié como una
via altemativa capaz de restaurar aitos niveles de
recombinaciéon en mutantes recB. La inactivacion de
la enzima RecBCD genera células con una viabilidad
muy reducida (30-50% respecto de un contexto salva-
je), que presentan muy baja frecuencia de generacién
de recombinantes en ensayos de transduccion y con-
jugacion (baja eficiencia de recombinacion). La baja
viabilidad de estas mutantes se debe a su incapaci-
dad para reparar horquillas de replicacién que colap-
san al encontrarse con discontinuidades en alguna de
las cadenas molde.

Combinar la mutaciéon recB con una mutacioén en
el gen /ig, que codifica una Ligasa deficiente, resulta
practicamente letal para E. coli. Aparentemente, las
discontinuidades que se acumulan en el ADN de la
doble mutante, debido a la actividad deficiente de la
ligasa conduce al colapso frecuente de horquillas de
replicacion, y generan una dependencia de RecBC

para repararlas. El hecho de que sea posible incre-
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mentar varios 6rdenes la eficiencia de plaqueo de las
mutantes recB lig incubando las placas en anaerobio-
sis, sugiere que el metabolismo aerbdbico es el princi-
pal generador de lesiones en el ADN que conducen a
la frecuente desintegracién de horquillas de repli-
cacién y generan la necesidad de contar con la
maquinaria de recombinacién y reparacién para com-
pletar los ciclos de replicacion (Morimyo M. et al.,
1982).

Las mutantes recBC acumulan mutaciones supre-
soras en los genes sbcB y sbcC(D), que restauran la
viabilidad y la capacidad recombinogénica a niveles
practicamente equivalentes a los de una cepa salva-
je. La supresidbn es dependiente de RecQ (o
UvrD/HelD), RecJ, RecF, RecO y RecR.
Probablemente, la accién conjunta de la helicasa
RecQ (o de UvrD/HelD) y la exonucleasa simple-
cadena 5°-»3° RecJ, permita la conversion de un
extremo doble-cadena en un extremo simple-cadena
3’. Sin embargo RecQ es incapaz de cargar a RecA
sobre el ADNsc generado. Aparentemente, RecF,
RecO y RecR permitirian desplazar a SSB del ADNsc
facilitando la formacién del filamento de RecA nece-
sario para iniciar el proceso de reparacion.

De manera que, en ausencia de RecBCD fun-
cional, la via RecF puede sustituir sus funciones solo
si se inactivan las nucleasas codificadas por sbcB y
sbcCD (Templin A. et al, 1972; Lioyd R.G. &
Buckman C., 1988; Gibson F.P. et al., 1992).

sbeB codifica la Exonucleasa | [Exo 1], una exonu-
cleasa que degrada ADNsc, con polaridad 3'>5°. En
la seccién [2.2.2] se ha descripto su participacion en
el mecanismo de reparacion de ‘mismatches’ dirigida
por el patrén de metilacion (MMR). Se ha comproba-
do que esta proteina también posee actividad
dRPasa, por lo tanto participaria de la reparacién por
escision de nucledtidos (NER) (Templin A. et al 1972;
Sandigursky M. & Franklin WA., 1992, 1994).

Los genes sbcC sbcD se agrupan en un operén, y

codifican las proteinas SbcC y SbeD (Lloyd R.G. &
Buckman C., 1988; Gibson F.P. et al., 1992). SbcC
pertenece a la familia de proteinas SMC (Structural
Maintenance of Chromosomes o proteinas de man-
tenimiento estructural de los cromosomas). Dentro de
esta familia pertenece a la subclase implicada en
recombinacién, que incluye a la proteina Rad50 de
eucariotas, involucrada en el procesamiento de
cortes doble cadena. Por su parte, SbcD presenta
homologia con nucleasas involucradas en recombi-
nacion, tales como las proteinas Mre11 de levaduras
y humanos.

SbcC normalmente forma un complejo con SbeD,
que posee actividad de exonucleasa sobre ADNdc
(dependiente de ATP) y endonucleasa sobre ADNsc
(independiente de ATP). Esta ultima actividad parece
ser responsable de eliminar estructuras secundarias
formadas durante la replicacién de secuencias palin-
drémicas, mediante la generacion de un corte sobre
el ADNsc que adopta la estrcutura secundaria. La
posterior reparacién de los extremos doble cadena
generados por accion de SbcCD sobre el palindromo
parece requerir tanto de RecBCD como de funciones
de recombinacién involucradas en la via RecF. Por
ultimo, el complejo SbcCD también puede degradar
la cola simple cadena de un daplex de ADN (Connelly
S.C. & Leach D.R.F,, 1996; Connelly S.C. et al, 1998).

Para la actividad exonucleasa sobre ADNdc se
requiere de SbcC y SbcD. Pero la proteina SbcD
puede catalizar por si sola la actividad endonucleasa
sobre un ADNsc. Tanto mutaciones en sbcC, como
en sbcD (o la combinacién de ambas) pueden
suprimir las deficiencias de una mutante recBC. Por
lo tanto, lo que resulta indispensable para la supre-
sién serfa la inactivacion de la actividad exonucleasa
sobre ADNdc .

Se presume que la eliminaciébn de estas dos
Exol
degradacién a los extremos simple-cadena 3" gener-

nucleasas, y SbcCD, preserva de la
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ados mediante el procesamiento de extremos doble
cadena por accién de la exonucieasa ReclJ y la heli-
casa RecQ (o UvrD/HelD).

En sintesis, la mutacién recBC anula una de las
vias de recombinacion homéloga generando un
fenotipo Rec-, caracterizado por baja eficiencia de
recombinacién en ensayos de transduccion y conju-
gacion, sensibilidad exacerbada al dafio por UV y
baja viabilidad. Las mutaciones supresoras extra-
génicas sbcB y sbeCD, restauran la capacidad
recombinogénica celular, presumiblemente inactivan-
do nucleasas que pueden degradar intermediarios
generados por las proteinas pre-sinapticas de la via
RecF al procesar extremos doble cadena. Es decir,
habilitando a la via RecF de recombinacién para que
actie con mayor eficiencia sobre extremos doble
cadena. De manera tal que las células recBC sbcB

sbcCD recuperan tanto la viabilidad como la capaci-
dad de reparar darios al ADN [UVR] y la capacidad
recombinogénica caracteristicas de la cepa salvaje.
No obstante, exhibe un alto grado de filamentacion,
que indica que enfrenta problemas de segregacion.

La mutacién recBC anula la principal exonucleasa
celular (a veces denominada ExoV). Por lo tanto, la
cepa recBC sbcB sbcCD constituye un contexto
genético que permite amplificar procesos de repli-
cacién dependientes de recombinacién, ya que posee
un fenotipo Rec* y la deficiencia en RecBCD evita que
se degraden intermediarios de recombinacion conte-
niendo extremos doble cadena. En un contexto salva-
je estos intermediarios (en caso de carecer de un sitio
% Situado con la polaridad adecuada respecto del sitio
de entrada de RecBCD a la molécula de ADNdc)
serian degradados répidamente por RecBCD.
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7 Replicacion de plasmidos en el contexto recBC sbcBC: modelo en vigencia.

En 1986 A.J.Clark reportd que las preparaciones
de ADN plasmidico de células recBC sbcBC con-
tenian formas del plasmido de muy alto peso molecu-
lar. Al aislar ADN total de estas células y analizarlo
por southern-blot, hibridando con una sonda especifi-
ca para el plasmido, podia observar ademas de las
formas circulares monomeéricas y multiméricas esper-
ables, formas que migraban lentamente, a nivel de los
fragmentos de ADN gendmico (Cohen A. & Clark A.J.,
1986). En funcion de la lenta migracion estimé que se
trataba de formas de alto peso molecular y las
denomind con la sigla HMW (high molecular weight
plasmid forms). También detectaba otra sefal inusual
a la altura del origen de migracion [ver Figura 32].

En un intento de caracterizar estas formas del
plasmido traté las preparaciones de ADN total con
una enzima de restriccion para la cual existia un unico
sitio de corte en el plasmido y observo que todas las
formas del plasmido se convertian en una unica
banda correspondiente a monémeros lineales y un
chorreado de fragmentos de menor tamano. El
tratamiento con una exonucleasa especifica para
ADN con extremos doble cadena degradaba unica-
mente la forma HMW. Tanto las formas ccc
monoméricas como las multiméricas y aquellas que
permanecian en el origen resultaban inertes al
tratamiento con la nucleasa. Estos resultados lo lle-
varon a proponer que las formas HMW estaban con-
stituidas por multimeros lineales del plasmido. Sin
embargo, hasta ese momento no podia descartarse
que se tratara de multimeros circulares que resultaran
linealizados durante el proceso de extraccion (Cohen
A. & Clark A.J., 1986).

Unos afios mas tarde se comprobd la naturaleza

lineal de los multimeros utilizando la técnica de lisis

» - origen

- ‘ —— HMW

-8 -

formas
circulares

L L X K2
A. Cohen & AJ. Clark 1986.

Figura 32 Acumulacién de HMW en E.coli recBC sbcBC

Andlisis por southern de las formas moleculares del plasmido
pSB344 en distintas cepas de E.coli. Clark realizé6 preparaciones
de ADN total de distintas cepas (cuyos genotipos se indican en la
figura) conteniendo el plasmido pSB344 (derivado de pACYC184,
origen p15A). Sometio las preparaciones a electroforesis en un gel
de agarosa y posterior transferencia a una membrana e hibridacién
con una sonda radioactiva que detectaba especificamente el plas-
mido.

celular en tacos de agarosa y posterior analisis por
electroforesis en campo pulsatil (PFGE: Pulsed Field
Gel Electrophoresis) y southern-blot (Kusano K. et al.,
1989). Esta técnica, que consiste en lisar las células
una vez que han sido inmovilizadas en tacos de
agarosa, permite una lisis suave que mantiene la inte-
gridad de moléculas de ADN de gran tamano. Luego
un fragmento del taco de agarosa, se incluye en un
gel de agarosa y se lo somete a electroforesis en
campo pulsatil. Sélo pueden ingresar al gel moléculas
lineales de ADN.

Al analizar por esta técnica células recBC sbcBC
conteniendo un plasmido de tipo ColE1, Kusano y
colaboradores observaron que una proporcion impor-

tante del plasmido entraba al gel, mientras que el
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Figura 33: Analisis por PFGE.
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calles 1 y 10: marcador de PM,
cromosomas de levadura.

calle 2: cepa KD2190 sin plas-
K. Kusano etal. 1989| mido.

resto permanecia en el origen [Figura 33 B, calle 3],
comprobandose de esta manera que en dicho contex-
to genético, una fraccion de las moléculas del plasmi-
do estaba conformada por multimeros lineales de alto
peso molecular (Kusano et al. 1989). Si los tacos de
agarosa eran tratados previamente con Exolll, las for-
mas lineales desaparecian, mientras que las formas
gue permanecian en el origen no se veian afectadas
[B, calle 4]. Por otro lado, el tratamiento previo de los
tacos con una enzima de restriccion con un Unico sitio
de corte en el plasmido, convertia las dos formas del
plasmido en mondémeros lineales que entraban al gel
[B, calle 7]. Como control, procesaron en paralelo la
cepa carente de plasmidos y verificaron que el ADN
genomico permanecia intacto durante el proceso de
lisis de las células en el taco de agarosa y como tal no
lograba entrar al gel [Figura 33 A, calle 2].

En funcién de estos resultados se concluyd que en
células recBC sbcBC los plasmidos se involucraban
en procesos alternativos de replicacion que genera-
ban formas de alto peso molecular, en gran parte lin-
eales. En ese momento se postulé que las formas que

permanecian en el origen, podrian ser moléculas lin-

eales con extremos protegidos o moléculas lineales
con una estructura ramificada (Kusano K. et al,
1989).

En cuanto a los requerimientos genéticos,
A.Cohen (Silverstein Z. & A.Cohen, 1987) demostrd
que la helicasa DnaB era esencial para la generacion
de multimeros y distintos autores (Cohen A. & Clark
A.J., 1986; Niki H. et al. 1990; Kusano K. et al. 1989)
observaron que mutaciones en recA reducian
dramaticamente la acumulacion de HMW. En funcion
de estas observaciones, Clark formulé un modelo
para explicar la generacién de HMW que incluia even-
tos de recombinacién en los ciclos de replicacion del
plasmido (Cohen A. & Clark A.J., 1986). Propuso que
durante los ciclos de replicacion de tipo 0 (theta)
algun intermediario podria ser convertido en un circu-
lo abierto con una regién simple cadena redundante,
dando lugar al establecimiento de un proceso de repli-
cacion alternativo por un mecanismo de circulo
rodante, o modo o (sigma) [Figura 34]. En un contex-
to salvaje la actividad ExoV de RecBCD degradaria
los extremos lineales de la figura ¢ y las moléculas de

ADNdc lineal que pudieran generarse a partir de
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A. Cohen & A.J.Clark 1986

Figura 34: Modelo propuesto por A.J. Clark para explicar la generacién de HMW en el contexto recBC sbcBC.
No se hace referencia a SbcCD, ya que en ese momento se desconocia que la cepa JC7623 tenia también una mutacién

supresora en sbcCD.

éstas, mientras que Exol degradaria las regiones sim-
ple cadena redundantes de los circulos abiertos. En el
contexto recBC sbcBC, deficiente en las nucleasas
ExoV, Exol (y SbcCD), podria establecerse la repli-
caciéon por circulo rodante, dando lugar a la gen-
eracion de multimeros lineales del plasmido de muy
alto peso molecular.

RecA contribuiria a amplificar este proceso al
catalizar la invasion de monodmeros circulares del
plasmido por parte de multimeros lineales, generando
mas figuras ¢ que amplificaran el plasmido. Para
explicar la existencia de ADN plasmidico incapaz de
entrar en geles de agarosa (sefial en el origen) se

hipotetizd que los multimeros lineales del plasmido

podrian a su vez dar lugar a multiples inicios de repli-
cacion generando estructuras altamente ramificadas,
que serian incapaces de migrar en un gel de agarosa.
El modelo no hacia predicciones en cuanto a las pro-
teinas involucradas en cada uno de los pasos que lle-
varian al establecimiento de formas de replicacion
alternativas (Cohen A. & ClarK A.J., 1986).

En los afios subsiguientes se corrobord que en un
contexto recBC sbcBC, plasmidos con distintos ori-
gens de replicacion (p15A, pSC101 y oriC) generaban
HMW, al igual que los derivados de ColE1 (Silverstein
Z. & Cohen A., 1987).
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Hipo6tesis de trabajo

El presente trabajo propone caracterizar el fené-
meno de generacion y acumulacién de multimeros
HMW de plasmidos en Escherichia coli recBC sbcBC.
En el marco de la nueva visién imperante sobre la
estrecha relacién que existe entre las funciones de
replicacion, reparacion y recombinacién en bacterias,
se plante6 la siguiente hipétesis de trabajo: en el con-
texto recBC sbcB sbcCD la ausencia de RecBCD
(principal exonucleasa responsable de degradar
moléculas de ADN conteniendo Edc), posibilitaria la
acumulacién de intermediarios de replicacion dafa-
dos del plasmido.

En funcién del fenotipo Rec* de este contexto
genético, estos intermediarios de replicacion dafiados
podrian involucrarse en replicacién-mediada-por-
recombinacién (RDR), disparando un modo de repli-
cacién alternativo, independiente del origen del plas-
mido, que conduciria a la acumulacién de HMW.

En la primer etapa del trabajo se avanz6 en la car-
acterizacién del fenémeno de acumulacion de HMW

Objetivos planteados:

utilizando como herramienta un sistema de recombi-
nacién especlfico-de-sitio [res-TnpR]. El sistema de
complementacion disefado pemmitid partir de células
conteniendo una minima proporcion de HMW, para
analizar la cinética de generacion y acumulacion de
esto tipo de multimeros, en distintas condiciones de
crecimiento.

Luego se intentd definir las funciones esenciales
para la generacion de HMW en este contexto medi-
ante un analisis genético. Con este objetivo, se inac-
tivaron genes involucrados en los procesos celulares
de recombinacién y reinicio de la replicacién y se
analizé el efecto que producia inactivar estas fun-
ciones en la acumulacion de HMW.

Finaimente se integré la informacién genética y
fisiolégica recabada en un modelo para explicar la
generacion de multimeros HMW basado en un proce-

so de replicacién mediada por recombinacion.

Q Caracterizacién del fen6meno de generacion y acumulacién de HMW en el contexto recBC sbcBC.

O Determinacion de las funciones esenciales para la generacién de HMW.

Q Elaboracién de un modelo para explicar la generacion de HMW en el marco teérico vigente acerca de la

interrelacion replicacion / recombinacién.
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- Pero, ¢no es muy oscuro el sétano?
- La verdad no entra en un entendimiento rebelde. Si todos los

lugares de la tierra estan en el Aleph, ahi estaran todas las luminarias,
todas las lamparas, todos los veneros de luz.

- Iré a verlo inmediatamente.

J.L.B., El Aleph.
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Resultados - Capitulo 1

1. Caracterizacion del fenomeno de acumulaciéon de HMW en el contexto recBC sbcBC

1.1. Puesta a punto de un sistema de complemen-
tacion basado en el sistema de resolucion res-
TnpR.

1.1.1 res-TnpR es capaz de evitar que un plasmido
acumule HMW en el contexto recBC sbcBC

La cepa JC7623 [recBC sbcBC] suele usarse
como huésped para analizar la cinética de segre-
gacion de plasmidos, ya que en este contexto genéti-
co los plasmidos se pierden mas rapidamente durante
subcultivos sucesivos en ausencia de presion de
seleccion. Durante el transcurso de un estudio sobre
el efecto estabilizador del sistema de resolucién
especifico-de-sitio del transposon y8, se observo que
la inclusion de este sistema de resolucién en un plas-
mido evita que el mismo acumule HMW en el contex-
to recBC sbcBC.

En la Figura 35 se puede observar que el plasmi-
do pUC19 acumula grandes cantidades de HMW en
E.coli JC7623 [calle 2]. Por el contrario, derivados del
mismo conteniendo una copia completa del transpo-
son y3 [calle 3] 0 Unicamente su sistema de resolucién
res-TnpR [calle 4], permanecen mayoritariamente
como monodmeros circulares.

En cuanto al plasmido pUC19, cabe aclarar que
posee un origen pMB1, derivado de ColE1. Su sis-
tema de control de nimero de copias determina que
en un contexto salvaje se mantengan aproximada-
mente 200 copias del plasmido por célula [seccion
1.2.2 Introduccién]. Dado que carece de sitio cer, el
plasmido pUC19 no puede utilizar el sistema Xer bac-
teriano para resolver sus dimeros [seccion 5.2
Introduccién].

Tal como se adelanté en la seccién 5.3 de la
Introduccion, el transposon y56 pertenece a la familia
del Tn3, que se caracteriza por un mecanismo de

transposicion replicativo. El primer paso del proceso

Figura 35: res-TnpR evita que el plasmido acumule HMW en el
contexto recBC sbeBC.

Se analizaron las formas de los distintos plasmidos en la cepa
JC7623 por southern, siguiendo la técnica detallada en la seccién
materiales y métodos. Cada cepa fue cultivada en caldo LB suple-
mentado con Ampicilina 100ug/ml. Transcurridas 24 horas de culti-
vo, se realizé una extraccién de ADN total y se sometieron canti-
dades equivalentes de ADN total (2j1gr) de cada cepa a electrofore-
sis en un gel de agarosa. Luego el ADN fue transferido a una mem-
brana de nylon y se realizé una hibridacién con una sonda que
reconoce especificamente al plasmido [sonda Ap299]. La deteccién
se realizé por quimioluminiscencia.

de transposicion es catalizado por la transposasa e
involucra la formacién de un cointegrado entre la
molécula donante y la receptora, con una copia del
transposon en cada una de las uniones. El segundo
paso consiste en resolver este cointegrado en una
molécula donante intacta y una molécula receptora
conteniendo una copia del transposoén. La resolucién
del cointegrado es catalizada por la resolvasa TnpR
actuando sobre el sitio de resolucion res presente en
cada una de las copias del transposon.

El mecanismo molecular del proceso de resolucion
ha sido estudiado en detalle y se ha comprobado que
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la resolvasa TnpR del transposén y8 posee estrictos
requerimientos topoldgicos para actuar: requiere un
sustrato circular, superenrrollado negativamente que
contenga dos sitios de resolucion res en la misma
direccién. Esta topologia definida del sustrato permite
un correcto posicionamiento de los sitios res dentro
del sinaptosoma, favoreciendo la resolucion [Figura
27, seccion 5.3 Introduccion].

Un dimero circular del plasmido cumple con estos
requerimientos, posee dos sitios res en la misma ori-
entacién y en un contexto Topo® estara superenrrolla-
do negativamente (en mayor o menor grado dependi-
endo de las condiciones de cultivo y la fase de crec-
imiento). De ahi, que la presencia del sistema de res-
olucién res-TnpR en el plasmido le permita manten-
erse casi exclusivamente como monémero, ya que
resuelve los dimeros o multimeros que puedan gener-
arse en mondmeros con una alta eficiencia; equiva-
lente a lo que ocurre con dif / XerCD en el caso del
genoma bacteriano.

En el contexto recBC sbcBC, que es esencial-
mente Rec*, se generan multimeros circulares del
plasmido por recombinacién homéloga. Si el plasmido
posee un sistema de resolucion, los multimeros circu-
lares podran ser resueltos nuevamente en
monoémeros. En funcion de las caracteristicas de las
formas HMW (ADN lineal o ramificado) y los requer-
imientos topolégicos de la resolvasa TnpR, puede
preverse que el HMW no seria un sustrato adecuado
para el sistema res-TnpR. Tampoco lo serian ninguno
de los intermediario propuestos por Clark para la gen-
eracion de HMW (circulos abiertos, figuras sigma,
moléculas lineales).

La capacidad de res-TnpR de evitar que se acu-
mule HMW en el contexto recBC sbcBC puso en evi-
dencia que el modelo propuesto para explicar la gen-
eracion de HMW en este contexto genético probable-
mente no fuera acertado. A la vez, plante6 la posibili-
dad de utilizar el sistema res-TnpR como una her-

ramienta para caracterizar el mecanismo de gen-
eraciéon de HMW.

1.1.2 Puesta a punto de un sistema de comple-
mentacion para estudiar el fenémeno de acumula-
cion de HMW

1.1.2.a El plasmido reporter pUC::res

Se construy6 el plasmido reporter pUC::res, inser-
tando el sitio de resolucién res en el sitio de clonado
del plasmido pUC19 [Figura 36].

Sall
Hindiil

e res
I I ~Sal
BamHl

1 EcoRt

pUC19::res

2847bp

Ap"
Figura 36: Plasmido reporter pUCres.

Para realizar los ensayos de complementacion
que se describen en las siguientes secciones se
transformé la cepa JC7623 [recBC sbcBC] con el
plasmido reporter pUC::res y un segundo plasmido
compatible que expresara TnpR en forma constitutiva
o regulable.

La metodologia empleada para analizar la acumu-
lacién de multimeros involucra los siguientes pasos
[para una descripcion mas detallada ver la seccion
2.1 de Mat. y Métodos]:

% aislamiento de ADN total.

% tratamiento de las preparaciones con una enzima
de restriccion que fraccione el ADN genémico bacte-
riano y linealice el segundo plasmido, para evitar que
éstos interfieran en la deteccion de las formas HMW

del plasmido reporter.
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>

% separacion del ADN por electroforesis en gel de
agarosa.

% transferencia del ADN a una membrana de nylon.
% hibridacién con una sonda que detecta especifi-
camente al plasmido reporter.

%+ deteccion por quimioluminiscencia.

+ analisis densitométrico para determinar el porcen
taje de formas HMW del total de ADN plasmidico en
cada preparacion (%HMW) o bien la relacién de for-
mas HMW respecto de las formas circulares (HMW /

FC).

1.1.2.b Complementaciéon con pACYC::tnpR:
expresion constitutiva de TnpR.

El primer ensayo de complementacion se realizd
con el plasmido pACYC::tnpR. Este plasmido posee
un marcador de resistencia a cloranfenicol y contiene
el gen tnpR bajo control del promotor de tetraciclina
[Pet), cuya expresion es constitutiva.

Se incubaron las distintas cepas durante 24 horas
en medio LBaxcm @ 32 °C, se extrajo ADN total y se
analiz6 la distribuciéon del plasmido reporter pUCres
en sus distintas formas, siguiendo la metodologia
delineada en la seccién anterior. Tal como puede
verse en la Figura 37, la complementacién en trans
utilizando el plasmido pACYC::tnpR logra evitar que
el plasmido reporter pUC::res acumule una gran pro-
porciéon de multimeros HMW en el contexto recBC
sbcBC [calle 6). Por el contrario, no tiene ningun efec-
to sobre el vector carente de sitio de resolucién [pUC],
que se acumula principalmente como HMW [calle 5].

De esta manera se verifico que la expresion en
trans de TnpR a partir de un plasmido compatible
puede evitar la acumulacién de multimeros del plas-
mido reporter, con la condicién de que éste porte el
sitio de resolucion res.

Se planted la necesidad de construir un pldsmido
compatible con pUC::res que permitiera regular la

expresion de TnpR.

+pACYC::thpR

o ey 2
§ ¢ 9§
JCT623/ Sl

i

o dh
formas

circutares

L W s

Loedian vl 508

Figura 37: complementacion con pACYCtnpR: expresion
constitutiva de TnpR

Se cultive las distintas cepas en LBAp(Cm) a 32°C.
Transcurridas 24 horas, se analizé el plasmido reporter por sou-
thern-blot hibridando con una sonda especifica para el pUC (sonda
Ap299).

1.1.2.c Complementacién con pGH156: expresion
inducible de TnpR [promotor Pacuvs]

Se realizd un primer intento de complementacion
con un plasmido de expresion inducible, utilizando el
plasmido pGH156, que porta el gen tnpR bajo control
del promotor Pwcuvs. Este promotor se puede inducir
por el agregado de IPTG al medio de cultivo [Figura
38 A].

Se analiz en paralelo la complementacion con el
plasmido pGH252, que expresa la mutante catalitica
TnpR[R68H] en la que se ha sustituido la arginina 68
por histidina. Esta mutante posee una afinidad por el
sitio de resolucién similar a la de la proteina salvaje
(con una constante de afinidad del mismo orden) y
mantiene la capacidad de formar el sinaptosoma. Sin
embargo, carece de la actividad catalitica que le per-
mita realizar el corte e intercambio de cadenas, nece-
sario para completar la recombinacion especifica de
sitio [Hughes R.E. et al 1990].
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Figura 38: Complementacion con pGH156 y pGH252

Se cultivaron las cepas:

MB1042: JC7623/ pUCres

MB1027: JC7623/ pUCres pGH156

MB1028: JC7623/ pUCres pGH252

en tres condiciones: LB, LB glucosa 0,2% y LB IPTG 1mM.

Todos los cultivos se realizaron con presion de seleccion.
Transcurridas 24 horas de cultivo, se analizé el plasmido reporter
pUCres por southern-blot.

Se analizaron las cepas MB1042, MB1027 y
MB1028 en tres condiciones de cultivo: LB, LB glu-
cosa 0,2% y LB IPTG 1mM (mas detalles metodologi-
cos al pie de la Figura 38).Tal como era de esperar, la
expresion en frans de la mutante catalitica
TnpR[R68H], a partir de pGH252, no logra evitar que
el plasmido reporter acumule HMW [Figura 38 B,calle
8: JC7623/pGH252 pUCres en LB IPTG]. Por otro
lado, la expresion de la resolvasa salvaje, a partir de
pGH156, reduce al minimo la acumulacion de HMW
del plasmido reporter [calle 5. JC7623/pGH156
pUCres en LB IPTG].

Por lo tanto, hace falta el sitio de resolucién en cis
y TnpR funcional, para evitar que un plasmido acu-
mule HMW en el contexto recBC sbcBC.

Sin embargo, en el caso de la cepa MB1027 en la
condicion [LB glucosa], en la que deberia reprimirse
la expresion de TnpR a partir de pGH156, también se

observa una proporcion disminuida de HMW respec-

cepa MB1042 MB1027 MB1028

TnpR TnpR; .
pUCres pUCres pUCres
PN

—

pUCres

pUC.res
pGH156 [TnpR wt]
pGH252 [TnpR RE8H]

5  LBgu02% Sl
5 LB +
8 LBIPTG tmM 8 + e + R
% HMW 96 94 50 |39 24 98 99 98 - -

[A] Plasmidos pGH156 y pGH252.

[B] Analisis del plasmido reporter pUCres, por southern.

[C] Deteccion de TnpR por western blot. Analisis de la expresion de
TnpR a partir del plasmido pGH156, durante la fase exponencial
(FExp.) y a las 24 horas de cultivo (FE), en las condiciones LB
IPTG 1 mM y LB glucosa 0,2%.

[D] Ensayo de resolucion in vivo, utilizando el plasmido reporter
pGH436, para evaluar la expresion de TnpR a partir del plasmido
pGH156, en LB IPTG y LB glucosa 0,2%.

to de la cepa control conteniendo unicamente el plas-
mido reporter [comparar calle 3 con calle 1]. Al pare-
cer, el agregado de glucosa al medio no logra reprim-
ir totalmente la expresion de TnpR. Esta observacion
fue confirmada por western-blot utilizando un anti-
suero especifico para TnpR y mediante ensayos de
resolucion in vivo utilizando el plasmido pGH436
como reporter [Figura 38 C y D]. Se dan mas detalles
sobre el ensayo de resolucion in vivo utilizando el
plasmido pGH436 en la siguiente seccion [Fig. 41A]
En funcion de estas observaciones se decidid
construir un plasmido que permitiera inducir o reprimir
totalmente la expresion de TnpR de acuerdo a las

condiciones de cultivo empleadas.

1.1.2.d Complementaciéon con pBAD::tnpR: expre-
sion regulable de TnpR [promotor Pgao]
Se construyd el plasmido pBAD::tnpR, a partir del

vector pBAD33, que posee un origen de replicacion
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Figura 39: Plasmido pBAD-tnpR

derivado del plasmido pACYC184 y un marcador de
resistencia a cloranfenicol. El gen tnpR fue puesto
bajo control del promotor Pgap, que se encuentra suje-
to a regulacién positiva y negativa por parte del regu-
lador AraC [Figura 39]. La expresion a partir de este
promotor puede ser inducida por el agregado de ara-
binosa al medio o reprimida por el agregado de glu-
cosa. Al plasmido pBADtnpR se le verifico:

<+ expresioén regulable de TnpR: por western blot
utilizando un antisuero especifico para TnpR. Se
comprob6 que en los extractos proteicos de la cepa
[JC7623/ pBAD-tnpR)], preparados a partir de cultivos
de 24 horas en LB glucosa 0,2%, no se detectaba
TnpR. Mientras que aquellos preparados a partir de
cultivos en LB arabinosa, daban una senal cuya inten-
sidad se relacionaba con la concentracion de arabi-
nosa en el medio [Figura 40].

+ funcionalidad de la resolvasa expresada:
mediante un ensayo de resolucién con el plasmido
reporter pGH436 (Stark W.M. et al. 1991). El plasmi-
do pGH436 posee un gen de resistencia a tetraciclina
flanqueado por dos sitios res, en la misma orientacién
[ver Figura 41 A]. En presencia de TnpR funcional, la
recombinacién sitio-especifica catalizada por la
resolvasa elimina el fragmento flanqueado por los
sitios res y se pierde el gen de resistencia a tetracicli-
na. Por lo tanto aquellas células en las que se induce
la trascripcion de tnpR y se produce TnpR funcional,

se vuelven sensibles a la tetraciclina. Para realizar los

JC7623 / pBADtnpR
24 hs in LB, suplementado con

arabinosa
0,02% 0,2%

glucosa
0,2%

e et

Figura 40: Deteccién de TnpR por western.

En LB glucosa 0,2% no se expresa TnpR a partir de pBADtnpR.
En LB arabinosa, la expresion de TnpR a partir de pBAD#npR es
proporcional a la concentracion de arabinosa.

A
res res
Tet célula
Tet" Ap®
plasmido pGH436
TnpR
res | célula
‘-l—;» — | Tet® Ap"
|
B
HB101/pGH436+pBAD-tnpR
P P P % resolucion

en LBeycunp *

Glucosa 0,2% 0.2 + 0,04
Arabinosa 0,2% 100,0 = 0,01
Arabinosa 0,02% 9%,0 + 3
Arabinosa 0,002% 417 + 18
Arabinosa 0,0002% 3.5 10
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Figura 41: Ensayo de resolucién in vivo.
[A] Esquema del experimento
[ByC] Resultados: porcentaje de resolucioén del plasmido reporter
en funcién de las condiciones de cultivo. Se promediaron los valo-
res de % resolucion de tres experimentos independientes. Las
barras de error representan la desviacion estandard.
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ensayos de resolucion in vivo se utilizé la cepa HB101
[recA56] que es defectiva en recombinacién homalo-
ga, de manera de asegurarse que las deleciones se
debieran a recombinacion sitio-especifica catalizada
por TnpR. El %Resolucién es una medida de la expre-
sién y funcionalidad de TnpR expresada a partir del
plasmido pBAD-tnpR en funcién de la presencia de
arabinosa o glucosa en el medio de cultivo.

En la Figura 41B se puede observar que en pres-
encia de glucosa no se detecta resolucién del plasmi-
do reporter pGH436, indicando que en esta condicién
esta totalmente reprimida la expresion de TnpR a par-
tir del plasmido pBADtnpR. Por otro lado, el porcenta-
je de resolucion aumenta en forma directamente pro-
porcional a la concentracion de arabinosa en el
medio, para concentraciones de arabinosa que van
desde 0,0002 a 0,02 %. Por lo tanto en este rango de
concentraciones la induccion de la transcripciéon de
tnpR es proporcional a la concentracion de arabinosa
[Figura 41C].

En sintesis, el plasmido pBADtnpR permite regular
la expresion de TnpR por el agregado de arabinosa
/glucosa al medio de cultivo. La suplementacién del
medio con glucosa 0,2% reprime totalmente la expre-
sién de TnpR [ausencia de sefal en el westermn y reso-
lucién nula en el ensayo de resolucion]. La suplemen-
tacién con arabinosa induce la expresion de TnpR, en
forma proporcional a la concentracién de arabinosa
en el medio [0,02-0,002%]. El ensayo de resolucion in
vivo, corrobora que la proteina TnpR expresada a

partir del plasmido pBADtnpR es funcional.

1.1.2.e Ensayo de complementacién con el plas-
mido pBADtnpR

Una vez verificado el plasmido se realizé un ensa-
yo de complementacién. La cepa JC7623 fue trans-
formada con pBAD:tnpR y el plasmido reporter
pUC::res. Se realizaron cultivos en caldo LB conte-

niendo glucosa o arabinosa. Transcurridas 24 horas

- JC7623/pUCres pBADInpR
. 24hsenlB.,, :
0.2%glu  002%ara

« HMW

ORI T S

e 8 TR
Figura 42: Ensayo de complementacién con el plasmido
pBADtnpR

Se cultivé la cepa MB1026 [JC7623/pUCres pBADtnpR] durante
24 horas en LBsxcm suplementado con glucosa o arabinosa.
Transcurridas 24 horas de cultivo, se analizé la distribucién del
plasmido reporter pUCres en sus distintas formas por southern-

blot. Se presentan los resuitados de un experimento en el que se
analizaron duplicados de cada condicién de cultivo.

de cultivo, se evalud la distribucién del plasmido
reporter pUC::res en sus distintas formas.

Puede observarse que el crecimiento en presencia
de glucosa, que reprime la expresion de TnpR a par-
tir de pBAD::tnpR, resulta en acumulacion de HMW
del plasmido reporter. Mientras que el crecimiento en
presencia de arabinosa, que induce la expresion de
TnpR, evita que el plasmido reporter acumule
multimeros [Figura 42].

De esta manera se concreté la puesta a punto de
un sistema de complementacién que permitiera estu-
diar la acumulacion de HMW del plasmido reporter
ante la induccién/represion de la expresiéon de TnpR.
Este sistema se utiliza en las siguientes secciones,
para analizar la cinética de acumulacion de HMW en

el contexto recBC sbcBC.
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Figura 43: Cinética de acumulacion de HMW durante la fase
exponencial.

Se cultivé la cepa MB1026 [JC7623/pUC::res pBAD::tnpR]
durante 24 horas en caldo LBcmap suplementado con arabinosa,
con el propésito de obtener células que contuvieran un bajo por-
centaje de HMW del plasmido reporter. Estas células fueron uti-
lizadas para inocular cultivos en caldo LBcma, suplementado con

2 ' JC7623/pUC res pBADInpR
Sty I! [%HMW] <20%
» ~ 'muestras
i 24 hs
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0.2% 0,02%
glucose arabinose
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S e e J
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glucosa 0,2% o arabinosa 0,02%, que fueron incubados durante 24 horas en un bafio a 30 °C, con agitacion (180 rpm). Durante el trans-
curso del experimento se tomaron muestras cada hora para determinar la densidad éptica (DO) y a las 0, 2, 5, 8 y 24 horas para analizar
la formas del plasmido reporter. [A] Se presentan las curvas de crecimiento en las dos condiciones de cultivo. En la region superior del gra-
fico se indican los tiempos de toma de muestras para analizar el plasmido. [B] Anélisis de las formas del plasmido pUCres durante el tran-
scurso de la fase exponencial y transcurridas 24 horas de cultivo en cada condicién.

1.2 Analisis de la cinética de acumulacién de
HMW utilizando el sistema de complementacion
pUCres/pBADtnpR

1.2.1 Cinética de acumulaciéon de HMW durante la
fase exponencial

Se cultivd la cepa MB1026 [JC7623/pUC::res
pBAD::tnpR] durante 24 horas en caldo LB suplemen-
tado con arabinosa, con el propdsito de obtener célu-
las que contuvieran un bajo porcentaje de HMW del
plasmido reporter. Estas células fueron utilizadas
para inocular cultivos en caldo LB suplementado con
glucosa 0,2% o arabinosa 0,02%. Durante el transcur-
so del experimento se tomaron muestras cada hora
para determinar la densidad éptica (DO) y a las O, 2,
5, 8 y 24 horas para analizar la formas del plasmido

reporter [Figura 43].

Se esperaba observar un incremento en la propor-
cién de HMW del plasmido pUCres durante el crec-
imiento en [LB glucosa), condicién en la cual esta
reprimida la expresion de TnpR. En la figura puede
observarse que, contrariamente a las expectativas,
durante el transcurso de la fase exponencial no se
registra un aumento significativo en la proporcién de
multimeros HMW del plasmido reporter en ninguna de
las dos condiciones de cultivo. Sin embargo, en la
muestra correspondiente a 24 horas de cultivo en [LB
glucosa] se detecta un alto porcentaje de HMW.

Estos resultados parecian indicar que en ausencia
de un sistema de resoluciéon activo, el plasmido
reporter comenzaba a acumular multimeros después
de transcurridas 8 horas de cultivo en [LB glucosa],
una vez culminada la fase exponencial de crecimien-

to. Se decidid, entonces, repetir estos experimentos

73




Resultados - Capitulo 1

B - JC7623/pUC::res pBADnpR
[%HMW], <20%

P
L A

LB, glucosa 0,2% LB..s, arabinosa 0.02%

A AL AL . 4
Viabilidad [ufc/ml /DO]

; ! r 1 f 1
L7 11 13 14 16 18 21 38 Hs 1113 14 16 18 21 38 Hs

0 5 10 15 20 36 m‘...--na-—-
tiempo(horas) t e
DO glu —e—DO ara /3

#— viabilidad glu —&— viabilidad ara A

o :
- ——-— . o
e — - - | ot

s s G S s S B

Figura 44: Cinética de acumulacién de HMW durante la FE. o - 855 80

Se cultivo la cepa MB1026 [JC7623/pUCres pBADtnpR] durante 24
horas en caldo LBascn Suplementado con arabinosa 0,02%, con el
objeto de obtener células que contuvieran un bajo porcentaje de HMW del plasmido reporter. Estas células fueron utilizadas para inocular
erlenmeyers conteniendo caldo LBascn Suplementado con glucosa 0,2% o arabinosa 0,02% (DOi 0,2), que fueron incubados en un bafio a
30 °C, con agitacion (180 rpm). A partir de las 11 horas de cultivo, se tomaron muestras para

-Medir DO a 600nm: Se han solapado las curvas de crecimiento exponencial caracteristicas para cada condicion de crecimiento (en color
mas claro) a modo de referencia.

-Estimar viabilidad [cfu/m| / DOJ: se realizaron diluciones seriadas y plaqueo en LB-agar (SIN antibiéticos) para determinar ufc/ml. Luego
se calcularon las ufc/ml por unidad de densidad 6ptica.

-Analizar la distribucién del plasmido pUCres en sus distintas formas: se trataron 4 ug de cada lisado total con EcoRV, para digerir el ADN
cromosémico y linealizar el plasmido pBAD::tnpR, con el objeto de evitar que interfirieran en la detecciéon del HMW del plasmido reporter.
Luego se separ6 el ADN (2ug ADN total digerido en cada calle) en un gel de agarosa y se transfirié a una membrana de nylon. Se realizé

una hibridaciéon con una sonda especifica para el plasmido reporter pUCres y se revel6 por quimioluminiscencia.

tomando muestras a partir de las 11 horas de cultivo.

1.2.2 Cinética de acumulacion de HMW durante la
fase estacionaria.

Se repitié el mismo tipo de experimento detallado
en la seccion anterior, con la diferencia que se
comenzod a tomar muestras a partir de las 11 horas de
cultivo, una vez que las células habian dejado de
dividirse. Se tomaron muestras durante las primeras
10 horas de la fase estacionaria [FE] para medir den-
sidad 6ptica [DO], analizar la distribucion del plasmi-
do pUCres en sus distintas formas y estimar la viabil-
idad del cultivo.

En la Figura 44 queda en evidencia que, al cultivar
la cepa MB1026 en un medio rico suplementado con

glucosa 0,2% [LB glu], condicién en la cual esta

reprimida la expresion de TnpR, se generan y acumu-
lan multimeros HMW del plasmido pUCres entre las
11 y las 20 horas de cultivo, ya dentro de la fase esta-
cionaria. El aumento en la proporcién de HMW se co-
rrelaciona con una disminucion de la viabilidad del
cultivo. Si se prosigue analizando las formas del plas-
mido pUCres en los dias sucesivos, la proporcion de
muiltimeros no continda incrementando (datos no
mostrados), de manera que la acumulacion de HMW
parece ser un fendmeno que se desrrolla durante las
primeras horas de la fase estacionaria.

Por el contrario, después del crecimiento en [LB
arabinosa], condicidon en la cual se induce la expre-
sion de TnpR, no se registra un aumento neto en la
proporcion de HMW durante la FE y la viabilidad del

cultivo se mantiene constante.
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Se ha reportado que E. coli experimenta un pico
de actividad replicativa al entrar en FE luego de un
‘up-shift” nutricional de medio minimo a caldo LB.
Dicha actividad replicativa es transiente, depende de
RecA y se ha clasificado como un caso especial de
cSDR (replicacion estable del ADN, constitutiva) que
se da en un contexto salvaje al entrar en la FE
después de que las células han sido sometidas a un
cambio sustancial en las condiciones nutricionales
(transferencia de MM a LB; Hong X. et al. 1996). Se
considero la posibilidad de que las células recBC
sbeBC experimentaran algun tipo de ‘replicacion
estable del ADN" (SDR) al entrar en fase estaciona-
ria, que diera como resultado la replicacion desregu-
lada e indiscriminada tanto del plasmido como del
genoma bacteriano. Para descartar esta posibilidad
se analizd la actividad replicativa de las cepas
MB1026 y JC7623 al entrar en FE.

1.2.3. Evidencias de actividad replicativa durante
la fase estacionaria [FE]

Se analizé la actividad replicativa de las cepas
MB1026 y JC7623, al entrar en FE después de 9
horas de crecimiento en [LB glucosa). La cepa
MB1026 [JC7623 / pUCres pBADtnpR] fue cultivada
en LBcmap glucosa 0,2%, condicion en la que se
observa maxima acumulaciéon de HMW del plasmido
pUCres durante la FE. Como control se analizé la
cepa JC7623 cultivada en LB glucosa 0,2%. A partir
de las 9 horas de cultivo, se tomaron muestras a dis-
tintos tiempos para medir DO, analizar las formas del
plasmido pUCres y estimar la actividad replicativa en
cada punto, midiendo incorporacién de [*H]-timidina al
material precipitable con &cido.

Al analizar la cepa MB1026, se observa un pico de
incorporacion de [*H]-timidina que se correlaciona en
el tiempo con el incremento en la proporcion de HMW
del plasmido pUCres [Figura 45]. Por otro lado la cepa

control JC7623 (sin plasmidos) presenta una activi-
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Figura 45: Actividad replicativa y analisis por southern del
plasmido pUCres:

Para estimar la actividad replicativa a distintos tiempos, se some-
ti6 una alicuota de 500yl del cultivo a un pulso de [H*}-timidina de
10 uCi/ml [82 Ci/mmol] en un bafio termostatizado durante 15 minu-
tos. Luego, 100 pul de estas células fueron diluidas en 4 ml de TCA
5%. Finalmente se determiné la [*H]}-timidina incorporada al mate-
rial precipitable en acido en un contador de centelleo. Para mas
detalles metodoldgicos referirse a seccion 2.6 de Mat. y Métodos.
Se han graficado las curvas de DO y las curvas de dpm/DO para
cada cepa. En la figura incorporada dentro del grafico, se incluyé el
analisis por southern blot del plasmido pUCres en la cepa MB1026.

dad replicativa basal, aproximadamente 10 veces
menor a la registrada para la cepa MB1026. Este nivel
de actividad replicativa resulta coherente con una
actividad de reparaciéon y mantenimiento del ADN cro-
mosémico, esperable para células que se no estan en
crecimiento [Foster P-L. 1999, Bridges B.A. 1997,
Tang et al. 1979, Bridges B.A. & Ereira S. 1998]. Este
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resultado implica que la actividad de sintesis de ADN
observada para la cepa MB1026 en [LB glu], durante
la fase estacionaria, no se debe a una exacerbada
actividad replicativa de fase estacionaria inherente al
contexto genético, sino que esta disparada por la
presencia de los plasmidos. Se descarta la posibilidad
de que la generacion de HMW sea el resultado de un
fenémeno de ‘replicacién estable del ADN’ [SDR] que
se dispara en el contexto recBC sbcBC al entrar en
FE.

Estos resultados confirman que después del creci-
miento en [LB glu], el HMW se genera por replicacion
de novo del plasmido, durante las primeras horas de
la fase estacionaria. Las referencias existentes en la
bibliografia sobre replicacién en bacterias que no se
encuentran en activa division, estan relacionadas con
la replicacion de plasmidos en células limitadas en
aminoacidos [Wrobel B. & G. Wegrzyn, 1998] y tam-
bién con el fenébmeno de amplificacién adaptativa
[Hastings P.J. et al. 2000].

Utilizando el sistema de complementacion
[pUCres pBADtnpR] se ha comprobado que cuando
las células recBC sbcBC alcanzan la FE, después del
crecimiento en condiciones que reprimen la expresion
de la resolvasa TnpR, se dispara una actividad
replicativa transiente que se prolonga durante 10
horas y resulta en un incremento en la proporcién de
HMW del plasmido reporter pUCres. ¢ Qué ocurre
después del crecimiento en una condicién que induz-
ca la expresion de la resolvasa ? Se ha comprobado
que, en tal condiciéon, no aumenta la proporcién de
HMW durante la FE. La presencia del sistema de re-
solucion activo podria lograr ésto evitando que se dis-
pare la actividad replicativa de FE o simplemente ase-
gurando que la replicacion del plasmido se atenga a
los controles normales de inicio de la replicacion, al
garantizar que los multimeros que puedan generarse
sean resueltos en mondémeros. Si el sistema res-

TnpR logra evitar que se dispare la actividad replica-

tiva de FE, seria una evidencia de que los multimeros
circulares son intermediarios necesarios en la gene-
racion de HMW.

1.2.4. 2 Un sistema de resolucién activo evita que
se dispare la actividad replicativa de FE ?

Con el objeto de averiguar si un sistema de resolu-
cién activo evita que se dispare la actividad replicati-
va de FE se analizé la cepa MB1026 [JC7623/pUCres
pBADtnpR] en tres condiciones de cultivo: [LB], [LB
giu] y [LB ara]l. Se incluyé como control la cepa
JC7623, sin plasmidos, cultivada en [LB glu]. Ver
esquema del experimento en la Figura 46.

[LB ara] vs [LB]

Si bien después del crecimiento en [LB Ara], no se
observa un incremento importante en la proporcion de
HMW del plasmido pUCres, se registra un pico de
incorporacién de [*H]-timidina equivalente al registra-
do después del crecimiento en [LB], condicién en la
cual la acumulaciéon de HMW es mayor [Figura 47 Ay
B]. Cabe recordar, que el plasmido pBADtnpR, utiliza-
do para complementar en trans TnpR, carece de sitio
res y por lo tanto acumula HMW en este contexto
genético. De hecho hemos comprobado que el plas-
mido pBADnpR acumula HMW independientemente
de que el medio sea suplementado con glucosa o ara-
binosa (datos no mostrados). Por lo tanto, la actividad
replicativa de FE, registrada en la condicién [LB Ara],
podria deberse a generacién de HMW por parte del
plasmido pBADtnpR.

Se deduce que no es posible contestar el interro-
gante planteado utilizando este modelo de trabajo.
[LB giu] vs [LB]: “efecto glucosa’

Después del crecimiento en [LB Glu] se registra un
pico de incorporacién de [*H]-timidina varias veces
superior al observado después del crecimiento en
[LB] y se observa una mayor acumulacién de HMW
del plasmido pUCres [Figuras 47A y B]. Para explicar

estas diferencias, se podria especular que en [LB]
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JC7623
A\ i
LB.. e
32° 180 rpm
JC7623/ pUCres pBADtnpR
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MB1026 LB
s )1
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LB.,.., ara 0,02% /_ X
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Z&
B.., arabinosa 0,02%
Figura 46: Esquema del experimento.

La cepa control JC7623 fue cultivada durante 24 hs en LBsn, y

luego fue dilufda 1000 veces en LBsn glucosa 0,2% [DOQi 0,2]. La
cepa MB1026 [JC7623/pUCres pBADtnpR] fue cultivada en LBaxcm
arabinosa 0,02% durante 24 hs. Este cultivo fue utilizado para ino-
cular cultivos conteniendo LBagcm, LBaxcm glucosa 0,2% o LBagcm
arabinosa 0,02% [DOI 0,2%)], que fueron incubados en un bafio con
agitacion (180 rpm) a 32°C.
Transcurridas 9 horas de cultivo se tomaron muestras para: medir
DO a 600nm y analizar actividad replicativa, a cada hora [ver
Figura 47A]; analizar el plasmido pUCres, cada 3 horas [ver
Figura 47 B]; y analizar expresiéon de TnpR por western blot, a las
9y 21 hs de cultivo [ver Figura 47C].

hay mayor escape de TnpR que en la condicién [LB
Glu]. Sin embargo, esta hipétesis fue descartada al
comprobar en un western-blot, que en las dos condi-
ciones existe un minimo escape [ver Figura 47 C]. Por
lo tanto, la presencia de glucosa en el medio parece
ejercer algun efecto que exacerba la replicacion y la
consecuente acumulacion de los multimeros en FE.
En relacién a este tema, se ha observado que, si
bien en [LB] las células también acumulan HMW), la
viabilidad del cultivo en [LB] es 10 veces superior a la
observada en [LB glu] (ver Tabla 3). Este seria otro
indicio de que la presencia de glucosa en el medio
ejerce un efecto adicional al de reprimir, via “represion
catabdlica’, la expresion de TnpR a partir del promo-
tor Pgap. Incluso la cepa JC7623 conteniendo el plas-
mido pUCres y el vector pBAD33, que acumula HMW

A
dpm/DO DO
16000 10
14000+ e
: /Y
12000’: ;Ei’ E*ﬁ‘g’l\\‘ ]
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. B \
8000 + ‘,’ ‘\ 1
L / \
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1DC  -e-2 D0 8-3D0 -#-4DO
B JC7623/pUCres pBADInpR
LB, LBeinso LB,
glucosa arabinosa
0.2% 0.02%
9 16 21 9 16 21 9 16 21 hs
C JC7623/pUCres pBADtnpR
LB.nss LB... LB...
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0.2% 0.02%

to 9 21 9 21 9 21 hs

Figura 47: MB1026 en LB, LBglu y LBara.

[A] Curvas de DO e incorporacion de [*H}-timidina (en dpm/DO).
[B] Analisis plasmido pUCres por southern (sonda Ap299)

[C] Deteccién de TnpR por western-blot
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JC7623/ LBagcm LBapcm glucosa 0,2% | LB, arabinosa 0,02%
pUCres pBADinpR | 2,9 10° (6,3 107) 1,210 (+6,1 105 2,6 10%(+5,9107)
pUCres pBAD33 1,310° 2,510’ 1,6 10

Tabla 3: Viabilidad de JC7623/pUCres pBADtnpR en las distintas condiciones de cultivo

Para la cepa JC7623/pUCres pBADtnpR se presentan los datos de viabilidad [en cfu/ml por unidad de DO] en cada condicién de culti-
vo, promediados a partir de 7 experimentos independientes. Los valores entre paréntesis indican el error considerando un intervalo de con-
fianza del 95%. En cada uno de los experimentos, se realizaron diluciones seriadas del cultivo de 24 horas en las condiciones indicadas
y plaqueo en placas de LB-agar para estimar los recuentos totales (en ufc/mi). Luego se refirié el valor de ufc/ml a la DO del cultivo.

del plasmido pUCres tanto en [LB] como en [LB glu),
también presenta una viabilidad 10 veces menor en
[LB glu} que en [LB].

El sistema de complementacion [pUCres
pBADtnpR] nos permiti6 demostrar que en ausencia
de TnpR, en el contexto recBC sbcBC se dispara una
actividad replicativa durante las primeras horas de la
FE que resulta en la sintesis y acumulacién de multi-
meros HMW del plasmido pUCres en células en
‘estasis” (que no estan en activo crecimiento). Sin
embargo, la presencia de dos plasmidos en la célula
y el hecho de que pBADtnpR carezca de sitio res y
acumule HMW, compiica la interpretacién de la cinéti-
ca de incorporacién de [PH]-timidina en [LB ara). Por
otro lado, existen varios indicios de que la suplemen-
tacién del medio con glucosa afecta de por si la for-
macién de HMW, planteando la posibilidad que los
resultados descriptos hasta el momento sean un arte-
facto del modelo de trabajo.

1.3. Cinética de acumulacién de HMW de los plas-
midos pUCres y pUCrestnpR

1.3.1. Efecto glucosa

Con el objetivo de confirmar los resultados des-
criptos con el modelo de complementacién
pUCres/pBADtnpR y discemnir si la suplementacion
del caldo LB con glucosa amplificaba la actividad
replicativa de FE, se decidié volver a trabajar sobre
los plasmidos pUCres y pUCres-tnpR. El plasmido

pUCres ha sido descripto previamente. El plasmido

pUCrestnpR es un derivado de pUC19 en el que se
inserté una region del transpos6n y§ que abarca tanto
el sitio res como el gen {npR y por lo tanto cuenta con
un sistema de resolucion completo y funcional. Este
plasmido expresa TnpR bajo control del promotor ori-
ginal del gen tnpR, incluido dentro del mismo sitio res.
La transcripcidn a partir de Pmr S encuentra someti-
da a regulacion negativa por su propio producto, la
proteina TnpR.

Se analizaron las cepas MB1042 y MB1119, res-
pecto del controi [cepa JC7623 sin plasmido] en dos
condiciones LBa; ¥ LB, glucosa 0,2% [ver esquema,
Figura 48). Se analiz6 la actividad replicativa y la acu-
mulacién de multimeros HMW de cada plasmido,
durante la fase estacionaria.

Tanto en [LB] como en [LB glu], la cepa control
JC7623 presenta un nivel basal de incorporacion de
[PH}timidina durante la fase estacionaria [Figura 49A,
curvas en negro).

En cuanto a la cepa MB1042 [JC7623 / pUC::res],
en la Figura 49C puede observarse que el plasmido
pUCres acumula una alta proporcién de HMW en las
dos condiciones de cultivo evaluadas. En la condicion
[LB], a las 9 horas de cuitivo ya se alcanzd la méaxima
proporcién de HMW para esta condicion de creci-
miento. Entre las 9 y las 11 horas de cultivo los valo-
res de incorporacién de [PH]-timidina, solo alcanzan a
duplicar los obtenidos para el control y luego decaen
a los niveles de éste [Figura 49A]).

Por otro lado, en ia condicién [LB glu], a las 9
horas de cultivo ia proporcién de multimeros HMW del
plasmido apenas supera el 50% [Figura 49C}. A par-
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tir de las 9 horas se registra un aumento en la propor-
cion de HMW, que se correlaciona con un pico de
incorporacion de [*HJ-timidina [aproximadamente 7
veces la incorporacion registrada para la cepa control
en idénticas condiciones de cultivo] [Figura 49A]; un
comportamiento similar al observado para el sistema
de complementacién pUCres/pBADtnpR después del
crecimiento en [LB glu]. Por lo tanto, se convalidan los
resultados obtenidos con tal sistema en la condicién
[LB glu].

Tanto los southern como los datos de incorpora-
cién de [*H]-timidina, parecen indicar que en [LB] la
replicacion que da como resultado la acumulacion de
multimeros HMW del plasmido pUCres, es de menor
magnitud y se da mas temprano que en la condicion
[LB glu]. Por otro lado, se corroboré que la presencia
de glucosa en el medio afecta de por si la magnitud
de la actividad replicativa registrada durante la FE, asi
como la cinética de acumulacién de HMW de un plas-
mido que carece de sistema de resolucién.

Al analizar la cepa MB1119 [JC7623 / pUC::res
tnpR], se observa que en la condicién [LB] los datos
de incorporacion de [*H]-timidina son equivalentes a
los del control [Fig. 49B] y el porcentaje de HMW del
plasmido pUCrestnpR se mantiene inferior al 20%
[Fig. 49D]. Se deduce que en la condicién [LB], la pre-
sencia de un sistema de resolucion sitio-especifico en
el plasmido evita que el mismo se involucre en un pro-
ceso de replicacion que genere multimeros. En esta
condicién, mantener el plasmido como mondémero cir-
cular asegura que no se genere HMW.

Sin embargo, en la condicién [LB glu] la suple-
mentacién del medio con glucosa resulta en cierta
actividad replicativa de FE, que si bien es menor a la
observada para el plasmido pUCres en la misma con-
dicion, es significativamente mayor que la registrada
para el control [Fig. 49B]. Esta actividad replicativa de
FE resulta en acumulacion de un 50% de las formas
del plasmido pUCrestnpR como HMW [Fig. 49D]. Al

JC7623

JC7623 [1] LB, o
(B [2] LB., glucosa 0,2% &

32° 180 rpm

JC7623 | pUCres

MB1O42__E [3] LB, o
ALBAK [4] LB, glucosa 02% ¢

32° 180 rpm

JC7623/ pUCres-tnpR

Memg—E [5] LB, o
Q [6] LB, glucosa 0,2% &

32° 180 rpm

Figura 48: Esquema del experimento

La cepa control JC7623 fue cultivada durante 24 hs en LBs, y
luego fue diluida 1000 veces en LBsn glucosa 0,2% [DOi 0,2]. Las
cepas MB1042 [JC7623/pUCres] y MB1119 [JC7623/pUCrestnpR]
fueron cultivadas en LBaxn arabinosa 0,02% durante 24 hs. Estos
cultivos se utilizaron para inocular erlenmeyers conteniendo LBagcm,
0 LBaxcm glucosa 0,2% [DOi 0,2], que fueron incubados a 32°C en
un bafio con agitacion (180 rpm). Transcurridas 9 horas de cultivo
se comenz6 a tomar muestras para medir DO a 600nm [cada hora],
analizar actividad replicativa [cada hora] y analizar el plasmido
pUCres [cada 3 horas] por southern e hibridacion con la sonda
Ap299. Los resultados se presentan en la Figura 49.

comparar con JC7623/pUCres en las mismas condi-
ciones de cultivo, es evidente que JC7623/
pUCrestnpR experimenta una actividad replicativa en
FE de menor magnitud y acumula menor proporcion
de HMW (en ningun momento se alcanza un porcen-
taje de HMW superior al 50%). Por lo tanto, en la con-
dicién [LB Glu], el poseer un sistema de recombina-
cion especifico-de-sitio activo solo le permite al plas-
mido controlar parcialmente la replicaciéon que genera
multimeros HMW durante la FE.

En sintesis, en la condicion [LB] un sistema de
resolucion activo permite evitar que el plasmido acu-
mule HMW. Por otro lado, en la condicién [LB glu] el
sistema res-TnpR solo logra reducir la replicacion de

FE y la acumulacién de HMW.
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Figura 49: Actividad replicativa de FE y acumulaciéon de HMW.
Siguiendo el esquema de la Figura 48, se realizaron cultivos a
32°C en baiio con agitacion (180 rpm). A partir de las 9 horas de
cultivo, se tomaron muestras para medir DO (600nm), estimar
actividad replicativa midiendo incorporaciéon de [*H]-timidina y
analizar acumulacién de HMW por southern.

La suplementacion del medio con glucosa retrasa
la amplificacion hasta haberse establecido la FE,
mientras que en [LB], a las 9 horas de cultivo ya se
produjo la méaxima amplificacién alcanzable en esta
condicion.

A fin de intentar visualizar la cinética de acumula-

cion de HMW en la condicion [LB], se repitié el mismo

[A y B]: Curvas de DO e Incorporacién de [*H]-timidina (en
dpm/DO). [D y E]: Anélisis de los plasmidos pUCres y pUCrestnpR
por southern. Se trataron los lisados totales con EcoRV, que no
digiere los plasmidos pero si el cromosomico, para evitar que éste
interfiriera con la deteccion del HMW. Se utiliz6 una sonda especi-
fica para el plasmido [Ap299].

tipo de experimento, con la diferencia que se comen-
z06 a tomar muestras a partir de las 5 horas de cultivo,
tal como se detalla en la siguiente seccion, al pie de

la Figura 50.
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1.3.2. ¢ Cudl es la cinética en LB?

Se analizaron las cepas MB1042 y MB1119, res-
pecto del control [cepa JC7623 sin plasmido] en dos
condiciones LBa, ¥ LBa, glucosa 0,2%, siguiendo un
esquema idéntico al del experimento anterior, con la
diferencia de que se comenzd a tomar muestras a
partir de las 5 horas de cultivo. Ademas de analizar la
actividad replicativa y la acumulacién de HMW, se
analiz6 la cinética de amplificacion de cada plasmido.

Para estimar el nivel de amplificacion de cada
plasmido respecto del ADN gendmico, se trataron las
preparaciones de ADN total con una enzima de res-
triccion que posee un unico sitio de corte en el plas-
mido y la hibridacién se realizé6 con dos sondas: una
sonda especifica para el plasmido y una segunda
sonda especifica para un gen cromosémico (que da
una unica senal con un fragmento cromosoémico, al
digerir el ADN con dicha enzima de restriccion). Dado
que las dos sondas tienen actividades especificas
diferentes y desconocidas, no es posible determinar
el nimero de copias del plasmido por equivalente
gendmico. Las relacién de intensidades plasmido/cro-
mosomico se expresa en unidades arbitrarias, sin
embargo puede utilizarse para comparar el nivel de
amplificacién de un mismo plasmido en las dos condi-
ciones de cultivo o en una determinada condicién a lo
largo de un lapso de tiempo [cinética de amplificacion
del plasmido respecto del ADN genémico]. Asimismo,
puede utilizarse para comparar los dos plasmidos en
una misma condicién de cultivo, con el propdsito de
evaluar el efecto del sistema de resolucion en el nivel
de amplificacion alcanzado por el plasmido en una
condicion dada.

En las imagenes incluidas en las secciones E y F
de la Figura 50, se incluyo la relacion de intensidades
plasmido/cromosdmico [Ipl/icr] bajo cada calle. Estos
datos también han sido volcados en la Figura 51B,
para representar la cinética de amplificacién de cada

plasmido en una condicion dada de crecimiento.

Condicién [LB]

Al evaluar los resultados correspondientes a la
condicion [LB], se observa que durante la transicion
hacia la FE a partir de las 6 horas de cultivo, la cepa
JC7623/pUCres registra una actividad replicativa li-
geramente superior a la del control. Sin embargo,
esto no se traduce en un incremento evidente en la
proporcion de HMW ni en el nivel de amplificacion del
plasmido respecto del cromosémico. La generacion
de HMW parece darse con anterioridad, posiblemente
a lo largo de la fase exponencial y la proporcion de
HMW, asi como el nivel de amplificacién alcanzado,
son menores a los registrados en la condicién [LB
Glu]. Esto queda en evidencia al comparar las mues-
tras correspondientes a las 31 horas de cultivo del
plasmido pUCres en [LB] y [LB Glu] (comparar sec-
ciones C/D y E/F de la Figura 50).

Por otro lado, si se compara el plasmido pUCres
con el plasmido pUCrestnpR en la misma condicién,
el nivel de amplificacién alcanzado es de dos veces el
de éste (comparar southern de la seccion E); indican-
do que en la condicién [LB] la ausencia de un sistema
de resolucion se traduce en una mayor amplificacion
del plasmido. De hecho, en esta condicién la cepa
JC7623/pUCrestnpR presenta una actividad de sinte-
sis de ADN indistinguible de la del control y no acu-
mula HMW [Figura 50 Ay C].

Condicién [LB glu]

En la condicién [LB Glu), la cepa JC7623/pUCres
comienza a aumentar la proporcién de HMW a partir
de las 9 horas de cultivo. La generacion de HMW se
traduce en un incremento progresivo en el nivel de
amplificacién del plasmido [Figura 51D y F].

En el caso de JC7623/pUCrestnpR, en [LB glu] la
cinética de incorporacion de 3H-timidina se diferencia
de la del control a partir de las 6 horas de cultivo
[Figura 50B]. A partir de las 9 horas de cultivo la
actividad replicativa de FE se ve reflejada en la gene-

racién de HMW [Fig. 50D] y un incremento en el nivel
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Figura 50: pUCres y pUCrestnpR durante la transicién hacia FE
[A y B] Curvas de DO e incorporacién de [*H}-timidina. condicién
[C y D] Detecciéon de HMW: tratamiento del lisado total con EcoRV
y revelado con sonda especifica para el plasmido [Ap299]. LB LBglu
[E y F] Nivel de amplificacion del plasmido estimado en funcién de JC7623 1 2
la relacion de intensidades plasmido/cromosémico: tratamiento de 2 [ ] ]
los lisados con Hindlll y revelado con una sonda especifica para el MB1042: JC7623 / pUC::res i [3] ; {4]

plasmido [Ap299] + una sonda especifica para un gen cromos6mi-
co [priA]. En estos gréficos se incluy6 la relacién de intensidades
plasmido/cromosémico [l / Ic;] bajo cada calle.
de amplificacién del plasmido [Fig. 50F].

En resumen, al analizar la cepa JC7623 conte-

niendo un Unico plasmido que exprese o no un siste-

MB1119: JC7623 / pUC:res-tnpR = [81 | '[6]
ma de resolucién, se confirmé que el fenémeno de
replicacion en FE se verifica después del crecimiento

en [LB glucosa]. Hasta este punto no se puede discer-
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Figura 51: Cinética de acumulacién de HMW y de amplificacién de los plasmidos pUCres y pUCrestnpR a lo largo del experimen-
to Se ha graficado los datos de %HMW y la relacion de intensidades plasmido/cromosémico para cada cepa en las dos condiciones de
crecimiento.[A] Cinética de acumulacion de HMW. [B] Cinética de amplificacién del plasmido respecto del cromosémico.

nir si esto implica la existencia de mecanismos alter-
nativos de generacion de HMW que poseen distintas
‘eficiencias” y/o parten de distintos sustratos; o si el
crecimiento en presencia de glucosa afecta la activi-
dad metabdlica celular al entrar en FE de manera tal
de generar mayor cantidad de intermediarios del plas-
mido con tendencia a involucrarse en sintesis de
HMW.

La presencia de un sistema de resolucién activo
evita que, durante el crecimiento en [LB], se dispare
la replicacion alternativa del plasmido que genera
acumulacion de HMW. Sin embargo, después del cre-
cimiento en [LB glu], se detecta cierta actividad repli-
cativa de FE, que lleva a la acumulacion del 50% del
plasmido pUCrestnpR como HMW. De manera que,
un sistema de resolucién activo puede prevenir la
replicacion desregulada del plasmido y consecuente-
mente la acumulacién de multimeros durante el creci-
miento en [LB]; pero solo puede reducir estos fenod-
menos después del crecimiento en [LB glu]. Este
seria un indicio de que los multimeros circulares son
un intermediario esencial para la generacion de HMW
unicamente en [LB].

La incapacidad de res-TnpR de controlar la forma-
cién de HMW en [LB Glu] podria responder a diversos

factores: dado que en [LB Glu] se registra mayor acti-
vidad replicativa de FE, podria ocurrir que la expre-
sién de TnpR a partir de su propio promotor no alcan-
ce para catalizar la resolucion de los multimeros que
se generan. Esta posibilidad ha sido descartada, ya
que la complementacion del plasmido pUCres con el
plasmido pACYCtnpR que expresa altos niveles de
TnpR constitutivamente, tampoco logra evitar que
pUCres acumule cierta proporcion de HMW después
del crecimiento en [LB glu].

Una segunda posibilidad es que dado que en [LB
glu] la replicaciéon que da como resultado la genera-
cion de HMW se dispara mas tardiamente, la degra-
dacién de TnpR durante la FE disminuya la cantidad
de TnpR disponible al momento de la generacién de
los multimeros. Esto parece poco probable, ya que
por western-blot se detectan cantidades importantes
de TnpR aun después de transcurridas 36 horas de
cultivo.

Una tercera posibilidad es que, al progresar la fase
estacionaria, la topologia del sustrato se modifique de
manera tal de volverse inadecuado para que TnpR lo
resuelva. Se sabe que durante la transicion hacia la
FE, se va modificando el grado de superenrollamien-

to, y esto podria afectar la eficiencia de resolucién del

83




Resultados - Capitulo 1

sistema res-TnpR.

Por ultimo, cabe considerar que en la condicién
[LB glu] exista un mecanismo de generacion de mul-
timeros alternativo que sea insensible a la accién de
res-TnpR. Tal mecanismo no requeriria de la partici-
pacién de multimeros circulares como sustratos nece-
sarios para la generacién de HMW. Por lo tanto, el
sistema de resolucién no podria evitar la formacion de
HMW por dicho mecanismo. Este caso se discute en
mas detalle al analizar los requerimientos genéticos,
que probaron ser diferentes para las dos condiciones
de cultivo.

Si el HMW fuera un sustrato adecuado para el sis-
tema de resolucioén y el efecto de res-TnpR consistie-
ra en resolver esos multimeros en multimeros de
menor tamano y monémeros circulares, se esperaria
el mismo nivel de amplificacién independientemente
de que el plasmido expresara o no un sistema de
resolucién. En otras palabras, si en presencia de un
sistema de resolucién activo, el HMW se sintetizara
de todas maneras pero luego o paralelamente fuera
convertido en multimeros de menor tamano y moné-
meros por el sistema de resolucion, seria de esperar
que la relacion Ipl/icr para pUCres y pUCrestnpR
fuera la misma.

Este no fue el caso. El plasmido pUCres, carente
del sistema de resolucion, alcanzé un mayor nivel de
amplificacion que pUCrestnpR en las dos condiciones
de cultivo [Figura 51B]. Aparentemente res-TnpR solo
puede resolver las multimeros circulares generados
por recombinacion homdloga en mondémeros y esta
disminucion en la cantidad de multimeros circulares
logra prevenir o al menos reducir, segun la condicion
de cuitivo, la replicacion alternativa de FE que lieva a
la acumulacion de HMW. Los multimeros circulares
parecen ser intermediarios importantes en la genera-

cién de HMW), principalmente en la condicién LB.

1.3.3 Subcultivos sucesivos en LB no logran
erradicar el HMW por segregacién.

Dado que cultivando la cepa JC7623/pUCres en
[LB}, fue imposible precisar la cinética de amplifi-
cacion del plasmido ya sea durante la fase esta-
cionaria o en la etapa de transicion entre la fase expo-
nencial y la fase estacionaria, se analiz6 si era factible
inducir la pérdida de HMW por segregaciéon mediante
subcultivos sucesivos en LB. Durante el crecimiento
exponencial, resuitaria practicamente imposible
repartir equitativamente, las multiples copias de plas-
mido que conforman el HMW, entre las células hijas,
al momento de la division celular y esto redundaria en
pérdida del HMW por segregacion. Por lo tanto, si las
células en activo crecimiento no pueden sintetizar
HMW y se mantiene el cultivo en fase exponencial por
mas de ocho generaciones, el HMW deberia perder-
se por segregacion, resultando en una disminucion
importante en la proporcién de HMW. Esta hipotesis
se verificaria Unicamente en caso de que las células
en crecimiento fueran incapaces de sintetizar HMW
para compensar la pérdida por segregacion.

Con el objeto de desafiar esta hipétesis, se cultivd
la cepa JC7623/pUCres en LBa, en un bafio con
agitacion durante la noche. Al dia siguiente se diluyd
el cultivo 15 veces en medio LBy, fresco, y se incubd
en las mismas condiciones. Se tomaron muestras a
cada hora para medir la densidad 6ptica del cultivo y
se realizaron subcultivos sucesivos cada tres horas,
siguiendo el mismo procedimiento. Al final de cada
subcultivo se tom6 una muestra para analizar el plas-
mido por southern.

En la Figura 52 se puede observar que aun
después de cuatro subcultivos (y transcurridas mas
de 15 generaciones) se mantiene una alta proporcién
de HMW. Por lo tanto las células creciendo en [LB]
parecen tener la capacidad de generar HMW, si bien
el nivel de amplificacion que producen es significati-

vamente menor al que se alcanza durante la FE
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Figura 52: Durante el crecimiento en LB, la sintesis de HMW parece compensar la pérdida por segregacion.

Se cultivé la cepa JC7623/pUCres en LBx, en un bafio con agitacién (180rpm) a 32°C durante la noche. Al dia siguiente se diluyé este
cultivo 15 veces en medio LBy, fresco, y se incubé en las mismas condiciones. Se tomaron muestras cada hora para medir la densidad
optica del cultivo. A las tres horas se tomé una muestra para analizar el plasmido y se volvié a diluir el cultivo en medio fresco precalenta-
do a 32°C. Se realizaron subcultivos sucesivos cada tres horas siguiendo el mismo procedimiento. Al final de cada subcultivo se tomé una
muestra para analizar el plasmido. Durante el cuarto subcultivo se tomaron muestras a las 3, 4, 5, 6 y 24 horas para analizar el plasmido.
[A] Curvas de DO. Se indican con flechas los puntos en los que se tomé muestra para analizar el plasmido. [B] Southern para analizar las
formas del plasmido pUCres en los sucesivos subcultivos. Se utiliz6 la sonda Ap299.

después del crecimiento en [LB glu]. Estas diferencias
se podrian explicar en los siguientes términos: una
vez alcanzada la fase estacionaria la célula ha dejado
de dividirse y replicar su genoma, por ende el plasmi-
do tendra a su disposicion la maquinaria replicativa y
la célula acumulara todo el HMW que pueda generar.
Por el contrario, durante la etapa de crecimiento parte
de las células no recibiran HMW por la imposibilidad
de repartir equitativamente los multimeros y la
magquinaria de replicacién estara involucrada en la
replicacion del genoma, restando recursos para la

replicaciéon descontrolada del plasmido.

1.3.4. Efecto glucosa y daio oxidativo

En las secciones 1.2.2. y 1.2.4., se reporté que el
crecimiento de la cepa JC7623/pUCres pBADtnpR en
[LB glu] resulta en una disminucién paulatina de la
viabilidad a medida que progresa la FE, alcanzan-
dose una viabilidad 10 a 50 veces menor a la registra-

da en [LB]. El mismo efecto se verifica para la cepa

JC7623/pUCres [ver tabla 4]. La viabilidad de un cul-
tivo de 24 horas en [LB glu] es 10 a 50 veces menor
a la registrada para un cultivo en [LB].

Al analizar la viabilidad de la cepa control JC7623,
carente de plasmidos después de 24 horas de creci-
miento en [LB] o [LB glu], también se observan dife-
rencias pero menos marcadas. La viabilidad del culti-
vo de 24 horas en [LB glu] es 4 veces menor a la re-
gistrada para un cultivo equivalente en [LB]. Por lo
tanto, la presencia del plasmido parece exacerbar el
efecto negativo que tiene el crecimiento en [LB glu] en
la viabilidad del cultivo al entrar en FE.

Durante la transicion hacia FE las células modifi-
can su metabolismo para adaptarse a las condiciones
de hambreado y restringir la generacion de especies
reactivas de oxigeno [EROs]. El sistema de dos com-
ponentes ArcA / ArcB disminuye la produccion de
sustratos para la cadena respiratoria, reprimiendo la
expresion de genes que codifican distintas enzimas

del ciclo de Krebs y componentes de la cadena de
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Figura 53: Estrategias utilizadas por
E. coli para defenderse del dafio
oxidativo durante la FE.
Al enfrentarse a condiciones de ham-
breado, parte de la estrategia de
adaptacion implica apagar la cadena
respiratoria, para disminuir la gene-
racion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) que puedan causar
dafio oxidativo sobre las proteinas, los
lipidos y el ADN. Se silencian genes
que codifican componentes de la cade-
na respiratoria, y enzimas del ciclo de
Krebs que contribuyen a generar sus-
tratos para la cadena de transporte de
electrones. Por otro lado, se incremen-
ta la produccién de enzimas detoxifi-
cantes , como la catalasay la SOD y se
reprime la expresion de genes involu-
crados en el transporte de hierro, ya
que el Fe?* favorece la generacion de
radicales hidroxilo por la reaccién de
Fenton. También se induce la
expresion de proteinas que pro-
tegen y/o reparan macro-
moléculas oxidadas o favorecen
Lipidos la protedlisis de proteinas inacti-
vadas (HSPs: heat-shock pro-
teins).
Los * indican oxidaciéon de las
macromoléculas. Los recuadros
rojos y azules, indican induccion
y represion durante la FE.

HSPs
GorA

carbonilacion puentes di-S

. HSPs
represion

induccion Protedlisis

transporte de electrones. De esta manera, se mini-
miza la generacion de especies reactivas de oxigeno,
que pueden inactivar distintos componentes celulares
esenciales por oxidacion. Los regulones RpoS, SoxR
y OxyR, inducen la expresién de enzimas detoxifi-
cantes, como la superéxido-dismutasa (sodA, sodB) y
la catalasa (katG, katE) y silencian genes involucra-
dos en el transporte de hierro, para evitar la gen-
eracion de grupos hidroxilo reactivos por la reaccion
de Fenton, que requiere Fe?* (genes fepA, cirA y
pbuA). Por otro lado, via los regulones RpoH, OxyR y
RpoS, se incrementa la sintesis de proteinas involu-

cradas en la reparacion y la proteccion del ADN, las

AhpFC: alquil-hidroxiperéxido
reductasa; Dps: proteina de
uniéon a ADN de FE; FepA, CirA
y PbuA son proteinas de trans-
porte de Fe de membrana exter-
na; GorA: glutation reductasa;
Kat: catalasa; MsrA: péptido-
metionina-sulféxido reductasa;
NdH: NADH dehidrogenasa;
Pcm: L-isoaspartil proteinmetil-
transferasa; Sod: superéxido
dismutasa; Ubi: ubiquinona;
XthA: exonucleasa Ill. Figura
adaptada a partir de Nystrom T.,
1999.

oxidacion de AA

proteinas y los lipidos celulares [ver Figura 53]
(Nystrom T., 1999; Nystrom T. et al., 1996).

Una hipotesis para intentar explicar las diferencias
de viabilidad registrada para cultivos de 24 horas en
[LB] y [LB glu], seria suponer que después del crec-
imiento en [LB glu], durante la transicién hacia la FE
la bacteria posee un excedente de poder reductor que
genera cierto escape de electrones de la cadena res-
piratoria hacia la produccion de radicales peréxido,
con potencial para generar dafno oxidativo. El dafo
oxidativo sobre proteinas y lipidos celulares redun-
daria en una disminucién de la viabilidad del cultivo,

mientras que el dafo oxidativo sobre el ADN incre-
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viabitidad [ufc/ml / DO]

cepa LB ap) LByap) glucosa 0,2%
JC7623 1,2x10° (+ 3,2 x10% 2,7 x10% (+ 8,7 x107)
JC7623 /pUCres | 5,3x10%(+1,0 x 10% 21x10" (+ 8,1x10%"*

Tabla 4: Viabilidad de las cepas JC7623 y JC7823/pUCres, después de 24 horas de crecimiento en LB y LB glu.

Se realizaron recuentos en placas de LB agar (incubadas durante 24 horas a 32°C) y se calcul6 la viabilidad del cultivo
refiriendo los valores de ufc/ml a la DO de cada cultivo. En el caso de JC7623 se presenta el promedio de tres experimen-
tos independientes, y en el caso de JC7623/pUCres se han promediado cinco experimentos independientes. Los valores
entre paréntesis indican la desviacién estdndard.

® El emor es relativamente alto, dado que hay bastante diferencia en los valores de viabilidad en [LB glu] en los distintos
ensayos (que van de 2 x10° a 6 x107 ufe/ml/DO). Sin embargo, en los cinco experimentos realizados la diferencia en viabil-
idad entre las dos condiciones es > 1 log. En algunos experimentos la viabilidad en LB es 10 veces mayor y en otros hasta
50 veces mayor a la registrada en [LB giu].

viabilidad {ufc/ml / DOJ calculada a partir de

crecimiento durante 24 recuentos en placas de LB agar incubadas en
cepa horas en presencia de O, anaerobiosis

LB 1,2x10° (+ 3,2x10% ——-
JC7623 o 8 7 8 7

LB glucosa 0,2% 2,7x10° (x 8,7 x10%) 2,0x10° (7,3 x109)

LBy, 34x10°(x1,3x10%  39x10%(£9,1x10")
JC7623 / pUCres

LB glucosa 0,2% 22x10" ( 54x10%  32x10" (+ 7,1 x10%

Tabla 5: La incubacién de las placas de recuento en anaerobiosis no incrementa la eficiencia de plaqueo de la cepa
JC7623/pUCres crecida en [LBglu].

Se incubaron las cepas JC7623 y JC7623/pUCres en LB y LB glucosa 0,2%, durante 24 horas a 32°C y se reallzaron recuen-
tos por duplicado de cada cultivo en placas de LB agar. Un juego de placas fue incubado en presencia de oxigeno y el otro
se incubd en bolsas selladas conteniendo anaerocult® para generar anaerobiosis. Las placas fueron incubadas durante 48
horas a 32°C y luego se calculé ia viabilidad del cultivo refiriendo los valores de ufc/ml obtenidos en cada condicién a la DO
de cada cultivo. Se presentan promedios de tres experimentos independientes. Los valores entre paréntesis indican la

desviacién estAndard.

mentaria la generacién de intermediarios de repli-
cacion dafiados del plasmido que podrian involu-
crarse en replicacion desregulada y generacion de
HMW.

Distintas cepas de E. coli, deficientes en funciones
celulares relacionadas con la proteccién frente al
dano oxidativo, presentan mayor supervivencia
durante la FE si son incubadas en condiciones que
restrinjan la disponibilidad de oxigeno; y exhiben
recuentos totales significativamente mayores al
incubar las placas de recuento en anaerobiosis
(Touati D. et al., 1995; Moreau P.L. et al., 2001).

En un intento de relacionar la caida de viabilidad
en [LB glu] con el dafo oxidativo, se realiz6 una serie

de experimentos en los cuales se cultivaron las cepas

JC7623 y JC7623/pUCres en [LB glu] durante 24
horas, se realizaron diluciones seriadas y dos juegos
de recuentos en placas de LB agar. Uno de éstos, se
incubé en anaerobiosis y el otro en presencia de
oxigeno. En la tabla 5, se puede ver que la incubacion
de las placas en anaerobiosis no incrementd significa-
tivamente los recuentos.

Sin embargo, no puede descartarse que el dafo
se acumule durante el cultivo en medio liquido. En
ese caso, la ausencia de oxigeno durante el creci-
miento en la placa no podria revertir ese daio ni pre-
venir que al intentar reiniciar el crecimiento en la placa
y comenzar a replicar el ADN dafiado, se genere una
serie de lesiones doble cadena que resulten letales

para la célula.
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JC7623/pUCres cultivada en viabilidad %HMW nivel de amplif.
LB, glucosa 0.2% [ufc/ml / DO) ° plasmido / crom.
a 180 rpm 2,2x10° >90 it
estufa s/agitacion 56 x10 <50 +

Tabla 6: Incubacién de la cepa JC7623/pUCres en [LB glu], con y sin agitacién.
La incubacién en [LB glu] sin agitacién, restaura parcialmente la viabilldad de! cultivo, reduce Ia proporcién de HMW acu-
mulado y el nivel de amplificacién del pldsmido respecto del ADN cromosémico.

Cuando se cultivé la cepa JC7623/pUCres durante
24 horas en [LB glu] en estufa o en un bafio con
agitacion (180 rpm), observamos que la distinta
disponibilidad de oxigeno generaba diferencias en la
viabilidad del cultivo, el nivel de amplificacién del plas-
mido respecto del ADN cromos6mico y el porcentaje
de HMW acumulado.

Estos datos serian el Unico indicio indirecto que
relaciona, en cierta medida, al oxigeno con el efecto
toxico de la glucosa [ver tabla 6). Seria interesante
analizar el efecto de inactivar genes involucrados en
la prevencion contra el daiio oxidativo y ia reparacion
de daiio al ADN, para determinar si reaimente existe

una conexion.

1.4 Sinopsis

Se puso a punto un sistema de complementacién
basado en el sistema de resolucioén del transposon 3,
que permiti6 analizar la cinética de acumulacién de
HMW en el contexto recBC sbcBC. El sistema de
complementacién estd integrado por un plasmido
reporter conteniendo el sitio res y un segundo plasmi-
do compatible que expresa TnpR en forma regulable
(pBADtnpR). Se puede reprimir la expresion de TnpR,
a partir de pBAD-tnpR, mediante el agregado de glu-
cosa al medio de cultivo; 0 inducir su expresion medi-
ante el agregado de arabinosa. El sistema [pUCres /
pBADtnpR] permitié generar un cuitivo conteniendo
una minima proporcion de HMW del plasmido
reporter, para luego estudiar la cinética de acumu-
lacién de estos multimeros en la condicion de cultivo
que anula el sistema de resolucion.

Utilizando esta estrategia, se descubri6 que las
células recBC sbcBC creciendo en [LB glu] no gene-
ran y/o acumulan cantidades apreciables de HMW
hasta alcanzar la fase estacionaria. Se pudo compro-
bar que durante las primeras horas de la fase esta-
cionaria, las células en “estasis” (que no estan en
crecimiento) son capaces de sintetizar ADN plasmidi-
co descontroladamente, dando ilugar a la acumu-
lacion de multimeros de alto peso molecular. Este
fenémeno redunda en un incremento de la relacién
plasmido / cromosdmico de 2,5 a 3 veces.

Dado que el agregado de glucosa al medio, con el
objeto de reprimir via “represion catabdlica’ la expre-
sion de TnpR a partir del pldsmido pBAD-npR,
parecia exacerbar de por si la actividad de sintesis de
ADN plasmidico durante la FE, se intenté desafiar las
conclusiones generadas utilizando el sistema de com-
plementacién, analizando los plasmidos pUCres y
pUCrestnpR. Se corroboré que el crecimiento en
presencia de glucosa determina que las células al
entrar en FE disparen una actividad de sintesis de
ADN que amplifica Unicamente al plasmido. Si el plas-
mido posee un sistema de resolucion activo, la repli-
cacion de FE es de menor magnitud y se alcanza una
menor proporcion de HMW.

Por el contrario, el crecimiento en [LB] resulta en
una sintesis mas acotada de HMW. Aparentemente,
la generacién de multimeros en esta condicién de
crecimiento no se da principalmente durante la FE,
sino paulatinamente a lo largo del cultivo. De ahi que
no sea posible precisar la cinética de amplificacion en
esta condicién de crecimiento. Resulta evidente que
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existe una correlacion entre la condicién fisioldgica
del cultivo y la posibilidad de disparar la replicacion
alternativa del plasmido que resulta en la acumu-
lacion de HMW.

El sistema de resolucién es 100 % efectivo en pre-
venir la replicacién alternativa que genera los
multimeros durante el crecimiento en [LB]; pero solo
puede controlar parciaimente el fenémeno de repli-
cacion de FE que se da después del crecimiento en
[LB glu]. Esto puede interpretarse como un indicio de
la existencia de dos mecanismos alternativos para la

generacion de HMW. Uno involucraria la participacion

de multimeros circulares del plasmido como interme-
diarios, mientras que el otro no y por lo tanto seria
inerte al control por res-TnpR.

En el siguiente capitulo, se presenta la caracteri-
zacion de las funciones celulares esenciales para la
generacion de HMW. En lo referente a las funciones
de recombinacion, se encontraron diferencias en
cuanto a la dependencia de RecA para generar HMW
en las condiciones [LB] y [LB glu], que le dan susten-
to a la hipodtesis de la existencia de dos mecanismos

altemativos para disparar la generacién de HMW.
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No habra nunca una puerta. Estas adentro
Y el alcazar abarca el universo

Y no tiene ni anverso ni reverso

Ni externo muro ni secreto centro.

No esperes que el rigor de tu camino

Que tercamente se bifurca en otro,

Que tercamente se bifurca en otro,

Tendra fin. Es de hierro tu destino

Como tu juez.

J.L.B., Laberinto.
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Analisis genético

En funcién de los resultados presentados en la
seccién anterior [Resultados, capitulo 1] y teniendo
en cuenta la teoria vigente sobre la interrelacion repli-
cacién / recombinacién, se planteé la siguiente
hipdtesis de trabajo: en el contexto recBC sbcBC se
acumulan intermediarios de replicacion dafados del
plasmido, debido a la incapacidad que tienen estas
células de degradar moléculas de ADN lineales o que
contengan extremos doble cadena. Estos intermedia-
rios de replicacién dafados, al ser procesados por la
maquinaria de recombinacidn celular, generan inter-
mediarios de recombinacidn sobre los cuales podra
reiniciarse la replicacion ectdépicamente, por un
mecanismo alternativo que seria inerte a los controles
de inicio de la replicacion del plasmido, y resultaria en
la replicacion desregulada del mismo y la acumu-
lacién de HMW.

Con el objeto de definir las funciones esenciales
para la generacion de HMW en el contexto recBC
sbcBC, se inactivaron genes involucrados en los pro-
cesos celulares de recombinacién y reinicio de la
replicacion y se analiz6 el efecto que producia la inac-
tivacidn de estas funciones en la acumulacién de
HMW. Las distintas mutaciones fueron introducidas
en la cepa JC7623 por transduccién, utilizando un
lisado del fago P1. preparado en la cepa correspon-
diente.

El sistema de resolucion demostré distinta eficien-
cia para controlar la generacién de HMW durante el
crecimiento en [LB] o [LB glu], planteando la posible
existencia de dos mecanismos alternativos para

generar HMW. Uno de éstos seria controlable por el

sistema de resolucién, mientras que el otro no. Segun
esta hipétesis, el crecimiento en presencia de gluco-
sa dispararia el mecanismo de generacion de HMW
inerte al control por el sistema de resolucion.

En los experimentos descriptos en este capitulo
solo se analizan plasmidos carentes de un sistema de
resolucion (derivados de ColE1, pSC101 y R1, segun
especificado en cada experimento). No obstante, se
analizaron los distintos mutantes en las dos condicio-
nes de cultivo, con el proposito de evidenciar diferen-
cias en cuanto a los requerimientos genéticos para
generar HMW en una y otra condicién, que permitie-
ran definir si realmente existe mas de una via para
producir estos multimeros.

Las funciones celulares a evaluar se definieron en
funciéon de la hipétesis de trabajo planteada. La
reparacién de horquillas de replicacién puede
dividirse arbitrariamente en dos etapas. La primera
etapa consistiria en procesar la horquilla de repli-
caci6n dafada o colapsada mediante regresion de la
horquilla (para formar una “pata de gallo’) o por
recombinacién con la croméatide hermana. Mientras
que la segunda etapa abarcaria el ensamblaje de un
primosoma de reparacion y el posterior reinicio de la
replicacion. Se han dividido las mutaciones a evaluar
en dos grupos siguiendo esta clasificacion.

Por ultimo, dado que en [LB glu), la replicacién
descontrolada del plasmido que deriva en la acumu-
lacién de HMW se desarrolla durante la FE, en la sec-
cién 1.4 del presente capitulo se evalua si la inacti-
vacion del regulador global de la respuesta de FE
( 6°) afecta la generacién de HMW.
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1. Requerimientos genéticos I:

Funciones de recombinacion involucradas en el procesamiento de una horquilla de

replicacion danada.

La horquilla de replicacion dafiada o colapsada
puede ser procesada mediante recombinacién con la
cromatide hermana o por regresion de la horquilla
para formar una ‘pata de gallo” (ver seccién 4.1
Introduccion). Las dos opciones permiten superar el
lugar del dafio u obstaculo para que pueda reiniciarse
la replicacion e involucran a la maquinaria celular de

recombinacién homdéloga.

1.1 RecA y proteinas pre-sinapticas de la via recF

Tanto la reversion de la horquilla como la invasién
de la croméatide hermana, pueden ser catalizadas por
RecA. Con el objetivo de analizar el papel de RecAy
las proteinas de la via RecF que normalmente asisten
a RecA en el proceso de generar un filamento nucleo-
proteico sobre una region de ADNsc, se construyeron
derivados de la cepa JC7623 en los que se inacti-
varon los genes recA, recF o recR. Las cepas se con-
struyeron por transducciéon con el fago P1vir, se
seleccionaron los transductantes en funcion del mar-
cador de resistencia asociado a la mutacién y se con-
firmo el fenotipo Rec— mediante la determinacién de
la sensibilidad al UV. Puede encontrarse mas detalles
sobre la construccién de las cepas en la seccién 2.10.
de Mat. y Métodos.

En el caso de RecA, analizamos dos alelos que
generan un fenotipo nulo: una mutacion puntual
(recA56) y una delecion completa del gen (ArecA306).
La mutacion recA56 genera la mutante RecA[R60C]
que posee una sustitucién de la arginina 60 por cistei-
na, dentro del motivo MAW (makes ATP work), un

dominio muy conservado de RecA que abarca los

residuos 42 a 65 [42-tgxxxldxabxGGIxxgxivEiy-65).

Esta region parece estar involucrada en el cambio

conformacional inducido por ATP, que le pemite a la
proteina adoptar una conformacién activa para el
intercambio de cadenas. La cepa recA56 presenta un
fenotipo nulo in vivo (equivalente al de una delecién),
que incluye sensibilidad exacerbada al UV, deficiencia
en recombinacién e incapacidad para: inducir profa-
gos, inducir la respuesta SOS o promover la mutagé-
nesis caracteristica de la “sintesis tendiente a errores’
[error prone DNA synthesis] que se dispara durante la
respuesta SOS como resultado del auto-proce-
samiento de UmuD facilitado por RecA. In vitro,
RecA56 no puede unirse a ADNsc en presencia de
ATP, ni hidrolizar ATP. Esta mutante es incapaz de
adoptar una conformacioén activa para el intercambio
de cadenas en presencia de ATP (A.l. Roca and
M.M.Cox, 1997).

En el caso de RecF analizamos dos alelos:
recF149 y recF349. recF149 es una mutacién sin-
sentido que resulta en una proteina con cierta activi-
dad residual. Sin embargo, en el contexto recBC
sbcBC genera sensibilidad exacerbada al UV y defi-
ciencia en recombinacién. El alelo recF349 genera un
fenotipo nulo (S.J.Sandler 1996).

Se analiz6 la cepa JC7623 y derivados de la
misma deficientes en RecA, RecF o RecR, contenien-
do el plasmido pUCres. Se cultivé cada una de las
cepas en LBy, y LBay glucosa 0,2%, en un baro ter-
mostatizado con agitacion. Transcurridas 24 horas de
cultivo, se tomaron muestras para determinar DO,
analizar la distribucién del plasmido en sus distintas
formas y estimar la viabilidad del cultivo y el porcenta-
je de células que mantenia el plasmido. En la Figura
54 se han resumido los datos referentes a viabilidad
[en LB y LBy} y %HMW del plasmido pUCres para
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Figura 54: Importancia de RecA y proteinas presinapticas de la via RecF [RecF y RecR]

Se analizé la cepa JC7623 y derivados deficientes en RecA, RecF o RecR, conteniendo el plasmido pUCres. [A] Condicién LB [B] condi-
cién LB glucosa 0,2%. Dado que no todas las cepas alcanzan la misma DO, se ha graficado la viabilidad en LB y LB4, a fin de poder com-
parar entre cepas. Para estimar la viabilidad de cada cultivo se realizan recuentos en placas de LB y LBy, y se refieren los datos de ufc/ml
a la DO del cultivo, para determinar las ufc/ml por unidad de DO. Los valores de %HMW se obtuvieron por andlisis densitométrico a par-
tir de los southern correspondientes. Se realizaron tres experimentos independientes. Se presentan los resultados de un experimento rep-

resentativo.

cada cepa en las dos condiciones de cultivo.

En los derivados de JC7623 deficientes en RecA,
después de 24 horas de cultivo en [LB] solo el 10 %
del plasmido se acumula como HMW, indicando que
la proteina RecA juega un papel esencial en la gen-
eracion de HMW en esta condicion de cultivo. Cabe
recordar que en esta condicion de crecimiento el sis-
tema res-TnpR logra evitar que se acumule HMW.

Después del crecimiento en [LB glucosa] las
mutantes JC7623 recA acumulan hasta un 40% del

plasmido como HMW. Si se compara con el 90% de
HMW acumulado en JC7623, se puede deducir que
en esta condicion de cultivo aproximadamente la
mitad de los multimeros HMW se genera por un
mecanismo independiente de RecA. Recordemos que
en esta condicion de cultivo, el sistema de resolucion
sélo logra reducir a la mitad el fenémeno de repli-
cacion de FE y la acumulacion de HMW.

Al complementar la informacion aportada por los
derivados de JC7623 deficientes en RecA cultivados
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en [LB] y [LB glucosal], con los resultados obtenidos al
evaluar la capacidad del sistema de resolucion de evi-
tar que se formen multimeros HMW en una u otra
condicién, resulta evidente la existencia de por lo
menos dos mecanismos alternativos de generacion
de HMW.

Analicemos primero la condicion LB. Aparente-
mente, la inmensa mayoria de los multimeros HMW
se genera por un mecanismo dependiente de RecA.
Supongamos que durante el crecimiento en [LB] se
generan multimeros circulares del plasmido por
recombinacién homéloga. Estos multimeros circu-
lares podrian sufrir colapso de sus horquillas de repli-
cacioén, dando lugar a la formacién de multimeros li-
neales, que se acumularian debido a la deficiencia en
ExoV caracteristica de este contexto genético. Cada
multimero lineal, a su vez podria invadir otra molécu-
la lineal de plasmido, generando un D-loop en un pro-
ceso mediado por RecA. El D-loop generado podria
dar lugar al inicio de la replicacion, disparando un pro-
ceso de replicacacion dependiente de recombinacion
[RDR]. Ahora bien, si un monémero lineal invade a
otro monémero lineal, el resultado de esta replicacion
iniciada sobre un intermediario de recombinacion
seria la generacién de otro mondémero (aunque con
un extremo conteniendo una region simple cadena).
En cambio si por ejemplo, un trimero invade a un pen-
tdmero se pueden generar desde trimeros hasta
octameros, dependiendo de dénde se produzca la
invasion.

El hecho de que existan en la célula multimeros
circulares, que puedan dar lugar a la formacién de
multimeros lineales, favoreceria el aumento progresi-
vo del tamafio de los multimeros por replicacién me-
diada por recombinacion [equivalente a lo que genera
el genoma lineal con extremos redundantes en el fago
T4]. Si el plasmido cuenta con un sistema de resolu-
cién activo que logre resolver los multimeros circu-

lares en mondémeros, eliminaria los intermediarios

necesarios para generar el HMW, evitando que se
dispare la replicacién altemmativa que sintetiza los
multimeros lineales. En otras palabras, en [LB] los
multimeros circulares serian intermediarios esen-
ciales en la generacion de HMW. De ahi, que un sis-
tema de resolucion pueda impedir que se genere
HMW en esta condicién de cultivo.

Cabe aclarar, que si los mondémeros del plasmido
se linealizan con igual frecuencia en cualquier regién
del pléasmido, se generara una poblacién de
mondémeros con extremos circularmente permutados,
que también podrian permitir la generacion de
multimeros; pero se requeririan muchos ciclos de
RDR sobre mondmeros lineales de este tipo para
lograr generar multimeros de mayor tamario que con-
dujeran eventualmente a la formacién de HMW.

Por otro lado, en [LB glucosa] la generacion de
HMW podria darse por dos mecanismos: un mecanis-
mo dependiente de RecA, equivalente al que tiene
lugar en [LB] y un segundo mecanismo independiente
de esta proteina, que al no involucrar multimeros cir-
culares como intermediarios seri insensible al con-
trol por un sistema de resoluciéon. Por ende, en la
condicion [LB glucosa), un sistema de resolucion sélo
podria reducir la acumulacién de HMW y la actividad
replicativa de FE, ya que seria capaz de controlar ani-
camente una de las vias de generacién de este tipo
de multimeros. Esta prediccidn coincide con nuestras
observaciones.

Las proteinas RecF y RecR son responsables de
asistir a RecA en el ensamblaje del filamento nucleo-
proteico de RecA sobre una regién de ADNsc. Por lo
tanto, fue sorprendente encontrar que en los deriva-
dos recF y recR de JC7623, la acumulacion de HMW
no estuviera tan disminuida como en JC7623 recA.
En las dos condiciones de cultivo, RecA parece ser
capaz de generar HMW independientemente de RecF
y RecR, aunque con menor eficiencia. Tanto, in vivo

como in vitro, se ha descripto una serie de reacciones
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y procesos que puede catalizar RecA, independiente-
mente de RecFOR. De particular importancia es la
demostracién in vitro, de que RecA es capaz de
catalizar la regresién de una horquilla de replicacién
independientemente de RecF y RecO/R (Robu M.E.et
al., 2001).
Por otro lado, B. Michel y colaboradores
demostraron in vivo, que en las mutantes dnaBts) la
mayor parte de los cortes introducidos por RuvABC
depende de la presencia de RecA funcional, pero no
requiere de las proteinas pre-sinapticas RecF/RecO o
RecBCD. Esto sugiere que, en estas mutantes el blo-
queo de la horquilla por inactivacion de DnaB, es
superado por la formacién de una EH catalizada por
RecA, independientemente de las proteinas pre-
sindpticas (Seigneur M. et al., 2000). En la Discusion
se desarrollara en mas detalle los posibles mecanis-
mos de generacién de HMW por la accién de RecA
independientemente de RecFOR.

1.2 ¢Se requiere RecA por su actividad recombi-
nasa o como disparador de la respuesta SOS ?

En la seccién anterior se comprobé que la protei-
na RecA cumple un rol importante en el proceso de
generacién de multimeros HMW en el contexto recBC
sbcBC. RecA podria ser necesaria per se, por su fun-
¢ién de recombinasa 0 como parte de la sefial nece-
saria para despertar la respuesta SOS. En este ultimo
caso, se requeriria RecA para inducir el regulén SOS,
permitiendo que aumente la expresion de determi-
nadas proteinas entre las cuales se encontraria(n)
la(s) proteina(s) necesaria(s) para generar HMW del
plasmido.

Recordemos que RecA forma parte de la sefal
que dispara la respuesta SOS. Cuando se expone a
las células a un agente que produzca un dafo masi-
vo en el ADN, dado que las bacterias intentan conti-
nuar replicando el ADN dafado, se generan regiones
de ADNsc. RecA polimeriza sobre estas regiones de

ADNsc y el filamento nucleoproteico RecA/ADNsc
constituye una seflal que dispara la respuesta SOS.
El filamento recA/ADNsc, al facilitar la autoproce-
samiento de LexA (el represor del reguién SOS) libera
de represién transcripcional a los distintos foci que
conforman este regul6n [ver seccibn 4.4
Introduccién).

Para poder diferenciar si RecA se requeria unica-
mente como recombinasa o como sensor/transductor
de la sefial que induce la expresién de proteinas
pertenecientes al regulon SOS, se analizaron los
derivados /exA3 y lexA3 recAo98 de JC7623. La
mutacién /exA3 genera un represor LexA incapaz de
autoprocesarse. Por lo tanto los mutantes /exA3 no
pueden disparar la respuesta SOS.

Dado que la expresién de RecA también esta bajo
control de LexA, se analiz6 el derivado /exA3 recAo98
de JC7623, con el objeto de diferenciar si los efectos
observados en la mutante /exA3 se deben a la inca-
pacidad de la mutante de inducir la respuesta SOS o
a los bajos niveles de RecA. La mutacién recAo98
permite expresién constitutiva de altos niveles de
RecA, en contextos LexA* o /exA3. Por lo tanto el
derivado /exA3 recAo98 de JC7623 expresa constitu-
tivamente altos niveles de RecA a pesar de que no
pueds inducir la respuesta SOS.

En cuanto a las diferencias en los niveles de
expresién de RecA, existen varios reportes en la bi-
bliografia. Segtin cuantificaciones hechas por ELISA,
el nivel basal de RecA en una cepa salvaje oscila
alrededor de las 1200 molec/cel durante la fase expo-
nencial y se incrementa 10 veces, llegando a niveles
de 12000 molec/cel, al alcanzar la densidad 6ptica de
saturacién, previo a la entrada en FE. Ante un
tratamiento con un agente que dafie al ADN, tales
como la mitomicina C o el acido nalidixico, la expre-
sion de RecA se induce entre 20 y 50 veces alcanzan-
dose niveles de 24000 a 60000 molec/cel durante la

respuesta SOS (A.E. Karu & Belk E.D.,1982).
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Los experimentos realizados para evaluar cual es
la funcién de RecA esencial para la generacion de
HMW consisten en analizar las distintas cepas (cuyo
genotipo se especifica en los graficos de barras), con-
teniendo el plasmido pUCres, de la siguiente manera.
Se realizaron cultivos en dos condiciones: LBa, y LBap
glucosa 0,2%, en un bafo con agitacién. Transcurri-
das 24 horas de cultivo, se tomaron muestras para
medir DO y analizar la distribucién del plasmido
pUCres en las distintas formas [Figura 55].

En la condicién [LB] la mutante /exA3 acumula una
alta proporcion de multimeros, al igual que el control.
Dado que en esta condicién de cultivo, hasta un 90 %
del HMW se genera por un mecanismo dependiente
de RecA, el resultado obtenido con la mutante /exA3
de JC7623 indica que el nivel ‘basal” de RecA, carac-
teristico del contexto recBC sbcBC, es suficiente para
proveer la funcién recombinasa necesaria para dar
lugar a la formacion de HMW. En otras palabras, en la
condicion [LB] no se requiere un aumento importante
en la expresion de RecA, mediado por la induccién
del regulén SOS, para generar HMW en el contexto
recBC sbcBC.

En [LB glucosa] la mutante /exA3 acumula 50%
del plasmido como HMW. Recordar que en una
mutante recA también se alcanza 50% de HMW en
esta condiciéon de cultivo. Por lo tanto, en [LB glu]
seria necesario inducir la respuesta SOS o simple-
mente expresar mayores niveles de RecA, para
generar parte de los HMW. En la mutante /exA3
recAo98, la sobre-expresion de RecA restaura par-
cialmente la capacidad de sintetizar HMW en ausen-
cia de respuesta SOS. El hecho de que no logre
restaurar totalmente la capacidad de generar HMW,
indica que en esta condicion de cultivo las funciones
SOS contribuirian al proceso, si bien claramente no
son esenciales. Al parecer, en [LB glu] se requeririan
las dos funciones de recA para alcanzar los niveles de

%HMW caracteristicos de esta condiciéon de cultivo.
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Figura 55: ; Qué funcién de RecA se requiere para generar
HMW en el contexto recBC shcBC ?

Se introdujo el plasmido pUCres en la cepas cuyo genotipo se
especifica en cada gréafico de barras. Se cultivé las distintas cepas
en dos condiciones: LBap y LBa, glucosa 0,2%, en un bafio a 30°C
con agitacion rotatoria (180rpm). Transcurridas 24 horas de cultivo,
se tomaron muestras para medir DO y analizar la distribucion del
plasmido pUCres en las distintas formas. [A] resultados correspon-
dientes a la condicién LB. [B] resultados correspondientes a la
condicion LB glucosa 0,2%. Se realizaron dos experimentos inde-
pendientes. Las cepas /exA3 y lexA3 recAo, en la condicién [LB
glu], se analizaron en 4 exp. indep. Se presentan los resultados de
un experimento representativo.

1.3 RpoS: fase estacionaria y la ‘respuesta gene-
ral a estrés” [RGE].

Tradicionalmente, la caracterizacion genético-
molecular de los mecanismos de regulacién de la
expresion génica en bacterias, se realizaba en célu-
las en crecimiento exponencial. Por lo tanto, en una

primera etapa, sélo se obtuvo informacion referente a
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la regulacion de genes relacionados con el crecimien-
to exponencial. Pronto se descubrio que las bacterias
son capaces de adaptarse y sobrevivir a distintas
situaciones de estrés; y se comprobé que la respues-
ta a cada situacion de estrés involucra una alteracion
en el patron de expresion de un conjunto de genes,
que implica el silenciamiento o la represién parcial de
la expresion de genes relacionados con el crecimien-
to y el encendido de genes necesarios para la
adaptacion a la condicidn de estrés (Ishihama A.,
1999).

Cuando un cultivo de Escherichia coli entra en
fase estacionaria, 1a mayor parte de los genes que se
expresan activamente durante el crecimiento expo-
nencial deja de expresarse, al tiempo que se
enciende un grupo de genes especificos de FE. El
encendido de genes de FE parece seguir un progra-
ma especifico que enciende en forma escalonada dis-
tintos grupos de genes, de manera tal de maximizar la
supervivencia a largo plazo del cultivo, en esta nueva
situacion. La modificacion del patrén giobal de expre-
sion génica, que tiene lugar cuando Escherichia coli
entra en FE, involucra cambios radicales tanto en las
magquinarias de transcripcion y traduccion, como en la
estructura del nucleoide y la composicion de las pro-
teinas unidas al mismo (Ishihama A., 1999). A conti-
nuacion, se sintetizan los mecanismos responsables
de modificar el patron de expresion génica durante la
transicion hacia la FE.

El factor o® (sigma S) es el principal regulador de
la respuesta de FE, entendida como el conjunto de
mecanismos adaptativos que pone en juego la célula
al enfrentarse a la limitacién en algun nutriente esen-
cial. o® es el producto del gen rpoS y actia como una
subunidad ¢ de la RNA-polimerasa. La holoenzima
RNA-Polimerasa es un complejo proteico compuesto
por el complejo base apfi", que posee actividad
catalitica y una subunidad o, que le confiere especi-

ficidad para reconocer determinados promotores.

Escherichia coli posee siete subunidades o dife-
rentes, cada una de las cuales reconoce una secuen-
cia promotora consenso y por ende es responsable
de la transcripcion de un determinado grupo de
genes. La mayor parte de los genes que se expresan
durante el crecimiento exponencial son transcriptos
por la holoenzima Eo™, es decir la RNA-polimerasa
conteniendo 6™ (producto del gen rpoD). Por otro
lado, la holoenzima Ec® es esencial para la transcrip-
cién de la mayoria de los genes especificos de FE.
Los genes involucrados en las respuestas a las distin-
tas situaciones de estrés, se transcriben por accién
de la holoenzima conteniendo alguna de las sub-
unidades ¢ minoritarias (Ec™: respuesta a la disponi-
bilidad de N; Ec": respuesta a choque témico; Ec":
genes involucrados en quimiotaxis; Eof: respuesta al
daro de proteinas extracitoplasmaticas).

En células en activo crecimiento no se detecta oS.
Los niveles de o® se incrementan durante la transicion
hacia la FE, pero también puede darse en células en
activo crecimiento expuestas a distintas situaciones
de estrés. Entre las situaciones que disparan una ra-
pida acumulacion de o® se puede mencionar: el ham-

breado en fuente de carbono, nitrégeno, fésforo o

aminoacidos; la transferencia de las células a una

temperatura por encima de 42°C o por debajo de
30°C; condiciones de pH acido; condiciones de alta
osmolaridad o el crecimiento continuo en esta condi-

cion.

E! nivel celular de o® esta controlado a distintos® .

niveles, que incluyen la transcripcion, la traduccién y
la protedlisis de o5; y las diversas condiciones de
estrés afectan distintos niveles de control [esquemati-
zado en la figura 56]. En términos generales, las
condiciones de estrés potencialmente letales, que
requeririan una respuesta mas instantanea, afectan la
protedlisis de c®; mientras que aquellas situaciones
que producen un deterioro gradual de las condiciones

ambientales tienden a estimular la transcripcion o tra-
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duccién de rpoS (Hengge-Aronis R.,2000; Lange R. &
Hengge-Aronis R., 1991).

Actualmente se considera a ¢ como un regulador
maestro de la respuesta general al estrés [RGE],
definida por un conjunto de alteraciones en la fisi-
ologia celular que acrecientan la supervivencia del
cultivo en distintas situaciones. Este respuesta se dis-
para ante diferentes situaciones de estrés entre las
que se incluyen: el hambreado que resulta en la fase
estacionaria, la exposicion a alta osmolaridad, baja /
alta temperatura y pH acido. Todas estas condiciones
resultan en un incremento en el nivel de ¢° que se
refleja en la induccién de mas de 50 genes que con-
fieren resistencia a estrés, modifican la caracteristi-
cas morfologicas y estructurales de la célula y re-
direccionan el metabolismo.

Sin embargo, el incremento en el nivel de c®
inducido por dos efectores de estrés diferentes, no
necesariamente resultara en el encendido de los mis-
mos genes. Muchos de los genes dependientes de ¢°
son controlados también por diversos co-reguladores
que pueden o no estar presentes o activos en distin-
tas situaciones de estrés. Por lo tanto, las consecuen-
cias fisiologicas de la RGE, no sera obligatoriamente
idéntica bajo condiciones diferentes de estrés. La
interpretacion se complica aun mas por el hecho de
que ciertas condiciones de estrés no sélo disparan la
RGE, sino que inducen también respuestas especifi-
cas, independientes de cS.

Asimismo, cabe mencionar que la RGE puede ser
utilizada por la bacteria como una respuesta de emer-
gencia o como un programa a largo plazo de
adaptacion al hambreado u otros efectores de estrés.
Una situacion en la que la RGE se dispara como una
respuesta de emergencia, seria la induccion rapida e
inmediata de o° y distintos genes regulados por el
mismo, al comienzo de la fase lag diauxica durante el
crecimiento en presencia de glucosa y lactosa. Por el

contrario, la transicion hacia la FE que se desencade-

hambreado en fuente

de carbono
teduccion
gradual de la Fase exponencial Baga alta Alta
velocidad de tardia tampe osmola tempe a~xdo
crecimiento  [alta densidad celular] ratura  ridad y
rpo$S ———> ARNm rpoS -+ proteolisis
RNA-pol

Ec®

expresion de genes
del reguién o*

Figura 56: Activacién de la RGE mediada por el incremento en
los niveles de o°.

Distintos efectores de estrés pueden activar la RGE (Respuesta
General al Estrés) al afectar la transcripcion, la traduccion o la pro-
tedlisis del regulador maestro oS.

[A] Regulacién de la transcripcion del gen rpoS: los niveles del
RNAm aumentan durante la fase exponencial tardia y la entrada en
FE. Por ofro lado existen reguladores positivos (+) y negativos (-),
tales como cAMP-CRP (-) y la molécula ppGpp (+), que parecen
afectar la transcripcion del gen rpoS. La mayoria de los efectores
de estrés no afectan los niveles del RNAm.

[B] Regulacién de la traduccién: mediante modificaciones de la
estructura secundaria del RNAm que estimulan la traduccion.

[C] Regulacién de la protedlisis: en condiciones normales c¢° es
reconocido por el regulador Rssb-fosforilado y esta interaccion
facilita el reconocimiento y/o la degradacién de ¢® por el complejo
CIpXD. Distintos efectores de estrés inducen la defosforilacion de
Rssb (por un mecanismo de transduciién de sefiales que aun no ha
sido caracterizado), disminuyendo su afinidad por o y por lo tanto
reduciendo la protedlisis del mismo. Figura adaptada a partir de
Hengge-Aronis R.,2000.

na ante el agotamiento de un nutriente esencial, se
caracteriza por una fase de adaptacion que dura
aproximadamente cuatro horas. Durante este periodo
de transicién se inducen proteinas de hambreado,
siguiendo un programa que incrementa gradualmente
la resistencia a multiples efectores de estrés. o
cumple un rol esencial en el desarrollo de este progra-
ma genético, que se produce durante la FE temprana
y asegura la supervivencia a condiciones de ham-
breado prolongadas.

La RGE se puede diferenciar de la respuestas
especificas a un efector de estrés, en que estas dUlti-
mas le permiten a la célula manejar una situacion
aguda de estrés eliminando el efector y reparando el

dafo generado por el mismo; mientras que la RGE
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tiene un caracter predominantemente preventivo. Es
decir, modifica a la célula de manera tal de evitar que
distintos efectores puedan dafiarla, en vez de reparar
el dafo una vez concretado el mismo. Gran parte de
los genes clasificados dentro del regulén o® confieren
“tolerancia” al estrés. En el caso del estrés oxidativo,
se puede mencionar el gen dps, que codifica una pro-
teina que se une inespecificamente al ADN y lo pro-
tege del dafio oxidativo; y los genes katG y katE que
codifican catalasas responsables de degradar H;0..
En cuanto al estrés osmético, se puede mencionar el
operédn ofsBA, que codifica enzimas involucradas en
la produccion de trehalosa, un importante osmopro-
tector. ¢° también es responsable de los cambios
morfologicos que se observan en células en FE, que
estan relacionados con el morfogen bo/A. A nivel
metabolismo, se puede mencionar el gen acs, que
codifica la acetil-CoA sintasa. Este gen esté sujeto a
control por ¢® y es importante para la reutilizacién del
acetato que se produce y excreta al medio durante el
crecimiento rapido en presencia de glucosa.

Por dltimo, varios genes controlados por c®
cumplen funciones regulatorias, y establecen cas-
cadas regulatorias dentro del regulén c®.

En la seccion 1.3.1 (Resultados-Cap.1), se de-
mostré que las células recBC sbcBC creciendo en [LB
glu], generan y acumulan HMW principalmente
durante la FE temprana. Por Io tanto, se planteé la
posibilidad de que la sintesis de HMW en tal condi-
cién, dependiera de la induccién de genes dependi-
entes de . De hecho, Villarroya y colaboradores
reportaron que durante la transiciéon hacia la FE, se
induce la transcripcién de dnaN y recF. Dicha induc-
cién depende de o°. La participacién de RecF en
recombinacioén y replicacion ha sido descripta en la
Introduccion. El gen dnaN codifica la subunidad B,
que dimeriza para formar el ‘clamp” de procesividad
de la holoenzima Pol lll. Estos investigadores postu-
laron que la induccién de recF y dnaN durante la tran-

LB LB giu

67 50 %HMW 90 68 %HMW
Figura 57: Mutante rpoS.
Se cultivé las cepas JC7623 y MB1190, conteniendo el plasmido
pUCres, en LBy 0 LBen, glucosa 0,2%, en un bafio a 32°C con
agitacion (180 rpm). Transcurridas 24 horas de cultivo, se tomaron

muestras para analizar el plasmido pUCres por southern, hibridan-
do con la sonda Ap299.

sicién hacia la FE, le permitiria a la célula culminar
exitosamente el ciclo de replicaciéon en marcha y com-
pletar la duplicacién del genoma antes de dividirse
por ultima vez y entrar en “estasis” (arresto del creci-
miento). Dado que el clamp B no sdélo interactda con
Pol lll, sino que también interacciona con otras
polimerasas involucradas en reparaciéon (Lopez de
Saro F. & O'Donnell M, 2001), la acumulacion de esta
proteina podria estar relacionada con procesos de
reparacién y mantenimiento del ADN durante la FE
(Villarroya M. et al., 1998).

Estas y otras funciones inducidas por ¢, podrian
estar involucradas en la sintesis de ADN plasmidico
que tiene lugar durante las primeras horas de la FE y
derivan en la acumulacién de multimeros HMW
después del crecimiento en [LB glu]. Para analizar
esta posibilidad, se introdujo la mutacién rpoS359, en

101




Resultados - Capitulo 2 - Requerimientos genéticos

el contexto JC7623 y se analizé la capacidad de las
células deficientes en el regulador global de la RGE,
de generar HMW al crecer en [LB] y [LB glu]. Como
control se analiz6 en paralelo la cepa JC7623. En la
figura 57, se muestra el analisis del plasmido pUCres,
después de cultivar las cepas JC7623 y MB1190
[JC7623 rpoS] durante 24 horas en [LB] y [LB glu].

En las dos condiciones de cultivo, la mutante oS
acumula una menor proporcién de HMW que el con-
trol [Figura 57]. Dado que en [LB glu] la generacion de
HMW se da principalmente durante la FE, se esper-
aba que la mutante rpoS exhibiera mayores diferen-
cias respecto del control en dicha condicién. Sin
embargo, en las dos condiciones de cultivo, las célu-
las deficientes en o3, no logran alcanzar el maximo
nivel de amplificacién y acumulacion de HMW que
presenta la cepa control.

De todas maneras, la cepa JC7623 rpoS acumula
mayor proporcién de HMW en [LB glu] que en [LB],
por lo tanto la inactivacién de Rpo$S no anula por com-
pleto el “efecto glucosa’. Partiendo de la suposicién
que el denominado efecto glucosa implica un cambio
fisiologico disparado por una situacién de estrés ge-
nerada por el metabolismo de la glucosa o el ago-
tamiento de la misma hacia e! final de la fase expo-
nencial, que exacerba la replicacibn descontrolada
del pldsmido; y tomando en consideracién que las dis-
tintas respuestas a estrés forman parte de una red
regulatoria Unica altamente interconectada, en cierta

forma era previsible que la inactivacion del regulén ¢®
fuera compensado parcialmente por mecanismos de
adaptacién inducidos por otro regulén.

En otras palabras, el “efecto glucosa“ tendria dos
facetas. Una estaria relacionada con cambios
metabélicos inducidos por el crecimiento en presen-
cia de glucosa (o por la generacién de acetato al final
de la fase exponencial), que serian responsables de
generar mayor cantidad de intermediarios de repli-
cacién dafiados del plasmido tendientes a involu-
crarse en la generaciéon de HMW. Esta no se veria
afectada por la inactivacién de rpoS y explicaria
porqué la mutante rpoS presenta mayor proporcién
de HMW en [LB giu] que en [LB].

La segunda tendria que ver con los cambios de
expresion génica que adoptan las bacterias para
adaptarse a las condiciones de fase estacionaria.
Estos cambios estan regulados por ¢® y por otros re-
guladores que se inducen en funcién de la situacién
de estrés caracteristica, que determina que se deten-
ga el crecimiento. Dado que la inactivacién de rpoS
disminuye la proporcién de multimeros que puede
acumular la cepa JC7623 en [LB glu), es evidente que
alguno(s) de los genes pertenecientes al regulén o
contribuye(n) a la generacién de HMW durante la FE.
Su participacion en el fenémeno podria estar incluso
subestimada, si en la mutante rpoS puede(n)
inducirse por accion de ofro regulador de estrés.
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2. Requerimientos genéticos Il: funciones involucradas en el ensamblaje de un primo-
soma de reparacion y el reinicio de la replicacion.

2.1 Funciones que intervienen en el ensamblaje

de un primosoma de reparacion

2.1.1. PriA: el nexo entre la recombinacién y la
replicacion.

La proteina PriA fue descripta por primera vez,
como uno de los factores bacterianos necesarios para
reconstituir in vitro la sintesis de la cadena comple-
mentaria del fago ®X174. Analisis bioquimicos reve-
laron que PriA era necesaria para la formacion de un
primosoma, que demostré ser diferente del ensam-
blado en oriC para iniciar la replicacién del genoma
bacteriano. Este tipo de primosoma originalmente se
denomind “primosoma ®X174° [Schekman, R. et al.
1975; Wicker,S. & Hurwitz, J. 1975].

Mas tarde se descubrié que los piasmidos de tipo
ColE1 también utilizaban el primosoma ®X174 para
iniciar la sintesis de la cadena retrasada. PriA recono-
ce la estructura secundaria adoptada por el sitio PAS
sobre la cadena desplazada del R-loop generado por
el RNA I (el ARN-primer que pemnite el inicio de la
cadena lider), y permite el ensamblaje del primosoma
que habilita el inicio de la cadena retrasada (desarro-
llado en la seccién 1.2.1 de la Introduccion).

Recientemente, Jones J. y Nakai H. demostraron
que PriA permite iniciar la sintesis de ADN necesaria
para completar la transposicion replicativa del fago
Mu. En este caso PriA reconoce la estructura en
forma de Y adoptada por el intermediario de transpo-
sicion e inicia el ensamblaje de un primosoma sobre
el mismo (desarrollado en la seccién 1.3.1. de la
Introduccién).

PriA no participa del ensamblaje de la horquilla de
replicacién en oriC, ni es necesaria para iniciar la sin-
tesis de los fragmentos de Okazaki de la cadena

retrasada durante la etapa de elongacién de la sinte-

sis de ADN genémico. Tampoco se han encontrado
secuencias homoélogas a la secuencia PAS consenso
en el genoma de E.coli. Por muchos afos nadie pudo
explicar qué funcién cumplia PriA en el metabolismo
bacteriano. Finalmente cuando se logré clonar priA y
se construyeron mutantes nuios, las multiples defi-
ciencias exhibidas por estos mutantes demostraron
que PriA debia cumplir un rol celular muy importante.
Los mutantes priA presentan una viabilidad extrema-
damente baja, y exhiben un alto grado de filamenta-
cion y niveles inducidos del regulén SOS. Son defi-
cientes en reparacién de darfios al ADN generados
por radiacién UV, crecen muy mal en medio rico y son
deficientes en recombinacion homoéloga, en repara-
cién de cortes doble cadena generados por radiacién
ionizante, y en fenémenos tales como iSDR y cSDR
(que involucran replicacion a partir de D-loops y R-
loops).

Evidencias recientes indican que bajo condiciones
de crecimiento aerdbico normal, la mayor parte de las
horquillas de replicacion requiere de reparacion por
recombinacion en alguna etapa del ciclo de replica-
cién. Es decir que, la mayoria de las veces, las hor-
quillas de replicacion ensambladas en el origen,
encuentran algun tipo de impedimento antes de llegar
al terminus. Cuando el replisoma encuentra una
lesiébn que no ha sido reparada o un nick en el ADN
molde, se produce el bloqueo o colapso de la horqui-
lla. La maquinaria de recombinacion debe entonces
procesar la horquilla para reconstituirla. Una vez
superado el impedimento, ya sea por recombinacion
con el cromosoma hermano o por reversién de la hor-
quilla, es necesario volver a ensamblar la maquinaria
de replicacion en ese lugar. El proceso de ensambla-
je del primosoma depende de la proteina PriA, que es

capaz de reconocer la estructura de la horquilla blo-
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Proteina PriA

dominios Helicasa

% dominio Zinc-finger

PriA[K230D]: mutante Helicasa

PriA[CA]: mutante Zinc-finger

Figura 58: Proteina PriA y mutantes PriAK230D y PriACA

queada o de algun intermediario de recombinacién
generado por accion de las proteinas de recombina-
cion sobre la misma, unirse a estas estructuras y
comenzar a reclutar las proteinas necesarias para
ensamblar el primosoma que permitira re-iniciar la
replicacion. Al develarse la funcion fisioldgica de PriA
y el resto de la proteinas que conforman el primoso-
ma ®X174, este primosoma fue rebautizado “primo-
soma de reparacion’.

Las multiples deficiencias que exhiben las mutan-
tes priA estan relacionadas con la incapacidad de rei-
niciar la replicacion ante el bloqueo o colapso de hor-
quillas de replicacion, que se produce con alta fre-
cuencia, aun en células que no hayan estado expues-
tas a un agente exégeno que dare el ADN. Las hor-
quillas de replicacion pueden bloquearse o colapsar
debido a la presencia de lesiones o discontinuidades
en las cadenas molde (generadas por especies reac-
tivas de oxigeno producto del metabolismo aerdbico
celular), o por la presencia de proteinas unidas al
ADN que blogqueen el progreso del replisoma.

Tomando como hipétesis de trabajo que el HMW
se genera por replicacion iniciada sobre un interme-
diario de recombinacién o sobre estructuras en Y
generadas por un blogueo de la horquilla de replica-
cion, se consider6 que PriA podria ser el nexo entre

la recombinacién y la replicacion en el proceso de

GVTGSG‘FL(T CHDCX%PR(‘EX.AC HHCX,CPSC

D A A
K230D C445,448A
K230D

C445,448A

generacion de multimeros. Por lo tanto, se analizé el
papel de la proteina PriA en la formacion de multime-

ros HMW en el contexto recBC sbcBC.

2.1.2 Sobre-expresar PriA a partir de un plasmido
incrementa la acumulacién de HMW en el contex-
to recBC sbhcBC.

Se analiz6 el efecto de sobre-expresar PriA a par-
tir de un plasmido, sobre la generacién de multimeros
HMW en el contexto recBC sbcBC. Se utilizé el vec-
tor pHM6050, que posee un origen R1 y por lo tanto
replica independientemente de PriA; y tres derivados
del mismo que expresan la proteina PriA salvaje o
dos mutantes funcionales PriA[K230D] y PriA[CA] en
las que estan afectados los dominios Helica-
sa/ATPasa y Zinc Finger respectivamente (provistos
por el Dr. Masai, Masai H. et al., 1999).

La proteina PriA posee varios motivos helicasa y
un dominio zinc-finger [ver Figura 58]. El plasmido
pHM-priAx2300 €Xpresa una mutante de PriA con una
sustitucion de la lisina 230 por acido aspartico, dentro
del tipo Walker A
[GXXXXGKTS]. Esta mutante es deficiente en hidroli-

dominio conservado de

sis de ATP y actividad helicasa. Sin embargo, la intro-
duccién del plasmido pHM-priAk2zop €n una mutante
ApriA suprime la filamentacion y la deficiencia en via-

bilidad; permite el establecimiento de bajos niveles de
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iSDR y la replicacién de plasmidos dependientes de
PriA (aunque con baja eficiencia). En sintesis, la
mutante K230D mantiene cierta actividad de “ensam-
blaje de primosoma’, a pesar de su nula actividad
helicasa y ATP-hidrolasa [fenotipo Hel- EP*] (Masai H.
et al. 1999).

El plasmido pHM-priAca expresa una mutante de
PriA en la que se han sustituido dos residuos conser-
vados de cisteina en la posiciones 445 y 448, dentro
del dominio zinc-finger, por alaninas. Esta mutante
mantiene intacta su actividad helicasa, sin embargo
no puede complementar las multiples deficiencias de
una mutante ApriA (en cuanto a viabilidad, sensibili-
dad al medio rico, filamentacién y sensibilidad al UV).
La complementacion de una cepa ApriA con esta
mutante no permite que se establezca la replicacién
estable del ADN en condiciones que inducen la res-
puesta SOS (iISDR) ni el establecimiento de plasmi-
dos dependientes de PriA (Masai H. et al. 1999). Por
lo tanto, ésta seria una mutante mas relevante, ya
que carece de la actividad de “ensamblaje de primo-
somas’, que postulamos, seria la responsable de
ensamblar el primosoma que dispara la replicacion
alternativa del plasmido que genera los multimeros
HMW.

Con el objeto de evaluar el efecto de sobre-expre-
sar la proteina PriA o las dos mutantes arriba detalla-
das en el contexto recBC sbcBC, se introdujeron los
plasmidos pHM6050, pHM-priA, pHM-priAkasp Y
pHM-priAca en la cepa JC7623 y se analizd el creci-
miento de estas cuatro cepas en LBa,.

Cultivos ON en LB, se inocularon en 20 ml de
LBap @ una DO inicial de 0,02 (dil 1/150) y se incuba-
ron a 30°C en un bafio con agitacién (180 rpm). Se
monitored la DO de cada cultivo durante la fase expo-
nencial y se calculé el tiempo de duplicaciéon de cada
cepa. Transcurridas 29 horas de cultivo, se analiz6 la
distribucién de los plasmidos en las distintas formas

por southern-blot.

JC7623
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—&— K230D
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Figura 59: Curvas de crecimiento en LBa,.

Se realizaron cultivos de la cepas JC7623 y AB1157 recA conte-
niendo el vector pHM6050 o sus derivados pHM-priA, pHM-
priAxzaoo Y PHM-PriAca, en medio LB suplementado con Ap, a 32°C
con agitacion (180rpm). Se partié de una DO inicial de 0,02, y se
tomaron muestras cada hora para medir la DO a 600nm. Las cur-
vas representan los promedios de tres experimentos independien-
tes y las barras de error representan la DS.

En la Figura 59, puede verse claramente que la
sobre-expresion de PriA salvaje en el contexto recBC
sbcBC retarda significativamente el crecimiento en
LBa,. Se duplica el tiempo de duplicacion en compa-
racion con la cepa JC7623 conteniendo el vector o
sus derivados que expresan mutantes de PriA. Por el
contrario, en AB1157 recA o en un contexto salvaje la

sobre-expresion de PriA no modifica en absoluto la
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Figura 60: Anélisis de los plasmidos por southem-blot

A las 24 horas de cultivo se tomaron muestras de cada cepa para
preparar lisados totales. Los lisados fueron digeridos con Sacl,
para fraccionar el ADN genémico. Se sembré 2ug de ADN total en
cada calle. La hibridacién se realizé con la sonda Ap299.

velocidad de crecimiento. Por lo tanto, el efecto nega-
tivo producido por la expresion de PriA salvaje a par-
tir del plasmido pHM-priA es inherente al contexto
recBC sbcBC.

Al evaluar el comportamiento de los distintos plas-
midos en la cepa JC7623 se comprobé que la sobre-
expresion de PriA salvaje resulta en una mayor rela-
cién HMWIFC. Por el contrario, la sobre-expresién de
la mutante PriAca, que es incapaz de permitir el
ensamblaje de un primosoma, no tiene ningun efecto
[ver Figuras 60 y 61]. Al referir las relaciones de
HMW/FC de cada plasmido a los valores obtenidos
para el vector, se puede ver que la expresion de PriA
salvaje triplica la relacion HMW/FC. En términos de
porcentaje de HMW, la cepa JC7623 acumula un 80%
del plasmido pHM-priA como HMW, mientras que solo
acumula 40% del vector (o de pHM-priAca) como
HMW.

Dado que el vector pHMB050 carece de secuen-

cias PAS y normalmente replica de manera indepen-

2,0

1.0«

HMWI/FC

T T

p-PriA  p-PriA  p-PriA

vector
wt K230D CA
JC7623/

Figura 61: La sobre-expresion de PriA triplica la relacién
HMW/FC en el contexto recBC sbcBC.

Se analizé la relacion HMW/FC, por densitometria a partir de los
southern correspondientes a 3 experimentos independientes. Las
columnas indican el valor promedio de la relacion HMW/FC para
cada plasmido. Las barras de error representan la desviacion
estandard. La sobre-expresion de PriA salvaje induce un aumento
de la relacion HMW/FC, mientras que la sobre-expresion de la
mutante PriACA, incapaz de ensamblar un primosoma, genera una
relacion HMW/FC equivalente a la del vector.

diente de PriA, la proteina PriA expresada a partir del
plasmido pHM-priA tendria que ser reclutada por una
estructura alternativa para lograr influenciar la replica-
cién del plasmido y generar una mayor proporcion de
multimeros HMW. Esta estructura podria ser un inter-
mediario de recombinacién o una horquilla de replica-
cion bloqueada del plasmido. Estos resultados cons-
tituyen un primer indicio de que PriA podria estar invo-
lucrada activamente en la sintesis de HMW. Para
analizar esta posibilidad es necesario evaluar si es
posible generar HMW en ausencia de PriA funcional.

2.1.3. ¢ Puede generarse HMW en ausencia de PriA

funcional ?

2.1.3.1 No es posible introducir la mutacién ApriA
en el contexto recBC sbcBC:

A comienzos de los 90, dos grupos de investiga-
cién construyeron mutantes priA nulos. A. Komberg y

colaboradores generaron la mutante ApriA1::kan, que
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[A] Locus priA salvaje

\184bp
Bsml. Bsml
Bsmi Smal Tth111l Bsml 2189 (2353 Smal Clal
(381) (615) (1477) (1845) 13516) (3718)
l | l [ 2 : : ’\ I | |
 priA
1 / 4140
4 41200 pb
400bp priA S priA 3
b 4 41300 pb
_ 2094 3359
sonda PriA (i 2 kpb)v '
sonda PriAc (2,4 kpb)
[B] Mutante ApriA1::kan
Bsml Smal
(2977) 2085)
Bsml Smal Bsml Hindlll /" Clal Smal Clal
(3681} (615) (1845) {2737) {3166} (4577) (4779)
\ | ~N VY / N %
‘ [ priA g ‘ '
1 P Km
1 Pl 5201
P 4 300p
2094 Kan
500bp 4 4 2300 pb
L 2094 3359

Figura 62: Mapa de restriccion del locus priA salvaje y el alelo ApriA1::kan.
[A] En el mapa del locus priA salvaje se indica el fragmento Bsml de 184 pb, eliminado durante la construccuén de la mutante
ApriA1::kan. En azul y en verde se muestran los productos de amplificacion esperados con los pares de cebadores priA5S /priA3” y

2094/3359, de 1,2 y 1,3 kpb respectivamente. La sonda PriAc (de 2,4

kpb) utilizada para verificar por southern las mutantes ApriA1::Kan,

se genera por PCR a partir de ADN cromosdmico de una cepa salvaje utilizando los primers priA5°/ 3359, y abarca todo el gen priA. [B] En
el mapa de la mutante ApriA7::Kan se indica la insercién del gen de resistencia a kanamicina en el sitio de la delecién del fragmento Bsml
de 184pb. En rojo y en verde se muestran los productos de amplificacién esperados con los pares de cebadores 2094/Kan y 2094/3359,
de 300 pb y 2300 pb respectivamente. Si se digiere el ADN cromosémico de una cepa salvaje y de una cepa ApriA7::Kan con Smal y se
analizan por southern blot, revelando con la sonda PriAc se revela un tnico fragmento de 2,9 kpb en el caso de la cepa salvaje y dos frag-

mentos de 2,4 y 1,6 en el caso de la mutante ApriA1.::Kan.

contiene una delecién de los codones 406 a 466 y
una insercion de un cassette de resistencia a kanami-
cina rio abajo del coddn 405 [Figura 62] (Lee E.H. &
Kornberg A., 1991). Paralelamente en el laboratorio
de K. Marians, se construy6 la mutante priA2::kan, en
la que se insertd el cassette de resistencia a kanami-
cina (en sentido inverso al de la transcripcion de priA)
entre los codones 154 y 155 (Nurse P. et al., 1991).
Los extractos proteicos, preparados a partir de
estas dos cepas son incapaces de permitir |a replica-
cién in vitro del fago ®X174. In vivo, las dos mutantes
exhiben un fenotipo nulo, que incluye: muy baja viabi-
lidad, extensa filamentacién, sensibilidad al UV y a la
radiacion ionizante (que indica incapacidad para
reparar dafios al ADN), respuesta SOS inducida
constitutivamente, deficiencias en recombinacién

homéloga (estimada en ensayos de transduccién y
conjugacion), deficiencia en iSDR y ¢cSDR y marcada
sensibilidad al medio rico. Estas cepas tampoco per-
miten el establecimiento de plasmidos PriA-depen-
dientes, tales como pBR322, pUC19 o pACYC184 ni
la replicacion de los fagos ®X174 y Mu (Lee E.H. & A.
Kornberg, 1991; Nurse P. et al., 1991; Kogoma T. et
al. 1996; Masai H. et al. 1994).

Dadas las muiltiples deficiencias de estas mutan-
tes, se deben tomar recaudos para evitar acumular
mutaciones supresoras en el locus dnaC. Se presume
que estas mutaciones suprimen las multiples deficien-
cias de las mutantes pnA, al permitir que DnaC car-
gue a la helicasa DnaB sobre el molde de la cadena
retrasada, independientemente de PriA (Sandler S. et
al., 1996).

107




Resultados - Capitulo 2

Se encontraron dos trabajos publicados en los que
se reporta la utilizacién de una mutante recBC sbcBC
priA. En un caso se trata de la mutacion priA2::Kan
(cepa PN101, Nurse P. et al. 1991) y en el otro del
alelo ApriA1::kan (cepa AQ10429, Kogoma T. et al.
1996). Sin embargo, al solicitar estas cepas a los
laboratorios correspondientes, el laboratorio del Dr.
Kogoma no pudo reconstituir la cepa a partir del stock
congelado y el laboratorio de K. Marians manifesté la
inquietud de que la cepa PN101 contuviera una muta-
cion supresora en dnaC. Por lo tanto, se intenté cons-
truir la cepa recBC sbcBC priA en nuestro laboratorio,
por transduccion de la cepa JC7623 con un lisado del
fago P1.i preparado en distintas cepas que portaban
la mutacion priA2::kan o ApriA1::kan. Dado que las
mutantes priA generan lisados de P1 con titulos muy
bajos, para preparar los lisados transductores se utili-
zaron las cepas MB1188, MB1189 y MB1223, que
portan la mutacion priA en el genoma, pero en funcion
de la mutacion supresora en dnaC o del aporte plas-
midico de PriA, generan lisados aceptables como
lisados transductores (con titulos del orden de 10°-
100 ufp/ml).

Se realizaron repetidos intentos de introducir los
alelos ApriA1::kan o priA2::kan en el contexto recBC
sbcBC por transduccién, tomando todos los recaudos
para evitar la seleccién de supresores en dnaC. Sin
embargo, no fue posible aislar ningun transductante
KmR que portara la mutacién ApriA1 o priA2::kan en el
genoma, a pesar de que los mismos lisados transduc-
tores permitian introducir estas mutaciones, con alta
eficiencia, en un contexto salvaje. En funcion de lo
descripto, se planted la posibilidad de que la ausencia
de PriA funcional fuera letal en el contexto recBC
sbcBC. Con el objeto de desafiar esta hipétesis se
diseno la estrategia delineada en la Figura 63, que ha
sido adaptada a partir de B. Michel et al. 2000.

Basicamente consiste en introducir en el contexto

recBC sbcBC un plasmido con un origen termosensi-

JC7623 / pGB,(ts)-priA Sp"

Transduccién P1(ApriA1::kan)

Seleccion de transductantes Sp® Km"
en MM, a temperatura permisiva (30°C)

screening X
colony PCR
southern para
verificar la mutacion
genomica

A 4
JC7623 ApriA1::kan / pGB,(ts)-priA [Sp"Km©]

v

Ensayo de segregacion a 42°C
para intentar eliminar el plasmido

Si se logra obtener
clones Km" Sp°®

Sino se logra obtener
clones Km" Sp°

verificar por
Southern que sean
JC7623 ApriA1::Kan

%

Transformar con
» pHMB050

» pHM-priA

» pHM-priA.,

\Z

Analizar formacion de
HMW

Figura 63: Estrategia para generar una cepa ApriA1kan recBC
sbcBC.

Transduccion de la cepa JC7623/pGB;-priA con un lisado de
P1., preparado en una cepa ApriA1::kan y seleccién de transduc-
tantes en medio M9sxm, a temperatura permisiva (30°C), para
mantener el plasmido que expresa PriA. Screening por colony-
PCR, para seleccionar aquellos clones SpRKm® que hayan incorpo-
rado el alelo ApriA1::kan y verificacién por southern. Una vez selec-
cionado un clon JC7623 ApriA1.:kan | pGB,-priA, se realiza un
ensayo de segregacién a temperatura restrictiva para intentar eli-
minar el plasmido [ver detalles en Fig. 64]. En caso de aislar algun
clon KmRSp®, que pruebe por southern mantener la mutacién
ApriA1::kan y no contener ninguna copia salvaje del gen priA en el
genoma, se procede a analizar si los plasmidos pHM y pHM-priA
pueden acumular HMW en este contexto genético. Si, por el con-
trario, no se logra aislar ningin clon KmRSpR® implica que la muta-
cion ApriA1:kan es letal en el contexto recBC sbcBC.

la mutacién
ApriA1::Kan es letal
en el contexto JC7623
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JC7623 ApriA1::Km | pGB,-priA

2hs a 30°C> 42°C
00002 l l l |

6 horas
Totales <— M9KmO qz Q
Sp* <—M9KmSpO O Q

DRSS o

Incubacién a 32°C durante 3 dias
Recuentos alos 1, 2y 3 dias

>

————

Repique a placas de
MSKm y MSKmSp

Sp’ = JC7823 ApriA1::Km | pGB.-priA
Totales - Sp™ = JC7623 ApriA1.:Km

@

JC7623 ApriA1::Km «—— clones Km" Sp°

Figura 64: Cinética de segregacién: esquema de la metodologia empleada.

Se cultivé la cepa JC7623 ApriA1::Kan/pGB.priA en M9«ns, @ 30°C durante la noche (ON). Se diluyé 1000 veces el cultivo en medio M9,
[DQi 0,002], se incubé durante 2 horas a 30° y luego se transfirié a 42°C. Durante seis horas, se tomaron alicuotas del cultivo cada dos
horas para realizar recuentos en placas de M9 y M9s;,. Las placas se incubaron a 32°C y se realizaron recuentos después de 1,2y 3
dias. Luego se repicaron colonias de las placas de M9, correspondientes a las 2, 4 y 6 horas, a placas de M9%m y M9ns,, para identificar
aquellas que hubieran perdido el plasmido. A partir de los recuentos en las placas de M9~ se determiné el valor de ufc/ml total (es decir
células con y sin pGBpriA), mientras que a partir de los recuentos en placas de MO9«ns, se calculé las ufc/ml SpR [JC7623
ApriA1::kan/pGB;priA]. Para determinar las ufc/ml de células JC7623ApriA1::kan carentes de plasmido [JC7623ApriA1::kan] se resté el
recuento de Sp® al recuento de totales y se corroboré que la fraccion correspondiente de colonias crecidas en las placas de M9, fuera

sensible a Sp, repicando las colonias a placas de M9 y M9«ns,. Cada experimento de segregacion se realizé por lo menos 3 veces.

ble, que exprese PriA funcional. Introducir el alelo
ApriA1::kan por transduccion, aprovechando la com-
plementacion de PriA aportada por el plasmido.
Finalmente, intentar eliminar el plasmido por segrega-
cion incubando las células a temperatura restrictiva,
para seleccionar algun clon recBC sbcBC ApriA1::kan
que haya perdido el plasmido.

Se construy6 el plasmido pGB,-priA, subclonando
el gen priA en el vector pGB,, que posee un origen
pSC101 termosensible y un marcador de resistencia
a espectinomicina (SpR). El crecimiento a temperatu-
ra restrictiva (42°C) le impide al plasmido replicar y
conduce a la aparicion de células carentes de plasmi-
do. Para corroborar que el plasmido construido expre-
sara PriA funcional, se verific6 que fuera capaz de
complementar ciertas deficiencias de una mutante
ApriA. La introduccion del plasmido pGB;-priA en una
cepa ApriA favorece el crecimiento de la misma en
medio rico, permite la generacion de colonias visibles
en 24 horas en placas de medio minimo, y restituye la

resistencia a la luz UV al nivel de la cepa salvaje.

Se introdujo el plasmido pGB.-priA en la cepa
JC7623 por transformacién. Luego se realizé un
experimento de transduccion de la cepa JC7623/
pGB:-priA con un lisado de P1; preparado en la cepa
MB1188 [ApriA1::kan/pEL042], seleccionando los
transductantes en placas de MS«ns, @ temperatura
permisiva (30°C), para aprovechar la complementa-
cién de PriA funcional que aporta el plasmido pGB:-
priA. Se repicaron las colonias crecidas en 24 horas a
nuevas placas de M9msp. Se realizé un screening de
los potenciales transductantes por PCR a partir de
colonia, para identificar clones que hubieran incorpo-
rado la mutacion ApriA1::kan en el cromosoma. Los
cebadores utilizados (2094 y Kan) reconocen una
region de 300 pb que abarca parte de la region 5° del
gen priA y parte del gen de resistencia a kanamicina
[ver Figura 62B, fragmento rojo de 300 pb]. Este par
de cebadores no produce ningun producto de amplifi-

cacion a partir del gen priA salvaje. Al analizar los pro-
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ductos de amplificacién en un gel de agarosa, se
comprob6 que la mayoria de los clones daba un frag-
mento amplificado del tamarno esperado, 300 bp. Se
seleccionaron 2 clones JC7623 ApriA1::kan | pGB»-
priA para continuar con el analisis.

Estos fueron sometidos a un ensayo de segrega-
cién del plasmido a temperatura restrictiva (cada clon
fue analizado en tres experimentos independientes).
El objetivo de dicho experimento consiste en evaluar
si es posible aislar clones que mantengan la mutacion
ApriA1::kan cromosémica, a pesar de haber perdido
el plasmido pGB,-priA, debido a la incapacidad del
mismo de replicar a temperatura restrictiva. En caso
de aislarse algun clon que probara ser JC7623
ApriA1::kan, se podria introducir los plasmidos
pHMB050 y pHM::priA, pHM::priAca; €n este contexto
para determinar si la funcion PriA es esencial para la
generacion de HMW. Se esperaba que el vector
pHMB050 no acumulara multimeros mientras que su
derivado expresando PriA salvaje si lo hiciera. En el
caso de no lograr aislar un clon recBC sbcBC ApriA,
se podria concluir que la mutacion ApriA es letal en el
contexto recBC sbcBC, y seria necesario recurrir a
otra estrategia para analizar el papel de PriA en la
generacion de HMW.

En la Figura 64, se ha descripto la metodologia
empleada para realizar los ensayos de segregacion.
Como primer control se sometié la cepa AB1157
ApriA1::kanlpGB,-priA al experimento de segre-
gacion, con el objeto de verificar que el experimento
de segregacion, tal como estaba planteado condujera
a la segregacion del plasmido y permitiera aislar
clones ApriA curados del mismo. También se analizé
la cepa AB1157 ArecA | pGB,-priA, para determinar si
exhibia diferencias en la cinética de pérdida del plas-
mido respecto del contexto deficiente en PriA.

Como puede verse en la figura 65, el experimento
permite inducir la pérdida del plasmido y la recu-

peracion de células curadas del mismo, independien-

10’ 3
'0 _§
= 10" ¢
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= [
10° ¢
10 Illxlll:lllllll:lllllll:lllltll;llllle
0 2 4 6 8
horas a 42 °C
—8— AB1157 \recA
—o— AB1157 ArecA/pGB -priA
@— AB1157 A\priA 1. kan
—&— AB1157 A\priA1::kan/pGB.-priA

Figura 65: Verificacién del plasmido pGB:-priA y de la metodo-
logia empleada para inducir la segregacion del plasmido.

Los circulos sélidos indican células curadas de pGB.priA y los
circulos vacios indican células que mantienen el plasmido.Se
sometieron las cepas AB1157ArecA/pBGB:-priA y AB1157ApriA
IpGB.-priA a la cinética de segregacion descripta en la Figura 64.

Se corrobor6 que mediante dicha metodologia es posible inducir
la pérdida del plasmido pGB:-priA durante el crecimiento a tempe-
ratura restrictiva. En los dos casos, después de 6 horas a 42°C se
recuperan células curadas de plasmido.

temente de que las células expresen o no PriA
endogeno. En el caso de la cepa AB1157 ApriA
IpGB2-priA, después de 6 horas de crecimiento a
42°C, un 60 % de las células esta curada del plasmi-
do. De esta manera, se corroboré que siguiendo la
metodologia descripta en la figura 64, es posible
inducir la pérdida del plasmido pGB,-priA por segre-
gacion, incluso de una mutante ApriA para la cual la
pérdida del plasmido que expresa PriA representa
una seria desventaja.

Finalmente se sometié la cepa JC7623 ApriA/
pGB.-priA a la cinética de segregacion. En la figura 66
se han graficado los resultados obtenidos con esta
cepa y su control JC7623/pGB.-priA. En tres experi-
mentos independientes, después de 6 horas de cre-
cimiento a temperatura restrictiva, no se logré recu-

perar ningun clon JC7623 ApriA que hubiera perdido
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el plasmido. Por otro lado, a partir de las 2 horas de
cultivo a 42°C los recuentos dejan de aumentar, indi-
cando claramente que la deficiencia en PriA resulta
letal en el contexto recBC sbcBC. Al incubar las célu-
las a temperatura restrictiva durante el crecimiento
exponencial, la inactivacion de la replicacién del plas-
mido induce su segregaciéon y las células JC7623
ApriA curadas de plasmido que van surgiendo son
incapaces de multiplicarse como para dar colonias en
las placas de MS«m.

No obstante, el comportamiento del control
JC7623/pGB,-priA resultaba intrigante. Este control
isogénico PriA* se evalud en paralelo para corroborar
que el plasmido se perdiera rapidamente al inactivar
su replicaciéon, dado que la complementacion con
PriA no depararia ninguna ventaja en estas células
que expresan PriA endégeno. En la figura 66, puede
observarse que durante la incubacion a 42°C los
recuentos aumentan normalmente. Sin embargo, aun
después de 6 horas a temperatura restrictiva, el 100
% de las células mantiene la resistencia a espectino-
micina. Este resultado tiene dos explicaciones posi-
bles: el plasmido se integra al genoma por recombina-
cién homoéloga con el gen priA cromosémico, o por el
contrario se mantiene como un replicon extracromo-
sémico pero inicia su replicacion independientemente
de su origen.

Por southern-blot se comprobd que estas células
mantenian el pldsmido como una entidad indepen-
diente del genoma, aunque se acumula casi exclusi-
vamente como HMW [Figura 67]. Por lo tanto puede
descartarse la posibilidad de que el plasmido se haya
integrado al genoma.

Analicemos entonces la segunda posibilidad. Si
bien la temperatura restrictiva esta inactivando la
replicacién normal del plasmido a partir de su origen,
en el contexto recBC sbcBC el plasmido podria repli-
car por el mecanismo dependiente de recombinacion

que se viene proponiendo e intentando probar duran-
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JC7623 ApriA | pGB.-priA

JC7623 / pGB.-priA

JC7623 ArecA | pGB -priA
JC7623 ArecA

$o ¢ ¢

Figura 66: La mutacién priA resulta letal en el contexto recBC
sbeBC.

Se sometieron las cepas JC7623ApriA/pGB,-priA, JC7623/
pGB.-priA y JC7623ArecA/pGB.-priA a una cinética de segregacion
siguiendo la metodologia delineada en la Figura 64. La pérdida del
plasmido pGB,-priA resulta letal en el contexto JC7623ApriA. Por
ofro lado, en el contexto JC7623, no es posible inducir la segrega-
cion del pldsmido, a no ser que se inactive también la replicacion
dependiente de recombinacién anulando la actividad RecA (con-
texto JC7623 ArecA). Para cada cepa se realizaron 3 experimentos
independientes. Se muestran los resultados de un experimento
representativo.Los circulos sélidos indican células curadas de
pGB.priA y los circulos vacios indican células que mantienen el
plasmido.

ADN total JC7623/pGB -priAdespués de 6 horas a 42°C
/Xbal /Smal

muitimeros lineales
de pGB.priA
producto de la
digestién parcial del
HMW

i
HMW ——-‘ M

N« 6.4kpb
] pGB -priA lineal

<«— 29kpb
gen priA
cromosomico

Xbal: ningun sitio en el plasmido pGB.-priA

Smal: 1 unico sitio en el plasmido pGB.-priA

Revelado con sonda PriAc
Figura 67: la cepa JC7623/pGB.-priA mantiene el plasmido
como un replicén extracromosémico.
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Figura 68: Plasmidos pWSK-117 y pWSK-119. Para detalles de construccion referirse a la seccién 1.3.2.6 de Mat. y Met.

te el transcurso de este trabajo.

Para investigar esta posibilidad, se analizé el com-
portamiento del plasmido pGB>-priA en un contexto
JC7623 ArecA, en el cual el mecanismo de replica-
cién mediado por recombinacién deberia estar anula-
do o al menos seriamente reducido. En la figura 66
se puede observar que, efectivamente la cepa
JC7623 ArecAlpGB.-priA pierde el plasmido rapida-
mente durante el crecimiento a temperatura restricti-
va. Después de 6 horas a 42 °C, apenas el 0,4% de
las células mantiene la resistencia a espectinomicina.
Por lo tanto, en ausencia de RecA funcional, las célu-
las recBC sbcBC no pueden mantener el plasmido
durante el crecimiento a temperatura restrictiva.

Estos resultados constituyen otra comprobacion
de que en la cepa recBC sbcBC un plasmido puede
replicar independientemente de su origen de replica-
cion por un mecanismo que involucra a RecA. En
cuanto al requerimiento de PriA, los experimentos
detallados anteriormente no son concluyentes. Dado
que la deficiencia en PriA resulta letal en la cepa
JC7623 no fue posible analizar el comportamiento de
los plasmidos en dicho contexto. Fue necesario recu-
rrir a otra estrategia, que se describe en la siguiente

seccion.

2.1.3.2 Generacion de un fenotipo transiente
RecBCD- en el contexto ApriA sbcBC sbcCD:

Dado que la inactivacién de priA en un contexto
recBC sbcBC resulta letal, se recurrié a la siguiente
estrategia para averiguar si en ausencia de PriA fun-
cional pueden sintetizarse multimeros HMW en un
contexto recBC sbcBC. Se introdujo la mutacion 4prA
en el contexto shcBC y luego se transformé la cepa
resultante con un plasmido que expresa Gam$S del
fago lambda en forma condicional. La proteina Gam$S
es capaz de inhibir al complejo RecBCD. En pocas
palabras, se utilizb la expresion inducible de Gam$S
para generar un fenotipo transiente RecBC-en el con-
texto ApriA sbeB sbcCD.

La mutante 4priA sbcBC sbeCD se construyd por
transduccién de la cepa JC11451 [sbcB sbcCD] con
un lisado transductor de P1 preparado en la cepa
MB1188 [AB1157 ApriA1::Kan/pEL042]. Se obtuvieron
numerosos transductantes KmR en placas de MSm, a
los que se les practicoé un screening por PCR a partir
de colonia (utilizando los cebadores 2094 y Kan),
para seleccionar aquellos que hubieran incorporado
el alelo ApriA1::Kan. Un alto porcentaje de los clones
analizados dié un resultado positivo en el screening
por PCR (un fragmento amplificado de 300 pb), y pre-
sentaba el fenotipo caracteristico de una mutante priA
(tardan mas de 24 horas en dar colonias visibles en
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MM, presentan sensibilidad al medio rico, no permiten
el establecimiento de plasmidos dependientes de
PriA y presentan sensibilidad exacerbada al UV).
Estos fenotipos podian ser suprimidos por transfor-
macioén con un plasmido expresando PriA funcional.

Se selecciond un clon y para comprobar que por-
tara unicamente el alelo mutante, se corroboré por
PCR que amplificaba un unico fragmento de 2300 pb
con los cebadores 2094 y 3359, y se verificd por
southern-blot con la sonda PriAc, que el ADN cro-
mosomico digerido con Smal daba dos fragmentos de
2,4 y 1,6 kpb respectivamente.

En cuanto a los plasmidos utilizados para expresar
GamsS en forma condicional, el plasmido pSF117 es
un derivado de ColE1, que porta el gen gamS del fago
A bajo control del promotor Pr y el represor termosen-
sible cl857. La incubacion a temperatura restrictiva
(37°C) inactiva el represor, permitiendo la expresion
de la proteina GamS que es capaz de inactivar al
complejo RecBCD. Este plasmido permite generar un
fenotipo RecBCD- a temperatura restrictiva. Por otro
lado, el plasmido pSF119 es un derivado de pSF117
que contiene un linker Xhol insertado en el sitio Stu |
dentro del gen gamS (gamS201). Por lo tanto expre-
sa una proteina GamS trunca e inactiva, incapaz de
inhibir a RecBCD. Este plasmido se utiliza normal-
mente como control negativo en aquellos experimen-
tos que utilizan el plasmido pSF117 para inactivar a
RecBCD (Friedman S.A. & Hays S.J., 1986).

Dado que el plasmido pSF117 posee un origen de
tipo ColE1, es incapaz de replicar en una mutante
ApriA. Por lo tanto se transfirié el fragmento de
pSF117 conteniendo Acl-Pr::gamS, a un plasmido
capaz de replicar independientemente de PriA. Se
subclon6é un fragmento de 1,4 Kbp del plasmido
pSF117 conteniendo la region [Acl-Pr::gamS] en el
sitio de clonado del vector pWSK30, que posee un ori-
gen pSC101 y un marcador de resistencia a ampicili-
na (Wang R.F. & Kushner S.R., 1991). El plasmido

JC11451/
pWSK-117 pWSK-119

temperatura 28° 37° 28° 37°

' <“—HMW

FC.

1 2 3 e

fenotipo .
RecBcD | * % i
genotipo sbcB sbcCD

Figura 69:Verificacion de los plasmido pWSK-117 y pWSK-119.

Se cultivo las cepas JC1145/pWSK-117 y JC1145/pWSK-119 en
LBa, a temperatura permisiva (28°C) o restrictiva (37°C).
Transcurridas 24 horas, se aislé6 ADN total de cada cepa, se digirié
con Sfil y se analizé por southern revelando con una sonda espe-
cifica para el plasmido (Ap299).

Se comprobé que a 37°C el plasmido pWSK-117 expresa Gam$S
funcional que inhibe a RecBCD e induce la formacion de HMW en
el contexto sbcB sbcBC. A 28°C no hay expresion de GamS y el
plasmido se mantiene como formas circulares. Por otro lado el
plasmido pWSK119 se mantiene como formas circulares a las dos
temperaturas, dado que la proteina GamS201 que expresa es
inactiva.

resultante se denomind pWSK-117. Como control, se
construy6 el plasmido pWSK-119 a partir del plasmi-
do pSF119. Los plasmidos pWSK-117 y pWSK-119
fueron verificados por PCR y mapeo de restriccion
[Figura 68].

Para verificar la funcionalidad de los plasmidos
construidos, se introdujeron en la cepa JC11451
[sbcB sbcC] por transformaciéon y se cultivaron las
cepas resultantes en LBa, a 28°C y 37°C durante 24
horas. Se comprobé que a temperatura permisiva

(28°C) el plasmido pWSK-117 se mantiene como for-
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JC11451 / MB1292/
pWSK-117 pWSK-119 pWSK-117
genotipo shcBC ApriA sbcBCi
fenotipo . )
RecBCD + - + |+ |+ |+ +
temperatura de incub. 37°C 28°C 37° 28° 37°  28°
t 15 3 24 3 24 L 24 24 Y 24 24 horas
HMW — ”'”
F.C.
sl
1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12

Figura 70 La inactivacién de RecBCD en un contexto sb¢cBC ApriA no induce acumulacién de HMW.
Se realizaron cultivos de las cepas JC11451/pWSK117, JC11451/pWSK119 y MB1292/pWSK117 en M9(Km)Ap a 28°C con agitacién

(DOi: 0,015). En el caso de la cepa JC11451, cuando alcanz6 una DO

de 0,8 se tomo la muestra correspondiente al to y se dividio el cul-

tivo en dos partes, una se mantuvo a 28°C y la otra fue transferida a un bafio a 37°C. Transcurridas 1,5, 3 y 24 horas se tomaron mues-
tras para analizar el plasmido. Dado que la cepa MB1292 es mas lenta para crecer debido a la mutacion priA, se cultivd durante 9 horas

a 28°C, hasta que alcanzé una DO de 0,2. Luego se tomé la muestra
mantuvo a 28°C y la otra se incubd a 37°C. Transcurridas 24 horas se

correspondiente al to y se dividi6 el cultivo en dos partes, una se
tomaron muestras para analizar el plasmido pWSK117.

Los lisados totales fueron digeridos con la enzima Sfil, que no posee sitios de corte en ninguno de los dos plasmidos y luego fueron
separados en un gel de agarosa y sometidos a southern blot. La hibridacion se realiz6 con la sonda Ap299.

: X 28°C 37°C
contexto genético | plasmido
GamS | RecBCD | HMW Gam$S RecBCD HMW
ApriA sbcB sbcCD | pWSK-117 - + - + GamS . -
WSK-117 - + . + = +
shcB sbeCD |- s
PWSK-119 - + - + GamS201 + S

Tabla 7 La inactivacion de RecBCD en un contexto sbcBC ApriA no induce acumulaciéon de HMW.

mas circulares de bajo peso molecular, mientras que
a temperatura restrictiva (37°C) se acumula principal-
mente como HMW. De esta manera se verificd que el
plasmido pWSK-117, a temperatura restrictiva expre-
sa GamsS funcional que inactiva a RecBCD, generan-
do el fenotipo RecBCD— SbcB— SbcCD— que resulta
en la acumulacion de HMW del plasmido. Por otro
lado el plasmido control pWSK-119, que expresa
GamS201 inactivo, se mantiene como formas circu-
lares tanto a 28°C como a 37 °C [Figura 69].

Finalmente se analiz6 el comportamiento de estos
plasmidos en la cepa MB1292 [ApriA sbcBC]. Se
analizd la cepa JC11451 [sbcBC] en paralelo, como
control positivo. El experimento se realiz6 en medio
minimo M9 suplementado con ampicilina (y kanamic-
ina en el caso de la mutante ApriA). Se realizaron cul-
tivos en medio minimo con agitacion a 28°C hasta
promediar la fase exponencial y luego se dividio el
cultivo en dos partes: una se mantuvo a 28°C y la otra

se transfirid a un bano a 37°C. Se tomaron muestras
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a tiempo cero y transcurridas 1,5, 3 y 24 horas para
analizar la formacién de HMW de los plasmidos a
cada temperatura [ver Figura 70].

En la tabla 6 se han resumido los fenotipos de
cada cepa en funcion del genotipo, el plasmido porta-
do y la temperatura de incubacion; y los resultados
obtenidos en cada caso. Es evidente que el plasmido
pWSK-117 puede formar HMW en la cepa JC11451
[sbcBC] cultivada a temperatura restrictiva, pero no
puede hacerlo en la cepa MB1292 [ApriA sbcBC] defi-
ciente en PriA. Este resultado demuestra que PriA es
indispensable para el proceso que genera multimeros
HMW en un contexto recBC sbcBC.

2.1.4. Las vias alternativas para generar un primo-
soma de reparacién: mutantes priC y rep.

En la seccién 4.3 de la Introducciéon se mencioné
la existencia de por lo menos tres vias alternativas
para ensamblar un primosoma de reparacién. Dos de
ellas dependientes de PriA (y de PriB o PriC); y una
tercer via independiente de PriA que dependeria de
PriC y Rep para reconocer la estructura de la horqui-
lla danada/procesada y ensamblar el primosoma de
reparacion.

Con el proposito de evaluar la injerencia de las dis-
tintas vias alternativas en el inicio de la replicacién
independiente del origen que conduce a la formacién
de HMW), se analizé el efecto de inactivar priC o rep
en la acumulacién de HMW.

2.1.4.1 La via independiente de PriA: mutantes
rep.

En 1997, B. Michel reportd que inactivar rep resul-
ta letal tanto en el contexto recBC como en uno recBC
sbcBys sbcC [JC7623], en el cual la via RecF de
recombinacion deberia ser capaz de procesar extre-
mos doble cadena con mayor eficiencia, en funcion
de la inactivacién de las nucleasas SbcB y SbcCD
(Michel B. et al. 1995). Por alguna razén, la ausencia

de Rep funcional le impide a la via RecF reparar las
horquillas bloqueadas y reiniciar la replicacion, y esto
resulta letal para la célula.

Mas tarde se descubrié que era posible introducir
la mutacién rep en un contexto recBC 4sbcB sbcCD.
La delecion del gen sbcB parecia suprimir la letalidad
de combinar la mutacion rep con una mutacion
recBC. Para explicar estas observaciones, Michel
propuso que la mutaciéon sbcB15 presente en la cepa
JC7623, al generar una proteina SbcB inactiva como
exonucleasa, pero que mantiene la capacidad de
unirse a extremos simple cadena, puede blogquear el
procesamiento de la horquilla dafada o el reinicio de
la replicacién en un contexto deficiente en Rep. En
otras palabras, en un contexto en el cual el colapso
de horquillas de replicacion esta exacerbado en fun-
cién de la deficiencia en RecBCD, se requeriria de
Rep para desplazar a SbcB y permitir la reparacion de
la horquilla. La delecién del gen sbcB eliminaria la
necesidad de desplazar a la nucleasa inactiva. De ahi
que las mutantes rep recBC 4AsbcB sbcCD sean via-
bles.

En funcién de lo expuesto se utilizaron las cepas
JJCB65 [recBz; recCay AsbcB sbcCl y JJC8I2
[JJC865 Arep] para analizar el papel de Rep en la
generacion de multimeros. Las mutaciones recBzr y
recC2rs, generan una mutante recBCD termosensible
que a temperatura permisiva exhibe un fenotipo
ExoV— mientras que a temperatura restrictiva exhibe
un fenotipo RecBCD— (ExoV— y Rec™) (Kushner S.R.,
1994 a y 1994b; Seignerur M. 1999). Se incluyéd la
cepa JJCB58 [recB21 recC22 AsbcB sbcCD) para
compararla con la cepa JC7623, con el objeto de
determinar si la delecion del gen sbcB afectaba la
generacion de multimeros. Por otro lado el analisis de
JC7623 a 30 y 42 °C nos permitioé evaluar si el cam-
bio de temperatura influia de alguna manera en los
resultados.

Se analizaron derivados de las cuatro cepas con-
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teniendo el plasmido pUCres. Las cepas fueron culti-
vadas ON a 30°C en caldo LB suplementado con los
antibiéticos correspondientes [LBars] y al dia siguien-
te se diluyeron en dos condiciones distintas [LBars] y
[LBars glucosa 0,2%], para realizar cultivos a 30° y
42°C. Transcurridas 24 horas, se realizaron dilucio-
nes seriadas de los cultivos y plaqueo en LB y LBap,
para estimar la viabilidad y el % de células ApR; y se
analiz6 el plasmido pUCres para evaluar la capacidad
de cada cepa de formar HMW en las distintas condi-
ciones de cultivo [ver Figuras 71 y 72].

Si analizamos los resultados correspondientes a la
condicién [LB] es evidente que la cepa JJC858 acu-
mula tantos multimeros del plasmido pUCres como la
cepa JC7623 (Fig. 72, comparar calles 3/4 con 1/2).
Por lo tanto, en un contexto Rep*, la mutacion sbcBys
y la delecién completa del gen activan o permiten, en
igual medida, la formacién de HMW en un contexto
recBC sbcC. Por otro lado, en las dos cepas el cho-
que térmico parece amplificar el fenébmeno de acumu-
lacién de HMW y reducir la viabilidad del cultivo.

La cepa JJC865, a 30°C acumula una baja propor-
cién de HMW en funcién de su fenotipo ExoV—, pero
a temperatura restrictiva llega a acumular un 50% de
HMW. Su derivado Arep, la cepa JJC892, acumula
una gran proporcion de HMW a temperatura restricti-
va. Por lo tanto la via alternativa dependiente de Rep
no parece participar en la formacion de HMW [Figura
72 A). Por el contrario, la ausencia de Rep funcional
parece exacerbar la formacién de HMW en un contex-
to AsbcB sbeC al inactivar RecBC.

Al analizar los resultados correspondientes a la
condicion [LB glucosa), salta a la vista que combinar
el agregado de glucosa al medio con el choque térmi-
co, resulta en una caida muy importante de la viabili-
dad y una disminucién en la proporcion de HMW res-
pecto del porcentaje observado para el choque térmi-
co en [LB] [Figura 72; comparar calles 2 y 4 de la se-

ccion B con las de la seccién A]. En esta condicion de

JJC865/pUCres
Fenotipo
SheB™ SbeCD™

genotipo
rec8,,, recC,,, AsbcB sheC

— A 30°C ExoV~™

LB,
|| — /\ 42°c RecBCD"
LB, == 30°C ExoV~™
30° 180 rpm LB, A A
oM92%L_ N\ 42c RecBCD-
JJC892/pUCres
genotipo Fenotipo

recB,,, recC,,, AsbcB sbcC Arep

LB,,
LB, ‘
30° 180 rpm LB,,

0 0,
gu02%lL_ N\ 4xc RecBCD-

Figura 71 Mutantes rep: esquema del experimento.

Las mutaciones recB.z y recCz7 generan una proteina RecBCD
que a 30°C no posee actividad exonucleasa pero mantiene la activi-
dad recombinogénica [ExoV- Rec*]; mientras que a temperatura res-
trictiva (42°C) se comporta como una mutante nula [ExoV- Rec].

Se realizaron cultivos durante 24 horas en LBag a 30°C y se utili-
zaron para inocular cultivos en LBss y LBars glucosa 0,2%, a 30 y
42 °C. En el borde derecho de la figura se especifica el fenotipo
logrado en cada caso.

Rep™SbcB™ ShcCD™
— J\ 30°Cc Exov™

— /\ 42¢c RecBCD~

— /\ 30°C Exov-

cultivo, la generacion de HMW también seria inde-
pendiente de Rep.

Existe cierta controversia acerca del papel fisio-
l6gico de la helicasa Rep in vivo. Por un lado S.
Sandler y colaboradores sostienen que Rep participa
de una via alternativa de ensamblaje del primosoma
de reparacion independiente de PriA, basandose en
un analisis genético que indica que la inactivacion
concomitante de priA y rep es letal.

B. Michel propone una hipétesis alternativa, en
funcion de evidencias que indican que inactivar
RecBCD en un contexto deficiente en Rep es letal.
Esta letalidad esta relacionada con la generacion de
rupturas en el genoma por accion de RuvABC y
puede suprimirse inactivando ruvAB. Las mutantes

rep replican su genoma con mucha menor velocidad
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Figura 72 Mutantes rep: viabilidad, mantenimiento del plasmido y anélisis del plasmido pUCres.

En la seccion A de la figura se muestran resultados correspondientes a la condicén LBars y en la seccién B se analiza la condicion LBxrs
glucosa. Para cada condicién de cultivo se presentan datos de viabilidad en placas de LB y LBa,. La comparacién de la viabilidad en LBAp
y LB, permite estimar la proporcién de células que mantiene el plasmido. Junto al gréafico de barras se presentan resultados representati-
vos del analisis del plasmido pUCres en las distintas cepas cultivadas durante 24 horas a 30 y 42 °C.

que una cepa salvaje y se ha demostrado in vitro que
la helicasa Rep es capaz de desplazar proteinas
unidas al ADN. El modelo propuesto por Michel
sostiene que, en ausencia de Rep funcional, el repli-
soma se topa frecuentemente con complejos protei-
cos unidos al ADN que impiden su avance. El bloqueo

de la horquilla, puede ser superado por regresiéon de

la misma y su posterior procesamiento para generar
un Edc que puede ser reparado por recombinacion
mediada por RecBCD y RecA, o simplememente
degradado por la actividad ExoV de RecBC. En
ambos casos se requiere de PriA para ensamblar el
primosoma de reparacién y reiniciar la replicacion.
Michel sostiene que en ausencia de helicasa Rep,
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que despeje el ADN de proteinas que puedan blo-
quear el avance del replisoma, el bloqueo de la
horquilla es tan frecuente que las células dependen
de PriA para lograr completar sus ciclos de repli-
cacion.

Nuestros resultados apoyan esta hipotesis, ya que
en la condicién [LB] la inactivacion de Rep parece
incrementar la generacion de HMW. La ausencia de
Rep podria incrementar el bloqueo de la replicacion
del plasmido y la consecuente acumulacion de inter-

mediarios que derivarian en la sintesis de multimeros.

2.1.4.2. La via PriA/PriC: mutantes priC.

Se introdujo la mutaciéon priC303 en el contexto
recBC sbcBC por transduccion, y se analizo la capa-
cidad de la cepa resultante [recBC sbcBC priC] de
acumular HMW del plasmido pUCres.

En la Figura 73 se puede ver que la inactivacion de
priC no modifica en absoluto la capaciddad de la cepa
JC7623 de acumular HMW (comparar calles 4 y 1).
Por lo tanto, las células recBC sbcBC deficientes en
PriC pueden utilizar la via PriA/PriB para ensamblar
un primosoma de reparacion que les permita iniciar la
replicaciéon del plasmido independientemente de su
origen.

Sin embargo, no se puede descartar que en la
cepa JC7623 este primosoma pueda ensamblarse

por cualquiera de las dos vias dependientes de PriA.

2.2 Via RecB Vs. via RecF

Se ha reportado que las mutantes recD (ExoV
Rec*) acumulan HMW (Niki H. et al, 1990) y en |a sec-
cion 2.1.4.1 se demostré que a 30°C las mutantes
recBC(ts) sbcBC acumulan una minima proporcion de
HMW, en funcién de su fenotipo ExoV . Con el objeto
de comparar la competencia de las vias RecBC y
RecF para promover la generacion de HMW, se recur-

rié a las mutantes recCioio. En estas mutantes esta
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Figura 73 Mutantes priC y mutantes recCioso.

En esta figura se presentan los resultados correspondientes a
dos experimientos. El primero se propone analizar el papel de PriC
en la generacién de HMW en el contexto recBC sbcBC. Se cultivd
la cepa JC7623 priC conteniendo el plasmido pUCres en LBars a
32°C y transcurridas 24 horas de cultivo se analizaron las formas
del plasmido pUCres. La cepa JC7623 se analiz6 en paralelo como
control. Comparar calles 4y 1.

El segundo experimento intenta comparar la eficiencia de gene-
racion de HMW por la via RecF y RecB. Con este objetivo se ana-
lizaron las cepas recCioro Yy recCion recF. La mutacion recCiorn
genera una proteina RecBCD que carece de actividad exonuclea-
sa pero tiene capacidad recombinogénica [ExoV- Rec®]. Es capaz
de cargar a RecA sobre el ADN que desenrolla mediante su activi-
dad helicasa, independientemente de que el sustrato posea o no
un sitio %. En la cepa recCior0 estan "activas” la via RecBC y la via
RecF, mientras que en la cepa recCroro recF sélo permanece acti-
va la via RecB (que en este contexto, en funcién de la mutacién en
recC funciona independientemente de las secuencias 7).
Comparar calles 1,2 y 3.

alterada la actividad del complejo RecBCD: carece de
actividad ExoV pero mantiene la actividad helicasa y
la capacidad de ir cargando a RecA sobre una de las
cadenas del duplex que va desenrollando. Por lo
tanto, la mutante RecBCi010D mantiene la actividad
recombinogénica. Sin embargo, cataliza el cargado
de RecA independientemente de que el sustrato con-

tenga o no un sitio % (Kuzminov A. & Stahl F.W., 1999;
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Churchill J.J. et al.,, 1999). Esto permite analizar el
efecto de la via recombinogénica RecBC sobre la
replicacion de una plasmido que carece de sitios 7,
independizandose de la actividad ExoV, que
degradaria cualquier intermediario conteniendo un
Edc [ver seccién 3.2 Introduccion].

Se comparo la capacidad de las mutantes recCio1o
y recCiono recF, de acumular HMW del plasmido
pUCres, respecto de la cepa control JC7623. En la
figura 73 se puede ver que tanto la mutante recCioo
(vias RecB* RecF*) como la mutante recCioio recF
(vias RecB* RecF—), acumulan muy baja proporcion
de HMW. Se deduce que en un contexto ExoV, la
actividad recombingénica catalizada por RecBC110D
evita que el plasmido se involucre activamente en la
generacion de multimeros. RecBC1o10D podria reparar
por recombinacion los intermediarios de replicacion
dafados del plasmido, evitando que éstos se involu-
cren en la sintesis de HMW. Dado que la mutante
recCio10 recF no acumula menor proporcion de HMW
que la mutante recCioo, € complejo RecBCio10D
parece captar, con mayor eficiencia que RecF, los
potenciales sustratos para la generacién de HMW, re-
encausandolos en el ciclo normal de replicacién. Sélo
en ausencia de RecBCD (cepa JC7623), la via RecF
seria capaz de derivar los intermediarios de repli-

cacion del plasmido hacia la sintesis de HMW.

2.3. Reinicio de la replicacion

Pol lll sintetiza los multimeros HMW: en una
mutante dnaE(Ts) no se genera HMW a temperatu-
ra restrictiva.

Con el objeto de determinar si la holoenzima Pol lli
esta involucrada en la sintesis de HMW, se construyo
la cepa MB1123 [JC7623 dnaE486::tn10(Tc)]. La
mutacion dnaE486, genera una subunidad o termo-
sensible, incapaz de catalizar la sintesis de ADN a
temperatura restrictiva. Por lo tanto, las células que

portan esta mutaciéon son incapaces de crecer a tem-

JC7623 dnaE486 | pUCres

fenotipo
RecBC™ SbeBC™
———9& 280 Pollll’
f l alas0ke LB, GLU 0,2%
(]
;E‘g'zzoz —>f E 42° Pollll ¢
LB, GLU 0,2%

Figura 74 Mutante dnaE(Ts): esquema del experimento.

Se cultivé la cepa JC7623 dnaE486 / pUCres en LBars a 28°C
con agitacién (180 rpm). Transcurridas 10 horas, se dividi6 el culti-
vo en dos partes; una se continué incubando a 28 °C y la otra se
transfirié a temperatura restrictiva (42°C). La incubacion a tempe-
ratura restictiva genera una subunidad o inactiva que inhabilita a la
holoenzima Pol Il para la sintesis de ADN. En el borde derecho de
la figura se especifica el fenotipo logrado en funcion de la tempera-
tura de incubacion.

A distintos tiempos se tomaron muestras para determinar la acti-
vidad replicativa y analizar las formas del plasmido. Los pulsos de
[*H}-timidina se realizaron en un bafio a 28°C o 42°C segun corres-
pondiera.

peratura restrictiva en funcion de la imposibilidad de
replicar su genoma.

En la seccién 1.2.2 se report6é que en la condicion
[LB glucosa), los multimeros HMW comienzan a acu-
mularse durante las primeras horas de la fase esta-
cionaria, una vez que la célula terminé de replicar su
genoma. Por lo tanto para determinar si podian gene-
rarse multimeros HMW en ausencia de Pol IlI funcio-
nal, se utilizé la cepa MB1123/pUCres cultivada en
[LB glu] para inactivar Pol lll una vez establecida la
fase estacionaria. Se procesé la cepa JC7623/
pUCres en paralelo como control.

Las dos cepas fueron cultivadas en LBars glucosa
0,2% a 28°C, y transcurridas 10 horas de cultivo se
dividieron los cultivos en dos partes; una se mantuvo
a 28°C y la otra se transfirid a un bafo a 42°C. Se
continud incubando con agitacion y se tomaron mues-
tras cada hora para estimar actividad replicativa
determinando la incorporacion de [*H]-timidina al
material insoluble en acido; y cada dos horas para
analizar el plasmido pUCres por southern [ver Figuras
74y 75].

La cepa MB1123/pUCres, al ser transferida a tem-
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Figura 75 Mutante dnaE(Ts): la inactivacién de Pol lll anula la generacién de HMW durante la FE.
Se presentan las curvas de DO e incorporaciéon de [°H]-timidina y el andlisis del plasmido pUCres durante la FE temprana, al cultivar la
cepa JC7623 dnaE486 en condiciones tales que anulan o no a Pol Ill. La cepa JC7623 se analizé en paralelo como control, para descar-

tar efectos debidos al choque térmico.

peratura restrictiva sufre un arresto inmediato de la
replicacion que se evidencia como una caida abrupta
en la incorporacion de [*H]-timidina. Al analizar el
plasmido, se puede ver que en el cultivo incubado a
28°C, a partir de las 15 horas aumenta ligeramente la
proporcion de HMW, mientras que en el cultivo a
42°C, no sb6lo no aumenta sino que disminuye. Esta

disminucion se debe, en parte, a que la sefal corres-

pondiente al HMW se mantiene igual o disminuye
ligeramente, mientras que la sefal correspondiente al
ccc comienza a aumentar a partir de las 15 horas.

El aumento en la proporciéon de ccc, también se
registra para la cepa control y probablemente esté
relacionado con el sistema de control del nimero de
copias del plasmido [desarrollado en la seccion 1.2.2
de la Introduciién). Se ha reportado que el plasmido
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pUC contiene una mutacién puntual en la secuencia
del RNA |l (respecto de la secuencia en pBR322), que
lo vuelve termosensible para su interaccién con el
antisentido RNA |. Aparentemente, a 42°C el RNA I
sufre un cambio conformacional que determina que
osté desfavorecida su interaccién con el ARN antisen-
tido RNA |, responsable de controlar la frecuencia de
iniciacion de ia replicacién (Lin-Chao S. et al., 1992).

Por lo tanto a 42°C el plasmido pUC posee un
mayor nimero de copias que a 28°C. El aumento en
la intensidad de la serial correspondiente al ccc, pro-
bablemente responda a este fenémeno. Al transferir
las células a 42°C, la imposibilidad del RNA 1 de inter-
actuar con el RNAI, pemite el inicio de la replicacion
del plasmido a partir de su origen, generando cierto
incremento en el nimero de copias del mismo. Esto
se evidencia como una leve y acotada actividad repti-
cativa y un aumento del ccc a partir de las 15 horas.
Esta replicacién seria catalizada por Pol | o alguna de
las polimerasas que se induce durante la respuesta
SOS [Pol I, PollV o PolV]. Sin embargo, resuita evi-
dente que la o las polimerasas capaces de replicar, en
cierta medida, el plasmido a partir de su origen de
replicacién, son incapaces de sintetizar multimeros
HMW,

Con respecto al control, JC7623/pUCres, se
puede destacar que la incubacién a 42°C exacerba el
fenémeno de replicacién de fase estacionaria. El
estrés térmico podria provocar este efecto al afectar
el normal progreso de la replicacién (por la inactiva-
cién de una o mas proteinas involucradas en este pro-
ceso 0 en el procesamiento de horquillas de replica-
cién bloqueadas) e incrementar de este modo los
intermediarios de replicacién daffados que derivarian
en la generacién de multimeros.

Otra posibilidad seria que la induccién de genes
pertenecientes al regulén o™ incrementara la capaci-

dad de sintesis de multimeros.

3 Discusién

En la seccién 1.1, se demuestra genéticamente
que existen dos caminos alternativos para generar
HMW en un contexto recBC sbcBC. Uno de ellos, se
evidencia en la condicion [LB] y es estrictamente
dependiente de RecA. Dado que en un contexto in-
capaz de inducir el regulén SOS, niveles basales o
constitutivamente altos de RecA (generados por la
mutacién recA098), aseguran que se acumule el por-
centaje de HMW caracteristico de la condicién [LB],
concluimos que la funcién de RecA necesaria para
generar HMW por esta via es la funcién de recombi-
nasa. La generacién de HMW por esta via puede pre-
venirse mediante la resolucién eficiente de
multimeros circulares por accién de un sistema de
resolucién. Por lo tanto, este mecanismo utilizaria
multimeros circulares del plasmido como intermediar-
ios obligados en la generacién del HMW. Se propone
un modelo de replicacién-dependiente-de-recombi-
nacién [RDR]}, que involucraria varias rondas sucesi-
vas de invasion de un multimero lineal por parte de
otro e inicio de la replicacién sobre el intermediario de
recombinacién, conduciendo a la generacién de
multimeros progresivamente mas largos.

El segundo mecanismo podria gerierar multimeros
independientemente de RecA y parece estar habilita-
do 0 exacerbado durante el crecimiento en [LB glu]. A
juzgar por la incapacidad de la mutacién recAo98 de
restaurar la méxima acumulacién de HMW alcanzable
en [LB glu] en mutantes /exA3, ciertas funciones SOS
contribuirian a la generacién de HMW en esta condi-
cién de cultivo.

La inactivacion del regulador maestro de la RGE
reduce el méximo porcentaje de HMW alcanzado en
[LB glu], por lo tanto algunos genes pertenecientes a
este regulén, que se induce durante la transicion
hacia la FE, estarian involucrados en la actividad de
sintesis de ADN que deriva en la amplificacion
desregulada del plasmido caracteristica de esta
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condicion,

En la seccién 1.3.1 de Resultados-Capitulo 1, se
demostré que en [LB glu] se produce mayor amplifi-
cacién del plasmido respecto del genoma y se acu-
mula mayor proporcién de HMW que en [LB]. Este
efecto denominado "efecto glucosa’ tiene dos explica-
ciones posibles. Una de ellas es que el metabolismo
de la glucosa genere mayor cantidad de intermedia-
rios de replicacién darados del plasmido tendientes a
involucrarse en la generacién de multimeros. En la
seccién 1.3.4 de dicho capitulo, no se logré compro-
bar una relacién directa entre la suplementacién del
medio con glucosa y el dafo oxidativo. No obstante,
se presentan indicios de que el crecimiento en pre-
sencia de glucosa pero con baja disponibilidad de
oxigeno, suprime la caida de viabilidad del cuiltivo y la
amplificacién exacerbada del plasmido; indicando que
parte del efecto glucosa esta relacionado con la forma
en la cual la célula la metaboliza.

La segunda explicacién supone que durante el
crecimiento en [LB glu}, el agotamiento de la glucosa
o la acumulacién de acetato que se produce hacia el
final de la fase exponericial, dispara la RGE y tal vez
otras respuestas de estrés especificas (ej: respuesta
al estrés acido). Algunos de los genes inducidos con-
tribuirian a la gran amplificacién que experimenta el
plasmido durante las primeras horas de la FE. Por
ultimo, cabe considerar que las dos explicaciones
contribuyan a explicar el “efecto glucosa’. Es decir,
que por un lado el crecimiento en presencia de glu-
cosa con una alta disponibilidad de oxigeno deter-
mine que se genere una mayor cantidad de interme-
diarios dafiados del plasmido y a esto se le sume la
induccién de genes, durante la fase de transicién, que
encaucen esos intermediarios hacia la generacion de
HMW. Dado que la mutante rpoS presenta mayor pro-
porcién de HMW en [LB glu] que en [LB], pero por otro
lado no logra alcanzar la maxima acumulacién de
HMW que presenta la cepa control en [LB glu], con-

sideramos que el “efecto glucosa’ resulta de una con-
juncién de las dos explicaciones propuestas.

Luego se intenté averiguar si la proteina PriA
cumplia algun papel en la generacién de multimeros.
En una primera etapa se comprobé que sobre-expre-
sar PriA a partir de un plasmido en el contexto recBC
sbcBC, triplicaba la relacion HMW / FC del plasmido.
Sin embargo, si la proteina PriA tiene anulada la fun-
cion de ‘ensamblaje de primosomas’ (mutante
PriAca), no logra incrementar la generacién de HMW
respecto del vector control. El plasmido utilizado para
expresar PriA es un derivado de R1, no posee sitio
PAS (sitio de ensamblaje de primosoma, dependiente
de PriA) y normaimente replica independientemente
de esta proteina. Por lo tanto, estos resultados consti-
tuyen un primer indicio de que PriA estaria involucra-
da en el inicio ectépico de la replicacién y la gen-
eracién de HMW.

No fue posible inactivar priA en la cepa JC7623 (ni
en las cepas JJCB858 o JJCBES) para analizar si se
podia generar HMW en un contexto recBC sbcBC
deficiente en PriA. Por lo tanto, se recurrié a la inacti-
vacién de RecBCD por des—epresién regulable del
gen gamS, para generar un fenotipo RecBCD— en el
contexto 4priA sbcB sbeCD. En este experimento, el
mismo plasmido a partir del cual se expresa GamS en
forma condicional, se utiliza para analizar la forma-
ciébn de HMW. Es un derivado de pSC101 y replica
independientemente de PriA. Se comprob6 que al
inactivar RecBCD en un contexto ApriA sbcBC, el
plasmido es incapaz de acumular HMW. Después de
transcurridas dos generaciones y mas de 16 horas en
ausencia de RecBCD, solo se detectan formas circu-
lares del plasmido; mientras que en un contexto
isogénico PriA*, se registra una activa amplificacién
del plasmido y a las dos horas se detecta principal-
mente como HMW.

Por lo tanto, en un contexto RecBC— SbcBC—, en

ausericia de PriA, el plasmido puede replicar normal-
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mente, pero no pueden generarse multimeros de alto
peso molecular. El efecto de inactivar PriA es incluso
mas terminante que el de inactivar RecA, ya que en la
mutante recA siempre se detecta aunque sea un mini-
mo de 10 % de HMW (por ej. en LB). Inactivar PriA
anula todo mecanismo de generacion de HMW.

En lo referente a las vias alternativas para gene-
rar un primosoma de reparacion, inactivar rep parece
incrementar la generacion de multimeros durante el
crecimiento en [LB], argumentando a favor del mode-
lo propuesto por B. Michel y colaboradores, que
sostiene que Rep no participa del ensambiaje del pri-
mosoma de reparacion, sino que actua por delante
del replisoma despejando el duplex parental de pro-
teinas que puedan bloquear el avance de la horquilla
de replicacién. La inactivacion de PriC no afecta el
porcentaje de HMW acumulado. Por lo tanto, en la
cepa JC7623 el primosoma de reparacion que deriva
en la generacién de muitimeros, normaimente se
ensambia por la via PriA/PriB; o por ambas vias, pero
en ausencia de PriC, la via PriA/PriB puede compen-
sar totaimente su ausencia.

También se comprobé que se requiere de la
holoenzima Pol lll para sintetizar los multimeros
HMW. Una vez ensamblado el primosoma de
reparacion que permite sintetizar el cebador de la
cadena retrasada, se requiere de Pol Il para sinteti-
zar el multimero.

Por ditimo, cabe mencionar que en varios experi-
mentos en los que se emplean sistemas regulables
por temperatura, se observé que la incubacion a 42°C
exacerba en cierta manera la amplificacion del plas-
mido respecto del genoma y la acumulacion de HMW
(secciones 2.1.4.1 mutantes rep y 2.2 mutante
dnaE(Ts)). Nuevamente se plantean dos posibili-
dades. La situacion de estrés térmico podria afectar la
actividad de proteinas involucradas en replicacion e
incrementar la frecuencia de bloqueo del replisoma y

la generacion de intermediarios del plasmido tendien-

tes a involucrarse en la produccién de HMW.
Alternativamente, algunos de los genes inducidos en
respuesta al estrés térmico, podria participar en la
generacion de los multimeros. En funcién del
conocimiento que se posee actualmente acerca de la
respesta al estrés térmico y los genes inducidos
durante la misma, favorecemos la primer hipétesis. A
continuacion, se presenta una breve sintesis respec-
to de este tema.

La incubacién a 42°C activa la traduccion del
RNAm de rpoH e incrementa la estabilidad del factor
oM, y esto resulta en la induccion de genes del reguién
o (antes denominado o). Este regulon agrupa pro-
teasas y chaperonas responsables de degradar pro-
teinas desnaturalizadas y favorecer el re-plegamiento
de proteinas dafadas permitiendo que recuperen la
conformacién activa.

Si bien cuando la célula se enfrenta a un estrés
térmico las proteasas y chaperonas del regulén rpoH
se inducen rapidamente (en 5 minutos) alcanzando
niveles 15 a 20 veces superiores al basal, los niveles
basales que posee la célula, en condiciones normales
de crecimiento, también cumplen una importante fun-
cion fisiologica. Son responsables de regular diversas
funciones celulares esenciales, al asegurar que deter-
minadas proteinas citoplasmaticas adopten la confor-
macién activa a medida que van siendo sintetizadas y
que se degraden ofras. Esto se puso en evidencia en
funcion del fenotipo pleiotrépico que presentan las
mutantes ArpoH, que no solo son incapaces de crecer
a temperaturas superiores a los 20°C, sino que pre-
sentan deficiencias en protedlisis, division celular,
crecimiento de fagos y replicacion de plasmidos.

Los genes del regulon " no solo responden a un
incremento en la temperatura (estrés térmico), sino
que también pueden inducirse por concentraciones
subletales de etanol y ante la produccion de proteinas
heterélogas. Por otro lado, el hambreado en fuente de

carbono o amino acidos, la exposicion a agentes que
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darien el ADN, antibiéticos o metales pesados, tam-
bién pueden inducir al menos algunas de las HSPs
(heat-shock proteins o proteinas de choque térmico)
pertenecientes al regulén cX. En estos casos, el nivel
de induccién alcanzado es menor y aun se descono-
cen los detalles del mecanismo por el cual se desar-
rolla. Thomas Nystrém propuso un modelo para
explicar la induccion del reguién RpoH durante condi-
ciones de hambreado, en el que postula que la pro-
gresiva oxidacién de proteinas citoplasmaticas consti-
tuye la sefial que induce el reguién RpoH durante la
FE. Los niveles de o estan regulados, en parte, por
la degradacién via DnaK-DnaJ-GrpE (que pertenecen

al mismo reguién). Durante las condiciones de ham-

breado, la oxidacion progresiva de proteinas citoplas-
maticas incrementaria los niveles de proteinas ple-
gadas incorrectamente o desnaturalizadas y esto titu-
laria las proteasas del regulén RpoH, permitiendo que
aumente la vida media de 6"y se induzca el regulon.

Este modelo esta avalado por evidencias que indi-
can que sobreproducir SodA durante la fase de ham-
breado, suprime la induccion del regulén RpoH. Por el
contrario, las células deficientes en actividad de
superoxido dismutasa presentan superinduccion del
regulon ot (Nystrom T., 1999). Una evidencia mas de
la alta interconexion existente entre las distintas

respuestas a estrés.
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Discusion

Discusion

............. A nadie le esta dado recorrer mas que una parte infinitesimal del palacio.
Alguno no conoce sino los sétanos. Podemos percibir unas caras, unas voces, unas
palabras, pero lo que percibimos es infimo. Infimo y precioso a la vez.

J.L.B., El palaci
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Discusiéon

El presente trabajo propone re-evaluar el proceso
de generacién de multimeros de plasmido de aito
peso molecular en un contexto recBC sbcBC, a la luz
de los nuevos conceptos vigentes acerca de la inter-
relacién replicacion / recombinacion.

De acuerdo a esta riueva visién, aun en condi-
ciones normales de crecimiento, la replicacién inicia-
da en el origen del cromosoma bacteriano sufre blo-
queos O colapsos, con una aita frecuencia. La
maquinaria de recombinacién celular parece haber
evolucionado para permitir reparar horquillas de repli-
cacién que hayan sufrido lesiones de diversa natu-
raleza, asegurando la restauracion de la estructura
de la horquilla. Finalmente, el “primosoma de
reparacién’ permite que se re-inicie la replicacién
sobre la horquilla restituida, completando el proceso
de reparacién que asegura que se complete el ciclo
de replicacién en marcha.

El complejo proteico RecBCD resuita una her-
ramienta esencial para reparar horquillas de repli-
cacién colapsadas. La otra pieza importante en este
esquema es la secuencia i, que esta sobre-represen-
tada en el genoma en una orientacion tal, que le per-
mite proteger una horquilla colapsada de Ila
degradacién mediada por la actividad ExoV de
RecBCD. Cuando una horquilla colapsa y se
desprende uno de los brazos de la misma, es proce-
sada rapidamente por RecBCD, que entra por el
extremo doble cadena y comienza a degradaria hasta
encontrarse con un sitio . Al interactuar con y se
modifica la actividad de RecBCD: se atenua la activi-
dad ExoV y se inicia el cargado de RecA sobre la
cadena que posee el sitio y, forméandose de esta
manera el filamento de RecA sobre el ADNsc 3" que
se va generando a medida que RecBCD avanza. La
recombinacién con la cromatide hermana pemite
restituir la horquilla. Se presume que en un contexto
salvaje, la via RecBC es responsable de reparar

horquillas de replicacién colapsadas, siguiendo este

esquema. Dado que los plasmidos normalmente no
poseen sitios ¥, en caso de que colapse la horquilla
de replicacion de un plasmido, ésta ser4 degradada
rapidamente por la actividad ExoV de RecBCD.

En un contexto recBC, las células no pueden
reparar este tipo de lesiones generadas durante la
replicacién de su genoma y esta deficiencia se tra-
ducs en una reducida viabilidad (30%). Las mutantes
recBC acumulan mutaciones supresoras en sbcB y
sbcCD, que incrementan significativamente su viabi-
lidad. Se presume que estas mutaciones habilitan a la
via recF para que repare el colapso de horquillas de
replicacién. La inactivacién de las nucleasas SbcB y
SbcCD, evitaria que se degraden intermediarios que
pueden ser procesados por la via RecF para concre-
tar la reparacion de este tipo de lesiones. La mutante
recBC sbcB sbcCD posee una eficiencia de plaqueo
similar a la de una cepa salvaje (80 %), sin embargo
exhibe un alto grado de filamentacién. Probable-
mente la reparacion de horquillas colapsadas por la
via RecF es menos eficiente, la célula no logra
finalizar la ronda de replicacion antes de que se com-
plete el ciclo celular y esto trae aparejado problemas
de segregacién que se traducen en inhibicién de la
division celular (manifiesta a través de la fila-
mentacion).

En la década del 80, varios grupos demostraron
que en un contexto recBC sbcB sbcCD, plasmidos
con diversos origenes de replicaciér, acumulaban
multimeros de alto peso molecular. La caracterizacién
molecular de los multimeros indicé que se trababa de
multimeros cabeza-con-cola, que poseian extremos
doble cadena. El analisis por PFGE demostré que
parte de estos multimeros eran lineales, mientras que
otra fraccién era incapaz de penetrar en el gel, pre-
sumiblemente porque poseian entremos protegidos o
estructuras aitamente ramificadas. Se propuso un
modelo para explicar la gerieracién de HMW median-
te el establecimiento de figuras o, que no podrian ser
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degradadas en funcién de la deficiencia en RecBCD.
Para explicar la contribucién de RecA, se postulé que
la invasién de un circulo por parte de una molécula
lineal podria contribuir al establecimiento de mas fig-
uras o.

En el transcurso del presente trabajo se intentd
caracterizar el proceso de gerieracién de multimeros
en el contexto recBC sbcBC, tomando en conside-
raciéon el nuevo marco tedrico vigente. Durante la
primer etapa del trabajo se utilizé6 como herramienta
el sistema de resolucién del transposén y5. Al com-
probar que el sistema de resolucién era capaz de evi-
tar que se acumulara HMW, se planteé la posibilidad
de usar este sistema para construir un modelo de tra-
bajo que permitiera disminuir al minimo la proporcién
inicial de HMW para estudiar la cinética de gene-
racién y acumulacién de multimeros a lo largo de la
curva de crecimiento.

Se cornistruyé el plasmido reporter pUC::res, corite-
niendo el sitio de resolucion, y se analizé6 la capacidad
de distintos plasmidos que expresaban la resolvasa
en trans, de evitar que el plasmido reporter acumula-
ra HMW. Ante todo se comprobd que un plasmido
expresando constitutivamente la resolvasa TnpR, es
capaz de evitar que el plasmido reporter acumule
HMW en células recBC sbcBC.

El primer intento de complementacién cor un plas-
mido de expresién regulable, utilizando el plasmido
pGH156 no resultd. Este plasmido porta el gen tnpR
bajo control del promotor Pucwvs, ¥ se esperaba poder
inducir {a expresion de TnpR mediante el agregado de
IPTG al medio de cultivo. Sin embargo, aun en ausen-
cia de inductor, se registra expresion de TnpR y la
consecuente ausencia de HMW del plasmido
reporter. Esto probablemente se debe a que la célula
porta una Unica copia genémica del gen /ac/, y los
niveles de represor serian insuficientes para reprimir
las copias del promotor Puwecws presentes en las

numerosas copias del plasmido. Incluso en presencia

de glucosa, el nivel de expresién de TnpR alcanzado
permite evitar que se acumule el maximo de HMW.
Por lo tanto fue necesario disefiar un nuevo sistema
de complementacion.

Se recurrié a un vector de expresién condicional,
en el que se insertd el gen tnpR bajo control del pro-
motor Paao. Se demostré que utilizando el plasmido
pBADtnpR era posible inducir la expresién de TnpR
mediante el agregado de arabinosa al medio, y
reprimirla mediante la suplementacién con glucosa. El
sistema de complementacién disefiado [pUCres +
pBAD-npR], permite que el plasmido reporter acu-
mule HMW durante el crecimiento en medio rico
suplementado con glucosa [LB glu], pero evita este
fenémeno durarite el crecimiento en presencia de ara-
binosa. Este sistema nos pemitié analizar la forma-
cién de HMW, partiendo de células conteniendo una
baja proporcion de HMW.

Resulté sorprendente descubrir que células conte-
nierdo una baja proporcién inicial de HMW, al crecer
en condiciones que reprimen la expresién de TnpR,
no generan cantidades apreciables de HMW durante
el crecimiento exponencial. Finalmente se comprob6
que, en condiciones que reprimen la expresién de
TnpR (crecimiento en [LB glu]), se genera HMW del
plasmido reporter fundamentalmente durante las
primeras horas de la fase estacionaria. Se comprob6
que en dicha condicién de crecimiento, durante la FE
temprana las células que no estan en activa division,
exhiben una actividad replicativa transiente, que se
corresponde con el incremento en la proporcién de
HMW.

Dado que durante el crecimiento en [LB], las célu-
las acumulan una proporcién importante de HMW del
plasmido reporter, pero no exhiben la actividad
replicativa de FE caracteristica de la condicién [LB
glu}, se sospech6 que la glucosa ejercia un efecto adi-
cional al de reprimir via ‘represién catabélica’ la

expresién de la resolvasa. Por lo tanto se intenté com-
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probar los resultados obtenidos con el sistema de
complementacion [pUCres-pBADtnpR], en células
recBC sbcBC conteniendo un Unico plasmido, que
portara o no un sistema de resolucion activo [pUCres
o pUCrestnpR].

Se comprobé que, efectivamente, la giucosa
ejerce un efecto. El crecimiento en presencia de glu-
cosa exacerba significativamente la actividad de sin-
tesis de ADN detectada durante la FE y en conse-
cusencia resuita en una mayor acumulacion de HMW.
Al analizar el plasmido pUCrestnpR, que posee un
sistema de resolucion activo, se comprobd que el sis-
tema de resolucién puede prevenir la sintesis de
HMW durante el crecimiento en [LB], pero sélo puede
reducirla en la condicién [LB giu]. Por lo tanto, los
multimeros circulares parecen ser intermediarios
importantes para la sintesis de HMW, en la condicién
[LB], pero no tanto en la condicién [LB giu].

En sintesis, el sistema de complementacion dise-
fiado, nos permitié poner en evidencia que al cultivar
la cepa recBC sbcBC en [LB glu), durante las
primeras horas de la FE las células desarrollan una
capacidad replicativa muy importante, que se
encausa en la generacion y acumulaciéon de HMW del
plasmido. No fue posible precisar si la presencia de
glucosa en el medio, incrementa la cantidad de inter-
mediarios del plasmido tendientes a involucrarse en
la replicacion aberrante que genera los multimeros o
si influencia de algun modo la capacidad replicativa
mediante la induccién/activacion de funciones involu-
cradas en replicacion. Mas adelante se discute la
posibilidad de que el crecimiento en glucosa permita
una exacerbada actividad metabdlica durante la tran-
sicion hacia la FE, que derive en estrés oxidativo. El
dano oxidativo, podria incrementar la cantidad de
intermediarios de replicacion tendientes a involu-
crarse en la sintesis de muitimeros HMW.

Esta primer etapa del trabajo evidencia que existe

una correlacién entre el estado metabdlico y el fun-

cionamiento / regulacién de los procesos acopiados
de replicacion y recombinaciéon, al demostrar que
tanto la cinética de acumulacion de los multimeros,
como el nivel de amplificacién alcanzado respecto del
ADN cromosomico, se modifican en funcién de las
condiciones de cultivo y la fase de crecimiento.

La segunda etapa consistié en un analisis genéti-
co con el objeto de precisar las funciones celulares
involucradas en la sintesis de HMW. Se analizaron
funciones de recombinacion y funciones involucradas
en el reinicio de la replicacion sobre una horquilia
restaurada.

Se corroboraron reportes previos que indicaban
que RecA participa de la generacién de HMW. Pero
se puso en evidencia que la dependencia de RecA se
modifica en funcion de las condiciones de cultivo. En
la condicién [LB], en ausencia de RecA funcional s6lo
puede acumularse un 10% del plasmido como HMW,
mientras que en [LB glu] las mutantes recA acumulan
hasta 50% del plasmido como HMW. Por o tanto, en
esta ultima condicion funciona un mecanismo que
permite gene-rar multimeros HMW independiente-
mente de RecA. En [LB] sélo se requiere la funcién
recombinasa de RecA para asegurar la acumulacién
de HMW, mientras que en [LB giu] participaria como
recombinasa y como disparadora de la respuesta
SOS. Por otro lado, se demuestra que en lo referente
a la sintesis de HMW, RecA puede contribuir a Ia sin-
tesis de estos multimeros independientemente de
RecF y RecR.

La demostracion de que PriA es imprescindible
para la sintesis de HMW, constituy6 una pieza clave
para reconstruir un mecanismo de generacién de
multimeros HMW, que involucre el colapso del inter-
mediario de replicacidn normal del plasmido, la
reparacion y el posterior re-inicio de la replicacioén por
un mecanismo alternativo.

Ante todo, se demostrd que sobre-expresar PriA, a

partir de un plasmido (que normalmente replica inde-
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pendientemente de esta proteina) en el contexto
recBC sbcBC, incrementa significativamente la sinte-
sis de HMW del mismo. Empleando una mutante defi-
ciente en la actividad de “ensamblaje de primosoma’
se demostro6 que es justamente esta actividad la
necesaria para promover la sintesis de HMW.

Ante los repetidos intentos frustrados de construir
una cepa recBC sbcBC ApriA, se planted la posibili-
dad de que inactivar PriA en este contexto genético
resultara letal y se adapté un método utilizado previa-
mente por otros autores, para desafiar esta hipotesis.
Se introdujo la mutacién ApriA en la cepa recBC
sbcBC, portando un plasmido que expresaba PriA y
luego se intent6 eliminar dicho plasmido con el
proposito de recuperar células con el genotipo busca-
do. Los experimentos de segregaciéon demostraron
que la cepa 4priA recBC sbcBC es inviable. La
imposibilidad de inactivar PriA en este contexto
genético, enfatiza la necesidad de las células recBC
sbcBC de contar con un sistema eficiente que permi-
ta reiniciar la replicacién del genoma, una vez que la
maquinaria de recombinacién logra restaurar la
horquilla dafiada.

Para analizar la posibilidad de sintetizar
multimeros HMW en ausencia de PriA funcional, se
introdujo la mutacion ApriA en el contexto sbcB
sbcCD y se inactivdo RecBC mediante la expresién
condicional de la proteina Gam$S del fago A.
Utilizando este sistema condicional, fue posible com-
probar que PriA resulta imprescindible para generar
HMW en un contexto RecBC— SbcBC—,

Por ultimo, se demostré que inactivar Pol Il
durante 1a FE, evita que las células recBC sbcBC dis-
paren la actividad replicativa de FE responsable de
sintetizar HMW en la condicion [LB glu].

A continuacién se proponen dos modelos para
explicar el proceso por el cual se inicia la sintesis de
muitimeros HMW en un contexto recBC sbcBC, ela-

borados en funcién del marco teérico vigente y los

resultados obtenidos a lo largo del presente trabajo.

Dos mecanismos alternativos para generar HMW

En funcién de los resultados obtenidos a lo largo
del presente trabajo, planteamos la existencia de por
lo menos dos mecanismos alternativos para iniciar la
sintesis de HMW. Uno de ellos, seria evidente en \a
condicion [LB] y el otro se dipararia en [LB glu],
durante las primeras horas de la FE. Reuniendo las
distintas evidencias, se puede hacer la siguiente difer-
enciacién entre los eventos que conducen a la acu-
mulacién de HMW en cada condicién.

En la condicion [LB] la sintesis de HMW es depen-
diente de RecA (aunque en las mutantes recA aun se
observa una minima proporcién de HMW ) y puede
prevenirse manteniendo el plasmido como moné-
mero, por medio de un sistema de resolucién especi-
fico de sitio. Esta ultima caracteristica sugiere que los
multimeros circulares serian intermediarios en la ge-
neracién de HMW por esta via. En la seccion 1.1
(Res- Cap 2) se postulé un mecanismo de generacion
de multimeros equivalente al utilizado por el fago T4,
en la etapa tardia de su ciclo de replicacién. La
invasion de una molécula lineal de plasmido por otra,
y el posterior establecimiento de una horquilla de
replicacion sobre el intermediario de recombinacion,
derivaria en la sintesis de otra molécula lineal de igual
o mayor tamano que las iniciales. Dado que en
ausencia de PriA no se detecta HMW, es razonable
postular que se reque-riria de PriA para ensamblar el
primosoma sobre el D-loop, permitiendo el inicio de la
replicacion sobre el intermediario de recombinacion,
tal como lo hace la proteina gp59 del fago T4.

La factibilidad de evitar que se genere HMW por
esta via utilizando un sistema de resolucion, podria
explicarse en funcion de la imposibilidad de generar
muitimeros lineales por este mecanismo, partiendo
de dos mondémeros lineales [ver Figura 76]. La exis-

tencia de multimeros aseguraria un rapido incremen-
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Figura 76: RDR a partir de monémeros o multimeros lineales.

Al solo efecto de diferenciar las sucesivas copias que conforman el muitimero, se ha representado las distintas copias del plasmido en
rojo y negro. La invasiéon de un monémero por otro monémero, sélo podria generar otro monémero por RDR. Si la linealizacién del plas-
mido se produce al azar en cualquier region del plasmido, la permutacién circular de los extremos podria conducir a la produccién de
dimeros, que de involucrarse en ciclos de invasion / replicacién, producirian multimeros progresivamente mas largos. Sin embargo, si los
multimeros lineales se generan por dos colapsos sucesivos de la horquilla en los extremos opuestos de la burbuja de replicacion, es difi-
cil de concebir como podrian generarse mondémeros circularmente permutados a partir de monémeros circulares [este tema se discute en

mas detalle en el texto].

Por otro lado, la RDR establecida a partir de la invasion de un multimero lineal por otro multimero, produciria multimeros de igual o mayor
tamafio que los originales. En el caso representado en la figura, la invasiéon del pentamero por parte del trimero podria generar desde
trimeros hasta octameros, dependiendo de dénde se produzca la invasion.

to en el tamario de los multimeros, de la misma ma-
nera que los extremos terminalmente redundantes
favorecen la RDR en el fago T4 (ver Introduccion,
seccion 1.3.2).

Para explicar la generacion de multimeros lineales
a partir de los multimeros circulares se podria invocar
el colapso de una horquilla de replicacion, al encon-
trarse con un nick o una brecha simple cadena sobre
una de las cadenas molde, y el consecuente
desprendimiento de uno de los brazos de la horquilla
para generar una figura ¢ con un Edc libre. Para pro-
ducir una molécula lineal, a partir de esta figura o,
deberia producirse una segunda ruptura en el otro
extremo de la "burbuja’” de replicacién. En el caso de
replicones que replican bidireccionalmente, bastaria
con que el replisoma que avanza en la direccidén con-
traria, se encuentre con otra lesién que provoque su
colapso, derivando en el desprendimiento de una
molécula de ADN lineal a partir del intermediario de

replicacion.

Dado que los plasmidos utilizados en este trabajo
replican en una Unica direccion, el desprendimiento
de una molécula lineal implicaria un segundo colapso
a nivel del origen de replicacion [Figura 77, secciones
A B y C]. La multimerizacién, no solo haria mas efi-
ciente la generacién de HMW por RDR, sino que tam-
bién aumentaria la probabilidad de colapso de la
horquilla de replicacién y admitiria que se generen
moléculas lineales de plasmido con un tamario igual
o mayor al de una copia del plasmido. Observando la
figura 77, resulta evidente que en el caso de un
monoémero circular, el colapso de un intermediario de
replicacion para generar el desprendimiento de una
de las cromatides hermanas, sélo podria generar una
molécula de ADN lineal con una longitud inferior a la
de una copia de plasmido, y por lo tanto incapaz de
generar multimeros por RDR.

Varias publicaciones indican que la replicacion de
plasmidos derivados de ColE1 avanza en forma uni-

direccional a partir del origen de replicacion del plas-
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Figura 77 Generacién de sustratos para iniciar la sintesis de multimeros por RDR o CR.

Se propone un modelo para la produccién de intermediarios que puedan encausarse en la produccién de HMW, por replicacion depen-
diente de recombinacién o por replicacién por circulo rodante. Este modelo implica el colapso de horquillas de replicacién debido a la pre-
sencia de discontinuidades en las cadenas molde o el bloqueo del replisoma causado por factores proteicos unidos al diplex parental.

Se ha representado el colapso de la horquilla de replicacién al encontrarse con un corte (o una brecha simple cadena) en una de las
cadenas molde y la consecuente generacion de una estructura ¢ [A y B] Si se produce un segundo colapso a la altura del origen, se com-
pleta el desprendimiento de uno de los brazos de la horquilla, como una molécula de ADN lineal, que podra involucrarse en procesos de
RDR mediados por RecA y PriA [C].

El segundo modelo, propone que el procesamiento de la figura o, a la altura del origen, podria establecer una replicacién de tipo circu-
lo rodante. Seria necesario despejar esta region del RNA que actia de cebador o de factores proteicos involucrados en el inicio normal de
la replicacién del plasmido (como la proteina Rep en el caso de los plasmidos R1 y pSC101). La regresién de la horquilla permitiria despe-
jar la zona como para permitir que PriA ensamble el primosoma que iniciara la sintesis de muitimeros por CR [D y E].

mido (Santamaria D. et al., 2000). No obstante, A.  segunda horquilla comienza a avanzar mas tardia-
Kuzminov analizé la estructura de los distintos inter-  mente en la direccién contraria, hasta completar la
mediarios de replicacion de un plasmido derivado de  replicaciéon del mismo. Sin embargo, no se puede
ColE1, separados por electroforesis en 2D y  descartar que esta replicacion bidireccional se deba
demostré que en un huésped recBC recA (o recD  al contexto genético empleado en este trabajo, que
recA), estos plasmidos replican por un mecanismo es deficiente en RecA y RecBC (Kuzminov A. et al,,
bidireccional asimétrico. Es decir que, la primer  1997). Independientemente de que este resultado
horquilla de replicacién avanza en una direccién  sea aplicable al mecanismo de replicacion de plasmi-
hasta replicar el 85 % del plasmido, mientras que la dos en un contexto salvaje, seria relevante en
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relacién al presente trabajo, justamente en funcién de
que utiliza un contexto deficiente en RecBCD. Por lo
tanto, si en el contexto recBC sbcBC se establece una
segunda horquilla de replicacién que avanza en el
otro sentido, el colapso de la misma podria causar el
desprendimiento de una molécula de ADN lineal a
partir del intermediario de replicacion.

En la condicién [LB glu] los multimeros se amplifi-
can una vez establecida la FE, en células que no
estan en activo crecimiento. Tanto el porcentaje de
HMW, como el nivel de amplificacién alcanzado por el
plasmido respecto del ADN genémico, es significati-
vamente mayor en esta condicién. Se puede especu-
lar que el hecho de que los multimeros se sinteticen
predominantemente, una vez que las células dejaron
de dividirse, contribuye a que se alcance un mayor
nivel de amplificacién, ya que todos los multimeros
sintetizados permaneceran en la célula y probable-
mente actuaran como sustratos para la generacién de
mas muitimeros. Por otro lado en esta fase del cuiti-
vo, las células han dejado de replicar su genoma,
liberando la maquinaria replicativa para que se involu-
cre exclusivamente en la sintesis de ADN plasmidico.
La actividad de sintesis de ADN plasmidico es acota-
da, comienza alrededor de las 10 horas de cultivo,
alcanza un maximo alrededor de las 17 horas y luego
decae. Tal vez el proceso continia hasta agotar el
pool intracelular de nucleétidos o algun factor protei-
o, involucrado en el proceso de sintesis de ADN, que
requiera recambio (mas adelante se discute este
tema en mas profundidad).

Este mecanismo de generacién de HMW no puede
prevenirse resolviendo los multimeros por accién de
un sistema de resolucién. Por lo tanto, tanto
monémeros como multimeros serian sustratos ade-
cuados para disparar este tipo de replicacion. La
dependencia de RecA tampoco es estricta. En ausen-
cia de RecA, aun se acumula hasta 50% del plasmi-
do como HMW. Dado que la sobre-expresién de RecA

no permite que las mutantes /exA3 acumulen el ma-
ximo porcentaje de HMW caracteristico de la condi-
cién [LB glu], alguno(s) de los genes pertenecientes al
re-gulén SOS podria(n) participar en la sintesis de
multimeros por esta via. Se ha reportado la partici-
pacién de las polimerasas Pol li, Pol IV y PolV en los
procesos de replicacion mediada por recombinacion,
que participan del fendmeno de mutagénesis adapta-
tiva en células hambreadas (Hastings P.J. et al, 2000;
Lombardo M.J. & Rosemberg S, 1999; McKenzie G.J.
et al., 2000; Foster P.L., 2000). Durante el transcurso
del presente trabajo se comprobé que durante la FE
los multimeros son sintetizados principalmente por
Pol Hi, la principal polimerasa celular. Sin embargo,
en funcibn de los resultados obtenidos con las
mutantes /exA3 y lexA3 recAo98, no se puede
descartar que las polimerasas pertenecientes al regu-
16n SOS, contribuyan en cierta medida a la sintesis de
HMW.

Dado que en [LB glu], la sintesis de HMW no
depende de la existencia de multimeros ni de la pres-
encia de RecA, postulamos que en este caso el
mecanismo de sintesis de multimeros involucra figu-
ras ¢ y un mecanismo de replicacién de tipo circulo
rodante [CRY]. El establecimiento de la figura o, podria
abarcar las siguientes etapas. El colapso de la
horquilla de replicacién, desprenderia un brazo de la
misma, generando la figura o [Figura 77, secciones A
y B]. La estructura en Y que se forma en el origen, en
vez de colapsar como en el caso presentado anterior-
mente, seria procesada por regresién mediada por la
magquinaria de recombinacién para generar un pata
de gallo (esta etapa podria ser catalizada por RuvAB,
RecG o RecA). En el caso de los plasmidos derivados
de ColE1, la regresién de la horquilla desplazaria al
RNA |l del origen (normalmente el cebador de la
cadena lider, el RNA i, permanece unido a la cadena
complementaria en la regién del origen del plasmido).
La posterior reversién de la pata de gallo generaria
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una estructura en Y, libre del cebador y/o de factores
proteicos normalmente presentes en esta region (pro-
teina Rep en el caso de los plasmidos pSC101 y R1).
Esta estructura en Y podria ser reconocida por PriA
para dirigir el ensamblaje de un primosoma, que per-
mita el inicio de la replicacién, en la direccién con-
traria a la que avanza normalmente, por un mecanis-
mo de circulo rodante [ver Figura 77, secciones D y
E).

La regresion de la horquilla podria ser catalizada
por RuvAB, RecG o RecA; y esto explicaria por qué
pueden generarse multimeros, por esta vi , indepen-
dientemente de RecA. En funcién de evidencias
genéticas presentes en la bibliografia, cualquiera de
las tres funciones mencionadas anteriormente, podria
catalizar la regresién de una horquilla de replicacion.
Dependiendo de la causa que provoco el bloqueo del
replisoma, la horquilla tendra determinadas carac-
teristicas que la convertirian en un mejor sustrato
para alguna de estas tres proteinas. En el caso de
mutantes dnaB(ts), la inactivacion de la helicasa
replicativa requeriria de RecA para procesar la
horquilla de replicacién (Michel B. et al., 2001). En el
caso de un bloqueo provocado por una lesion induci-
da por la exposicidn a radiacion UV, la regresion seria
catalizada por RecG (Gregg A.V. et al., 2001). Por ulti-
mo, en mutantes rep, en las que se bloquea fre-
cuentemente el avance del replisoma por la presencia
de complejos proteicos unidos al duplex parental, la
regresion seria catalizada por RuvAB (Seigneur M. et
al., 1998).

Durante el presente trabajo, se intent6 analizar el
efecto de inactivar RuvAB, RuvC o RecG, en la
capacidad de la cepa JC7623 de acumular HMW. Se
introdujeron estas mutaciones en el contexto recBC
sbcBC y se analizé la capacidad del plasmido pUCres
de acumular HMW en ausencia de RuvAB, RuvC o
RecG. En estas tres mutantes se detectan cantidades

apreciables de HMW, sin embargo no fue posible una

cuantificacién adecuada del porcentaje de HMW a los
efectos de comparar con el control, ya que los resul-
tados obtenidos no resultaban reproducibles. Estas
cepas crecen muy lentamente y la deficiencia en via-
bilidad se agrava al ser transformadas con un plasmi-
do. En particular, la cepa JC7623 recG / pUCres cre-
ciendo en placas de LBams agar, exhibe un fenotipo
muy heterogéneo. Surgern espontaneamente clones
capaces de crecer con mayor velocidad, sugiriendo la
aparicion de supresores con una alta frecuencia.
Dada la posibilidad de generar la regresion por via de
distintas proteinas, seria esperable que al inactivar
una de éstas, aun puedan generarse figuras o por las
ofras dos vias.

En relacién a la dependencia de RecFOR, M. Cox
demostré in vitro que RecA es capaz de catalizar la
regresioén de una horquilla de replicacior, independi-
entemente de RecF, RecO o RecR (Robu M.E. et al.,
2001). Un trabajo de B. Michel y colaboradores, su-
giere una reaccion equivalente in vivo. Estos investi-
gadores demostraron que en mutantes recB
dnaB(Ts), el bloqueo del replisoma conduce a frag-
mentacién cromosémica catalizada por RuvABC, en
forma dependiente de RecA, pero independiente de
RecF y RecO. Aparentemente, al inactivar la helicasa
se bloquea el replisoma y en ausencia de RecBC,
RecF y RecO, RecA es capaz de promover la regre-
si6bn de la horquilla, generando una estructura de
Holliday. Esta puede ser reconocida por RuvAB, per-
mitiendo que RuvC introduzca el corte que deriva en
la ruptura de la horquilla (evidenciado como frag-
mentacién cromosdémica, dada la deficiencia en
RecBC) (Seigneur M. et al., 2000). Los experimentos
presentados en la seccién 1.1 [Res.-Cap. 2], que
demuestran que la inactivacion de RecF y RecR no
disminuye el porcentaje de HMW acumulado en la
misma proporcién que la inactivacion de RecA, serian
otra evidencia de que RecA puede catalizar determi-

nadas reacciones in vivo independientemente de
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RecF y RecR.

Los dos modelos propuestos para explicar la ge-
neracién de HMW, involucran un bloqueo o colapso
de la horquilla en el intermediario normal de repli-
cacién, el procesamiento de la misma y el posterior
reinicio de la replicacion catalizado por PriA. Por lo
tanto, PriA deberia ser indispensable para la ge-
neracion de estos multimeros. Los resultados presen-
tados en la seccién 2.1.3.2 (Res.-Cap2), demuestran
que PriA cumple un rol esencial en la sintesis de
HMW. En ausencia de PriA funcional, la inactivacion
de RecBC en un contexto sbcB sbcC(D), no conduce
a la acumulaciéon de HMW. Por el contrario, el plasmi-
do replica normalmente y se mantiene exclusiva-
mente como formas circulares. Ni siquiera se
detectan minimas cantidades de HMW, como en el
caso de las mutantes recA.

En la Introduccién (seccidn 7), se hizo una revision
de los trabajos pioneros de Clark, Cohen y Kusano,
en los que reportan la sintesis de multimeros HMW en
un contexto recBC sbcBC. Posteriormente, otros dos
grupos analizaron la formacién de HMW en el caso de
plasmidos que contenian un sitio . A continuacion se
hace una breve revisién de dichos trabajos y se dis-
cuten los resultados reportados por estos investi-
gadores, en términos de los modelos propuestos en la
presente disertacion.

Los trabajos de A.J. Clark, A. Cohen y K. Kusano
demostraron que en un contexto recBC sbcB
sbcC(D), plasmidos que replican por un mecanismo
theta, utilizando origenes de replicacion muy diversos
(ColE1, pSC101, oriC), forman multimeros HMW.
Estos investigadores observaron que el fenémeno de
generacién de HMW exhibia dependencia de las pro-
teinas RecA y DnaB, y en menor medida de RecF y
RecJ. Clark demostré que la expresién condicional de
GamsS, en un contexto sbcB sbcC, permitia inactivar
RecBCD y disparar la sintesis y acumulacion de estos
multimeros (Cohen A. & Clark A.J., 1986; Silverstein

Z. & Cohen A, 1987; Kusano K. et al., 1989).

Unos afios mas tarde, Zaman y Boles demostraron
que podia lograrse el mismo efecto en una cepa sbcB
sbcCD, incluyendo un sitio x en el plasmido.
Reportaron que un plasmido de replicacion theta uni-
direccional, que posee un sitio %, puede acumular
HMW en un contexto sbcB sbcCD, por un mecanismo
dependiente de RecA. Este efecto es independiente
de la orientacion del sitio ¢ respecto de la direccion de
replicacion y se verifica predominantemente en cis.
Es decir, una célula sbcB sbcC conteniendo dos plas-
midos con homologia parcial, uno conteniendo un
sitio x y el otro no, genera HMW casi exclusivamente
del plasmido que posee el sitio . Por ende, se
descarta que los sitios ¢ presentes en el plasmido
puedan titular RecBCD y convertir a la célula en una
fenocopia RecBCD—. Estos investigadores postularon
que los multimeros se generaban por replicacion de
tipo circulo rodante (CR), y la presencia del sitio x en
el plasmido, permitia atenuar la actividad exonuclea-
sa del complejo RecBCD, sobre las colas de las fi-
guras sigma (Zaman M.M. & Boles T.C., 1994).

P. Dabert y colaboradores analizaron la capacidad
de plasmidos, que replican por un mecanismo de cir-
culo rodante, de generar multimeros HMW.
Publicaron un trabajo en el que demuestran que este
tipo de plasmidos puede acumular HMW en un con-
texto salvaje, si se inserta un sitio x en la orientacion
adecuada. El sitio x debe estar orientado de manera
tal de atenuar la actividad exonucleasa de RecBCD,
cuando ésta entra por el extremo doble cadena que
poseen normalmente los intermediarios ¢ de repli-
cacion de estos plasmidos. Este mecanismo de gene-
racion de HMW también resulté ser dependiente de
RecA (Dabert P. et al., 1992).

El factor comun en todos estos trabajos es la inac-
tivacion de RecBCD, ya sea por mutacion o por ate-
nuacion de la actividad exonucleasa mediante la

presencia de un sitio % en el plasmido. En el caso de
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A P4
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Figura 78 ;Por qué en el caso de un plasmido de replicacion tipo theta, el sitio 4 puede favorecer la formacién de HMW en las

dos orientaciones ?

En una de las orientaciones podria proteger el extremo de la figura o establecida a raiz del colapso de la horquilla de replicacion [A, B
y C]. La posibilidad de favorecer la acumulacién de HMW en la orientacién contraria, podria ser una evidencia de que la burbuja de repli-
cacion también puede colapsar en el otro extremo, generando una figura o, que posee el sitio 7, en la orientacion adecuada para proteger
el extremo doble cadena, de la degradacion por RecBCD. El rectangulo verde esquematiza el bloqueo de la horquilla de replicacién. El blo-
queo del replisoma extenderia la ventana temporal durante la cual podria producirse el colapso de la burbuja de replicacion y explicaria la
necesidad de contar con PriA para reiniciar la replicacion por el modo CR.

los plasmidos que replican por CR, la cola de la figu-
ra o que funciona como intermediario de replicacion,
siempre tendra la misma polaridad, ya que la repli-
cacion se inicia en el origen y avanza en una determi-
nada direccion. Por lo tanto es ldgico que el sitio y
pueda ejercer su efecto, Unicamente en la orientacién
que le permite atenuar al complejo RecBCD que
avanza por la cola de la figura o, desde el extremo
doble cadena (el sitio x es un octanucleétido asimétri-
co, que puede ser reconocido por el complejo
RecBCD a medida que avanza desenrollando el
duplex, unicamente si lo encuentra en la orientacién
adecuada).

Por el contrario en el caso de plasmidos que repli-
can por un mecanismo 0, el sitio x demostr6 ejercer
su efecto en cualquiera de las dos orientaciones. Si
se analiza estos resultados en el marco del modelo
propuesto en el presente trabajo para explicar la sin-

tesis de multimeros, el sitio x en una orientacion

podria proteger una figura ¢ establecida a partir del
colapso de la horquilla a un lado de la burbuja de
replicacién [ver Figura 78, A B y C], mientras que en
la otra orien-tacion, seria capaz de proteger la cola de
una figura o generada por colapso del otro extremo
de la burbuja de replicacion [ver Figura 78 D E y F].
La demostracion de que en un contexto sbcB un
sitio x puede promover la generacion de multimeros
HMW de un plasmido que replica por un modo theta,
independientemente de la orientacibn de esta
secuencia respecto del origen de replicacion, consti-
tuiria una evidencia de que la burbuja de replicacién
puede colapsar en cualquiera de los dos extremos.
En relacién a este tema, resulté interesante com-
probar que la mutante recCio1o (ExoV— Rec*) acumu-
la menor proporcion de HMW que la mutante recBC
sbcBC, en la cual RecBCD es totalmente inactiva
[Seccidon 2.2 Res.-Cap2]. Todo pareceria indicar que

la mutante recCio10 logra restaurar el brazo despren-
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dido de la horquilla, por recombinacién con la
cromatide hermana. Los Edc constituyen el sustrato
natural del complejo RecBCD. Por lo tanto, seria
razonable considerar que RecBC10D fuera capaz de
unirse rapidamente al Edc generado por colapso de
una horquilla de replicacién, desenrollar el duplex y
facilitar el ensamblaje del filamento de RecA sobre
una de las cadenas (esta mutante es capaz de
realizar esta actividad independientemente del sitio
x). La posterior invasién de la croméatide hermana,
permitiria restaurar la horquilla de replicacion y evi-
taria que se establezca la replicacién por CR.

Conexiones entre metabolismo y la capacldad de
replicaclon descontrolada del plasmido.

Durante el presente trabajo se pudo establecer
una correlacién entre las condiciones fisiologicas en
las que se encuentra la bacteria y el grado de ampli-
ficacién alcanzado por el plasmido. Demostramos
que en [LB glu] las células acumulan una mayor pro-
porcibn de HMW que en [LB], sugiriendo que el
metabolismo celular puede influenciar: (a) la produ-
ccidén de intermediarios del plasmido tendientes a
involucrarse en la sintesis de multimeros, (b) la
capacidad celular para replicar descontroladamente
el plasmido, o ambos factores. Si se suplementa el
medio con glucosa, pero se crece las células con
menor disponibilidad de oxigeno (sin agitacién), éstas
acumulan una menor proporcién de HMW y se mejo-
ra la viabilidad del cultivo durante la fase estaciona-
ria.

Existen numerosos ejemplos en la bibliografia que
indican que es posible establecer un correlacion
directa entre el nivel de dafo oxidativo y la frecuencia
de recombinacién intracelular. Galitski utilizé una
cepa de Salmonella, conteniendo un alelo lac*, flan-
queado por secuencias repetidas en la misma orien-
tacion, que permitia detectar eventos de recombi-
nacién por la aparicion de clones lac—. En un screen-

ing de mutaciones que anularan la capacidad recom-
binogénica, aislé 40 mutantes incapaces de generar
clones lac—, de los cuales solo tres portaban muta-
ciones en recA. Inesperadamente, muchas de las
mutaciones que anulaban la capacidad recom-
binogénica, también causaban fenotipos que suge-
rfan un bloqueo en el metabolismo oxidativo, ya que
afectaban el ciclo de Krebs o la cadena de transporte
de electrones. Galitski y colaboradores interpretaron
estos resultados como un indicio de que determina-
dos intermediarios o productos secundarios del
metabolismo oxidativo (radicales oxigeno), podian
generar modificaciones en el ADN (cortes simple o
doble cadena), que serian un prerrequisito para la
recombinacion. Por lo tanto, disminuir fa frecuencia
de produccién de estos intermediarios reducirfa la
tasa de recombinacion (Galitski T., 1996, Roca A.l. &
Cox M.M,, 1997).

Por otro lado, se ha demostrado que determinadas
mutantes, con una habilidad disminuida para prevenir
el dafio oxidativo, crecen normalmente en anaerobio-
sis pero presentan una viabilidad muy disminuida
durante el crecimiento en presencia de oxigeno.
Inactivar recA o recB, disminuye aun mas la eficiencia
de plaqueo de estas mutantes en aerobiosis, sugirien-
do que el dailo oxidativo genera lesiones en el ADN,
que dificultan enormemente la replicacién det genoma
y este efecto puede ser compensado significativa-
mente por reparacién mediada por recombinacién. En
otras palabras, durante el crecimiento en presencia
de oxigeno, estas mutantes que tienen disminuida su
capacidad para prevenir la generacion de radicales
reactivos de oxigeno, dependen de los mecanismos
de reparacion mediada por recombinacién para man-
tener la integridad de su genoma (Touati D. et al.,
1995).

Otro ejempio en el que se relaciona la capacidad
recombinogénica con la aptitud para sobrevivir al
dafio oxidativo, es la posibilidad de mejorar la viabili-
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dad de una mutante /ig recB, mediante la incubacién
en anaerobiosis. Las mutaciones en lig y polA, gener-
an células con deficiencia en DNA-Ligasa y Pol |,
respectivamente, que acumulan interrupciones simple
cadena en su ADN. Las dobles mutantes pol/A recB y
lig recB, resultan préacticamente inviables. Sin embar-
go es posible incrementar varios 6rdenes la eficiencia
de plaqueo de estas mutantes, incubando las placas
en anaerobiosis (Morimyo M. , 1982).

Consideramos que la suplementacién del medio
con glucosa en condiciones de alta disponibilidad de
oxigeno, modifican el metabolismo celular de manera
de producir mayor dafio oxidativo durante la transi-
cion hacia la FE, y esto se evidencia en una mayor
actividad recombinogénica que se manifiesta por el
incremento en la proporcién de multimeros acumula-
dos, y en una disminucién de la viabilidad del cultivo.

Existen diversos reportes en la bibliografia que
indican que durante el crecimiento exponencial, bajo
condiciones de crecimiento aerdbico, cuando el flujo
de carbono excede la capacidad anfibolica de las vias
metabdlicas centrales (ciclo ATC), las células derivan
el excedente de acetil-CoA hacia la generacion de
acetato, por la via Pta-AcKa (fosfo-trans acetilasa /
acetato kinasa). El resultado es la generacion de ATP
y Acetil-fosfato y la excrecion de acetato al medio. A
medida que se agota la fuente de carbono y comien-
za la transicion hacia la FE, las células comienzan a
captar el acetato del medio y lo convierten en acetil-
CoA por la via Acs (acetil-CoA sintetasa), derivando-
lo hacia la generacién de energia y componentes
biosintéticos por medio del ciclo de los &cidos tricar-
boxilicos (ATC) y el ciclo del glioxilato, respectiva-
mente. También se registra una disminucién en los
niveles de acetil-fosfato (Chang D.E. et al., 1999;
Kumaris et al., 2000).

En estos trabajos se reporta que si se monitorea la
concentracién de glucosa y acetato en el medio
durante el crecimiento en [LB glucosa] o [M9 glucosa],

glucosa
piruvato
ADP CoA
ATP ) Acetil-P Pi
“"AckA )
Acetato Acetil-CoA
JAcs Acs
ATP |
ppi AcetilF-AMP AMP
CoA
ATC

Figura 79 Generacién de acetato durante la fase exponencial
por la via Pta-AckA y consumo por la via Acs durante la tran-
sicion hacia la FE.Pta: fosotransacetilasa, AckA: Acetato Kinasa,
Acs: Acetil-CoA sintasa

a lo largo de la fase exponencial se registra una pro-
gresiva disminucion en los niveles de glucosa que se
correlaciona con un incremento en los niveles de
acetato. Una vez agotada la glucosa, el cultivo inicia
la transicion hacia la FE y se registra una disminucién
en los niveles extracelulares de acetato, a medida
que las células lo incorporan y lo metabolizan via la
acetil-CoA sintasa (Acs).

La asimilacion de aminoacidos, como fuente de
carbono, genera menor acumulacién de acetato que
la asimilacién de glucosa (Chang et al., 1999). Por
otro lado, en el caso de la suplementacion con glu-
cosa, los niveles de oxigeno también afectan la
derivacién de acetil-CoA hacia acetato por la via Pta-
AcKa. Por lo tanto, el nivel de acetato acumulado
extracelularmente, que puede ser luego metabolizado
durante la transicion hacia la FE, seria presumible-
mente mayor en aquellas condiciones en las que se
observa una mayor sintesis y acumulacién de
multimeros HMW en la cepa JC7623 ( [LB glu] Vs
[LB]; y mayor disponibilidad de oxigeno durante el
crecimiento en presencia de glucosa). Se podria
asumir que los mayores niveles de acetato se tra-

ducirdn en mayor actividad metabdlica durante la
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transicién hacia la FE, con la consecuente produccién
de radicales reactivos con potencialidad para generar
dafo oxidativo durante esta fase del cultivo. Si la
cepa JC7623, en funcion de su deficiencia en
RecBCD tiene menor eficiencia para reparar las
horquillas de replicacion que puedan colapsar
durante la finalizacion de los ciclos de replicacién en
marcha, esto explicaria la disminucién de la viabilidad
del cultivo durante la transicién hacia la FE.

Ahora bien, porqué después del crecimiento en
[LB glu], la cepa JC7623 portando un plasmido pre-
senta una viabilidad por lo menos 10 veces inferior a
la de la cepa JC7623 (sin plasmidos) ? Evidente-
mente la generacién de grandes cantidades de
multimeros del plasmido afecta negativamente la efi-
ciencia de plaqueo de la cepa. En la seccion anterior,
se postulé que la sintesis descontrolada del plasmido
podria consumir o titular, algun factor proteico o inclu-
so los mismos nucledtidos, que la célula necesitaria
durante la FE para reparar y mantener la integridad
de su genoma. Si éstos se consumen en la repli-
cacion del plasmido, cuando la célula se encuentre en
la placa en condiciones que permitan re-iniciar el
crecimiento, al comenzar a replicar su genoma
podrian generarse gran cantidad de lesiones doble
cadena, que comprometerian su viabilidad.

Si asumimos que esto es cierto, por qué en [LB],
condicion en la cual también se acumula una propor-
cion importante de HMW, no disminuye la eficiencia
de plaqueo ? La diferencia estaria dada, por el
momento en el cual se produce la sintesis y acumu-
lacién de multimeros. En la condicién [LB], los
multimeros se sintetizan fundamentalmente a lo largo
de la fase exponencial. Por lo tanto, la célula podria ir
regenerando el pool de nucleétidos y/o los factores
proteicos involucrados en la sintesis de multimeros.
Por el contrario, en la condicion [LB glu] la sintesis de
HMW se verifica durante las primeras horas de la FE,

fase durante la cual la célula reduce la actividad bios-

intética y por ende la posibilidad de reponer el pool de
nucledtidos ylo factores involucrados en la
sintesis/reparacion del ADN, que se consumieran en
exceso debido a la sintesis descontrolada de ADN
plasmidico.

Por ultimo, vale la pena mencionar el efecto de
distintas condiciones de estrés, en la sintesis de
HMW. Inactivar el regulon ¢® mediante la mutacién
rpoS, afecta la generacién y acumulacién de HMW en
el contexto recBC sbcBC. Por lo tanto, la induccion de
este reguldon durante la transicion hacia la FE, con-
tribuiria a la sintesis de HMW.

La exposicion de las células a un estrés térmico
durante la FE (después del crecimiento en [LB glu] ),
exacerba la actividad replicativa de FE [ver seccion
2.3 Res.-Cap 2]. No es posible discernir si este resul-
tado implica que a alta temperatura se genera mayor
cantidad de intermediarios de replicacién danados del
plasmido, o si alguno de los genes inducidos por
accion de o participa activamente de la sintesis de
HMW,

En los otros dos casos en los que se evidencio un
efecto del estrés térmico en la acumulacién de HMW,
se observé que la alta temperatura también afecta la
viabilidad del cultivo (Seccién 2.1.4.1, Res.-Cap2).
Por lo tanto, nos inclinamos a pensar que el estrés
térmico, de alguna manera afecta el normal fun-
cionamiento de la maquinaria de replicacién y esto
resulta en un incremento en la cantidad de intermedi-
arios de replicacion del plasmido con tendencia a
involucrarse en la generacién de HMW,

Si bien, no fue posible precisar de qué manera el
crecimiento en glucosa o la exposicion a distintas
situaciones de estrés exacerban la sintesis de
multimeros en la mutante recBC sbcBC, la
demostracion de que los procesos acoplados de
recombinacién y replicacion (que en este contexto se
manifiestan por la generacién de HMW) pueden ser

influenciados por las condiciones de crecimiento con-
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stituye un aporte interesante.

Por otro lado, se puso en evidencia la importante
capacidad replicativa que poseen las células durante
la fase estacionaria. En el contexto recBC sbcBC, la

deficiencia en nucleasas sumada a la capacidad

recombinogénica, permite que esta actividad replica-
tiva se manifieste en la replicacién descontrolada del
plasmido. En un contexto salvaje cumpliria con el rol
fisiolbgico de mantenimiento de la integridad del

genoma durante el periodo de hambreado.
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1.1 Medios

LB

Triptona 10 g/L
Extracto de levadura S5g/L
NaCl 10 gL
M9

KoHPO4 6 glL
KH.PO, 3gl
NaCl 05g/L
NH.CI 19l

Se ajusté el pH a 7,4, se autoclavd y se anadieron las

siguientes soluciones esterilizadas por separado

MgSO. 1M

glucosa 20%

CaCl; 0,1M
Casaminoacidos 20%
(libres de vitaminas)

o [L-aminoacidos)

1 miL
20 mi/L
1 mlL

20 miiL
50 pg/mi

Para la preparacién de placas se utiliz6 agar-agar

(Merck) al 1,5%.

Antibiéticos:

se utilizaron en las siguientes concentraciones finales
100 pg/mi

15 pug/ml

20 pug/mi

30 ug/mi

50 pug/ml

Ampicilina (Ap)
Tetraciclina (Tc)
Cloranfenicol (Cm)
Kanamicina (Km)
Espectinomicina (Sp)

Soluciones utilizadas para preparar células com-

petentes
T |
Acetato de Potasio 30 mM
CIK 100 mM
CkCa 10 mM
Cl-Mn 50 mM
Glicerol 15 %
pH=5,8 con acido acético.
T Il
MOPS 10 mM
ClxCa 75 mM
CIK 10 mM
Glicerol 16 %.
pH=6,5 con KOH
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1.2. Cepas

cepa genotipo reievante Origen o referencia

AB1157 ver pie de tabla AJ. Clark

JC7623 AB1157 recB;s recCz; sbcBys sbcCay AJ. Clark

JC5519 AB1157 recBzs recC; AJ. Clark

JC11451 AB1157 sbcBys sbcCao AJ. Clark

HM101 recA56 Coleccién del Lab.

JC19328 AB1157 A(srl-recA)306::Tn10 (Tc) S. Sandler

JC18922 AB1157 recF349 TnA300::Tn10(Tc) recO1504::Tn5 S. Sandler

JC18928 AB1157 recR252::Tn10-9(KmR) S. Sandler

N2057 ruvA60::tn10(Tc) R.G. Lloyd

RSH316 FC40 recG258::Tn10miniKan S. Rosemberg

BW3323 MC4100 rpoS358::Tn10(Tc) C. Arraiano

MB1188 AB1157 ApriA1::Km | pELO42 Este trabajo

MB1189 AB1157 priA2::Km | pEL042 Este trabajo

JC19918 AB1157 priA2::Km danC809::Tc S. Sandler

RW620 AB1157 dnaE486 zae502::Tn10(Tc) M. Goodman

JC19244 AB1157 priC303::Km dnaC809 S. Sandler

MB1042 JC7623 / pUCres Este trabajo

MB1119 JC7623 / pUCrestnpR Este trabajo

MB1026 JC7623 / pUCres pBADtnpR Este trabajo

MB1027 JC7623 / pUCres pGH156 Este trabajo

MB1028 JC7623 / pUCres pGH252 Este trabajo

MB1030 JC7623 /| pGH156 Este trabajo

MB1031 JC7623 | pGH252 Este trabajo

MB1190 JC7623 rpoS358::Tn10(Tc) P1(BW3323) x JC7623 —Tc® (e)
MB818 JC7623 recA56

MB1244 JC7623 ArecA306::Tn10(Tc) P1(JC19328) x JC7623 -»TcRUVS (a)
JC8111 JC7623 recF149 A.J. Clark

MB1245 JC7623 recF349::TnA300::Tn10(Tc) P1(JC18922) x JC7623 -TcR UVS (a)
MB1246 JC7623 recR252::::Tn10-9(Km) P1(JC18928) x JC7623 —»Km® UVS(a)
JC12122 JC7623 recJ284::Tn10(Tc) AJ. Clark

LMM 820 JC7623 lexA3 malB:.Tn9(Km) D. Zahradka

LMM 834 JC7623 lexA3 recAo98 sr/300::Tn10(Tc) D. Zahradka

MB 1169 JC7623 recA098 sri300::Tn10(Tc) P1(LMM834) x JC7623 —Tc®
MB1160 JC7623 ruvA60::Tn10(Tc) P1(N2057) x JC7623 - TcRUVS (a)
LMM711 JC7623 A(ruvC)64..Km? D. Zahradka

MB1138 JC7623 recG258::Tn10miniKan P1(RSH316) x JC7623 —Km® UVsa)
MB1310 JC7623 / pGB,-priA Este trabajo

MB1315 JC7623 ApriA1::Km / pGB2-priA P1(MB1188) x MB1310 -»KmR PCR (b)
MB1291 AB1157 sbcBys sbcCapr ApriA1::Km P1(MB1188) x JC11451 -Km" PCR (b)
MB1239 JC7623 priC303::Km P1(JC19244) x JC7623 -KmR PCR (c)
JJCcss8 recB21 recC22 AsbcB sbcC201 B. Michel

JJC865 recBz recCiry AsbeB::Cm sbeCzo phoR::Te B. Michel

JJC892 JJC865 Arep::Km B. Michel

WAB00 AB1157 recCso10 ArgA::Tn10(Tc) A. Kuzminov

AK61 WABO00 recFwo::Tn5 A. Kuzminov

MB1113 JC7623 dnaE486::Tn10(Tc) P1(RW620) x JC7623 —TcRtermo$S (d)
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AB1157 tiene el siguiente fenotipo thr-1 ara-14 leuB6 A(gpt-proA)62 lacY1 tsx-33 supE-44 galK2 hisG4 rpsL.31 kdgK51 xyl-5 mtl-1
argE3 thi-1 (Rac)

(@) UVS: comparacion de la curva de UVR con la del patron correspondiente y la cepa receptora, siguiendo la metodologia
detallada en la seccion 5.1, M. y M.

(b) PCR a partir de colonia, con los primers 2094 y Kan. Se seleccionaron aquellos clones que amplificaban un fragmento
de 300 pb. y se verifico que amplificaran una unica banda de 2,3 kpb con los primers 2094 y 3359 (EI control salvaje da un
fragmento de 1,3 kpb) y no dieran ningun producto de amplificacion con los cebadores priA5°-priA3°. Finalmente se verificé
por southem que el ADN cromosdmico digerido con Smal diera dos fragmentos de 2,9 y 1,6 kpb con una sonda que abar-
ca todo el gen priA (PriAc, preparada por PCR con los primers 5°priA y 3359). Ver mapas de restriccion de los loci priA sal-
vaje y mutante en Resultados, capitulo 2, seccién 2.1.3.1, Figura 62.

cepa southern: cromos/Smal y PCR con los cebadores
revelado con sonda PriAc | 2094 y Kan 2094 y 3359 5'PriA-3'PriA
priA salvaje 2300 pb omommmeme 1300 pb 1200 pb
ApriA1::kan 2900 + 1600 pb 300 pb 2300 pb ————caeee

(c) PCR a partir de colonia, con los primers priC 5y pnC 3°. Se verificd que amplificaran un fragmento de 2000 pb (la cepa
salvaje da un fragmento de 600 pb).

(d) Se verificé que fueran incapaces de crecer a temperatura restrictiva (42°C).

(e) El screening de los transductantes se realizé en base a la determinacién de la actividad catalasa (HPIl), aplicando una
gota de H,O. sobre una colonia de 24 horas en LB agar. El control positivo RpoS* exhibe un burbujeo intenso al aplicar el

H.0,, mientras que las mutantes rpoS no dan ninguna reaccion.

1.3. Plasmidos

1.3.1 Vectores y piasmidos provistos por otros iaboratorios

piasmido caracteristicas origen / fuente
puC19 origen pMB1, ApR, acomplementacién Boehringer
pACYC184 origen p15A, CmR Tc® Chang et.al, 1978
pACYC-tnpR derivado de pACYC184, CmR, Px::tnpR A. Camilli
pGH156 derivado de pACYC184, CmR, Pcvs::tnpR N. Grindley
pGH252 derivado de pACYC184, CmR, Pucuvs::tnoR[R68H] N. Grindley
pGH436 origen pMB1, ApR, res?-TcR-res? D. Sherratt
pBAD33 origen p15A, CmR, araC-Paap-msc J. Beckwith
pHM6050 origen R1, ApR H. Masai
pHM-priA derivado de pHM6050, expresa PriA salvaje H. Masai
pHM-priA[K230D] derivado de pHM6050, expresa PriA[K230D] H. Masai
pHM-priA[CA] derivado de pHMB050, expresa PriA[CA] H. Masai

pGB; origen pSC101 (Ts), Sp®

pSF117 derivado de pBR322 (ori pMB1), ApR, c/857-Pr::gamS J.B. Hays
pSF119 derivado de pBR322 (ori pMB1), ApR, ¢/857-Pr::.gamS201  J.B. Hays
pWSK30 origen pSC101, ApR, a complementacién S. Kushner
pEL0O42 pET3c::priA, ApR S. Sandler
pOX13 pBR322::y8 Reed R. et al. 1979
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1.3.2 Piasmidos construidos durante este trabajo

1.3.2.1 pUCy3: fue generado por transconjugacion,

segun Bellani et al. 1997a.

1.3.2.2 pUCres:

Se amplificd el sitio res del transposoén y8, a partir
del plasmido pOX13 (pBR322::y8) utilizando los pri-
mers resS| y resSlll. El fragmento amplificado de 190
pb fue digerido con Hindlll y BamH! y ligado al vector
pUC19 digerido con las mismas enzimas. La mezcla
de ligacién fue utilizada para transformar células com-
petentes de la cepa JR83. Se seleccionaron clones
ApR, que hubieran perdido la a-complementacién. Se

verificd el plasmido por PCR y patron de restriccion.

1.3.2.3 pUCres-tnpR:

Se amplificd una regién de 900 pb del transposén
v (nucleédtidos 2162 a 3094 en la secuencia publica-
da por Broom et al. 1991), que abarca el sitio de reso-
lucién res y el gen tnpR, utilizando los primers
restnpR1 y restnpR2, y el plasmido pOX13 como tem-
plado. El fragmento amplificado fue ligado al vector
pGEM-T® de Promega, generando el plasmido
pGEM-restnpR. Luego, aprovechando el sitio Sal |
presente en el vector pPGEMT y un sitio Sal | interno al
fragmento amplificado (@ 100 pb del cebador
restnpR2), se recuper6 el fragmento conteniendo res-
tnpR de este plasmido por digestion con Sall, y se ligé
dicho fragmento de 780 pb. al vector pUC19 linealiza-
do con la misma enzima. La mezcla de ligacién fue
utilizada para transformar células competentes de la
cepa DH5a / F'19 y se seleccionaron clones ApR que
hubieran perdido la a-complementacion. Se verifico el

plasmido por PCR y patrén de restriccion.

1.3.2.4 pBAD-tnpR:
Se amplificé un fragmento de 600 pb conteniendo
la secuencia codificante de TnpR del transposon v5, a

partir del plasmido pOX13, utilizando los cebadores
5tnpR y 3'tnpR. El fragmento amplificado fue digeri-
do con Hindlll y Sacl y ligado al vector pBAD33 dige-
rido con las mismas enzimas. La mezcla de ligacion
fue utilizada para transformar células competentes de
la cepa HB101. Se seleccionaron varios clones ApRy
se realizé un screening para seleccionar aquel que
contuviera un plasmido de mayor tamaro que el vec-
tor, que presentara el pattern de restriccion esperado.
Se verificd que el plasmido expresara TnpR en forma
condicional, analizando la expresion de TnpR por
westem-blot con un antisuero especifico [ver seccién
2.3. M.y M.]y se corroboré que la resolvasa expresa-
da fuera funcional mediante ensayos de resolucion in
vivo utilizando el plasmido reporter pGH436 [ver sec-
cién 2.4. M.y M.].

1.3.2.5 pGB.-priA:

Se aisl6 del plasmido pHM-priA un fragmento
EcoRI de 2400 pb conteniendo el gen priA y se ligd al
vector pGB: linealizado con EcoRI. La mezcla de liga-
cién fue utilizada para transformar células competen-
tes de la cepa [AB1157 ApriA1::kan], con el objeto de
seleccionar el plasmido recombinante en funcion de
la supresion del fenotipo de crecimiento lento de la
mutante ApriA (Que normalmente tarda 48 horas en
dar colonias visibles en MM). Se repicaron las colo-
nias crecidas en 24 horas en las placas de seleccién
[MSkmsp], @sumiendo que podian crecer normalmente
en funcidn de la expresion de PriA a partir del plasmi-
do, y se realizaron minipreparaciones de ADN para
confirmar que portaran el plasmido recombinante. Se
selecciond un clon en funcién del patron de restriccion
del plasmido portado. Se ampilificé el plasmido corres-
pondiente, y se verificé que fuera capaz de comple-
mentar las multiples deficiencias de una mutante priA,
tales como sensibilidad al medio rico, y sensibilidad
exacerbada al UV. Se corrobord que se perdiera por

segregacion a temperatura restrictiva.
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1.3.2.6 pWSK-117 y pWSK-119:

Se amplificé a partir del plasmido pSF117, un frag-
mento conteniendo el gen del represor termosensible
de A y el gen gam [Ac/857-Pr::gamS] con los cebado-
res pSF117S y pSF117AS. El fragmento de 1400 pb
ampilificado por PCR, fue clonado en el vector pGEM-
T® de Promega, generando el plasmido pGEM-117.
Luego se recuperd el fragmento conteniendo [Ac/857-
Pr::gamS$] a partir de este plasmido por digestién con
Sall, y se ligé dicho fragmento al vector pWSK30 li-
nealizado con Sall y fosfataseado. La mezcla de liga-
cién fue utilizada para transformar células competen-
tes de la cepa DH5a. / F°I9, y se seleccionaron clones
ApR que hubieran perdido la a-complementacion.
Tanto la seleccién como los posteriores repiques fue-

1.4 Cebadores.

ron realizados a 30°C. El plasmido pWSK-119 fue
construido a partir de pSF119, siguiendo el mismo
esquema.

Los plasmidos pWSK-117 y pWSK-119 fueron verifi-
cados por el patron de restriccion y en particular se
corroboré que el plasmido pWSK-119 contuviera el
sitio Xhol dentro del gen gamS. Finalmente, se veri-
fico in vivo, la inducibilidad de la expresién y la fun-
cionalidad de la proteina Gam$S expresada, intro-
duciendo estos plasmidos en la cepa JC11451 [sbcB
sbeCD) y verificando que pWSK-117 acumulara
HMW a 37°C pero no a lo hiciera a 28°C; y que
pWSK-119 no fuera capaz de acumular HMW a

ninguna de las dos temperaturas.

Res.-Cap 1 Seccion 1.1.2.a: construccion del plasmido pUCres

res Sl
HindIl! Kpnl Sall
res Sl

BamHI Sali

5" TGATGAAGCTT GGTACC GTCGACTTGACAGTTATTCATTAACAA 3°

5" ATGATGGGATCC GTCGACTCAACCAAAAAGTCGCATAAAA 3°

Utilizados en la construccidn del plasmido pUCres, para amplificar el fragmento conteniendo el sitio de resolu-
cién res del transposon y8 (ntdos. 3068 a 3226 de secuencia genebank D16449) e insertarlo en el plasmido

pUC19. Ver seccion 1.2.2M. y M.

Res. - Cap1 Seccién 1.1.1 construccién del plasmido pUCrestnoR

5" TGTCGTATCACCAAACGGAT 3’
5" AGATCCCGTTCATCAAGAT 3’

resTnpR 1
resTnpR 2

Utilizados en la construccién del plasmido pUCres-tnpR, para amplificar un fragmento del transposon y8 que
contiene el sitio de resolucién res y el gen tnpR [nuclebtidos 2162 a 3049 de la secuencia del v segun Broom
et al. 1991], e insertarlo en el plasmido pUC19. Ver seccion 1.2.3 M. y M.

Res. - Cap 1 Seccién 1.1.2.d Construccion del plasmido pBAD-tnpR

5 tnpR 5" ATGATGGAGCTCTAGGATACATTTTTATGC 3°
Sacl
3" tnpR 5" ATGATGAAGCTTAACCTTTTATGTTAGTT 3°

Hindlt

Utilizados en la construccion del plasmido pBAD-tnpR, para amplificar la region codificante del gen tnpR del
transposon 6 [nucleétidos 3202 a 3838 de la secuencia genebank D16449] e insertarlo en el vector pBAD33
bajo control del promotor Peap. Ver seccién 1.2.4 M. y M.

Sonda Ap299

Ap113 S 5" CGCGGTATTATCCCGTGTTG 3°

Apd411 AS 5 GCTCGTCGTTTGGTATGGCTT 3°

Utilizados para generar la sonda Ap299 por PCR a partir del plasmido pUC19. Ver seccion 2.2 M. y M.
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Sonda PriA (1,2 kpb)

5°priA 5 CGTTGCCTTGCCCGTTCCGC 3°
3'priA 5" ATCCAGCACATGTTGAATTGCC 3’

Utilizados para preparar la sonda PriA por PCR [ver seccién 5.2 M. y M.]. Amplifican un fragmento de 1200 pb
del extremo 5° del gen. Esta sonda se utilizb para revelar el gen cromosémico en los southern en los que se
estima la relacién plasmido/cromosémico, en la seccién 1.3.2. de Resultados capitulo1, figura 50, secciones
EyF

Verificacién de transductantes ApriA::kan [Res. - Cap 2 secciones 2.1.3.1 y 2.1.3.2]

priA 2094 5" CGCGCTGGAAACGTTATGC 3°
priA 3359 5° CCTGGCACGTCAGGCGTAC 3’

Pemniten verificar el alelo ApriA1::Kan. La cepa salvaje da un fragmento de 1300 pb y la que porta la mutacién
ApriA1Kan da un fragmento de 2300 pb. Ver pie de tabla en secci6n 1.2 M.y M,

Res. -Cap. 2 Secciones 2.1.3.1 y 2.1.3.2 Screening para la seleccion de transductantes ApriA1::Kan
priA 2094 5° CGCGCTGGAAACGTTATGC 3’
Kan 5" GCTGACTTGACGGGACGGC 3’

Permite verificar por colony-PCR la mutaciéon ApriA1::kan. La cepa ApriA1Kan ampilifica un fragmento de 300
pb, mientras que la salvaje no genera ningun producto de amplificacién.

Sonda PriAc (2,4 kpb) Verificacién de transductantes ApriA1::kan

5priA 5" CGTTGCCTTGCCCGTTCCGC 3°

3359 5" CCTGGCACGTCAGGCGTAC 3’

Utilizados para generar la sonda PriA por PCR a partir de ADN cromosémico de la cepa salvaje (AB1157) [ver
seccién 5.2 M. y M.]. Genera un fragmento de 2400 pb que abarca el gen completo. Esta sonda fue utilizada
en la verificacién por southem, de las mutantes ApriA1.:kan construidas por transduccién. Ver Figura 50.

Res. - Cap. 2 Seccién 2.2.1 Screening para la seleccion de transductantes priC::kan

priC §° 5" ATATTGAGTGTTGTCAGC 3°

priC 3’ 5" TCCTCCAGCAGCACAATC 3’

Utilizados para corroborar la transduccién de la mutaciéon priC303::kan. Los transductantes permiten ampilifi-
cacién de un fragmento de 2000 pb mientras que la cepa salvaje amplifica un fragmento de 600 pb (Sandler
S.J. 2000).

Res. - Cap. 2 Seccién 2.1.2.2 Construccién de los plasmidos pWSK-117 y pWSK-119
pSF117 S 5" ATGGTCGACTAGGCGTATCACGAGGCCC 3’

Sall
pSF117 AS 5" GAGCTGACTGGGTTGAAGGC 3’
Utilizados en la construccién de los plasmidos pWSK-117 y pWSK-119, para amplificar un fragmento de 1400
pb que contiene el gen que codifica por el represor del fago A termosensible y el gen gamS bajo control del pro-
motor Pgr [AcI857-Pr-gam§], a partir de los plasmidos pSF117 y pSF119 respectivamente. Ver seccién 1.3.2.6
Mat. y Met.
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2.1 Southern para anaiizar ias formas del piasmi-
do

2.1.1 Preparacién de lisados totales de ADN:
método adaptado a partir de Zaman MM & Boles
T.C., 1994. Partiendo del equivalente a 10 ml de culti-
vo con una DO de 0,7, se recolectan las células por
centrifugacion y se lisan en 600 pl de solucion de lisis
[Tris-CIH pH7,5 100mM, EDTA 30mM, SDS 1%,
Proteinaza K 1%, RNAsa 30ug/ml] a 32° durante la
noche (ON). Para facilitar el posterior procesamiento
se rompe el ADN pasandolo 20 veces por una punta
(tip) de 1000 ml. y luego se purifica mediante 2 ex-
tracciones con fenol-cloroformo-isoamilico [24:23:1] y
3 extracciones con cloroformo-isoamilico [24:1]. Se
agrega 50 pl de Acetato de sodio 5SM y 1ml de etanol
absoluto para precipitar el ADN. Se resuspende en 50

pl de agua deionizada, estéril.

2.1.2 Cuantificacién:
por medicion de la absorbancia a 260 nm., segun
Sambrook J. et al. 1989.

2.1.3 Digestién con enzima de restriccion:

para determinar el % de HMW de un lisado, se
traté una fraccién del lisado conteniendo 8 ug de ADN
total en un volumen final de 40ul., con una enzima
que digiriera el cromosoémico (y linealizara el plasmi-
do que complementa TnpR) pero que no afectara al
plasmido reporter. De esta manera se evita que el
ADN genémico (y el plasmido que expresa TnpR),
interfiera en la deteccion del HMW del plasmido. Para
determinar la relacion plasmido/cromosémico se utili-
zb una enzima que digiriera al cromosémico y lineali-
zara el plasmido reporter. En la tabla 7 se especifican

las enzimas utilizadas en cada caso.

2.1.4 Southern
2.1.4.a Gel y transferencia :

se separaron 2 ug. de ADN total en un gel de aga-
rosa 0,6% (en algunos casos 4 horas a 3 volts/cm, en
otros ON a 0,7 volts/cm). Se incubd el gel 15 min. en
solucién de depurinizacion [CIH 0,25%] y luego 2x15
min. en solucién de desnaturalizacién [NaOH 0,5 M].
Se transfirio el ADN a una membrana de nylon
(GeneScreen™ NEN® Life Science Products) por
vacio, en un Vacuum Blotter’ de Bio Rad, en buffer
SSC 10X a 5 mm. Hg durante 3 horas. Fue el Unico
método que demostré una eficiencia del 100 % y
reproducibilidad para transferir el ADN de alto peso
molecular correspondiente al HMW. El ADN fue fijado
a la membrana por exposiciéon durante 5 min. a luz
ultravioleta en un transiluminador.
2.1.4.b Hibridacién:

Se incubd la membrana durante 2 horas a 50°C en
solucion de prehibridacion [SSC 5X, Denhardt’s 5X,
POsHNa; 25mM, SDS 0,5%], y luego ON a 60°C en
solucién de hibridacion [SSC 5X, Denhardt’s 1X,
POHNa; 20mM, PEG(8000) 5%, ADN de esperma
de salmén 150ug/ml] conteniendo la sonda biotinila-
da.
2.1.4.c Lavados:

2 x 3min. en solucién | a temperatura ambiente
[SSC 2X, SDS 0,1%], 2 x 3min en solucién |l a tem-
peratura ambiente [SSC 0,2%, SDS 0,1%] y 2x15min.
a 65°C en solucion il [SSC 0,16X, SDS 0,1%]).
5.1.4.d Deteccion y revelado:

por quimioluminiscencia utilizando CDP-star®
como sustrato, segun instrucciones del fabricante del
kit (New England Biolabs). El revelado se realizé en
algunos casos exponiendo la membrana distintos
tiempos a una radiografia en un cassette de revelado

con una pantalla Kodak Biomax MS y en otros en un
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pUC y pUCres

serie pHM6050 %HMW: Sacl [sonda Ap299]
pWSK-117 %HMW: Sfil  [sonda Ap299]
pGB.priA %HMW: Xbal [sonda PriAc]

southermn para analizar gen priA:

%HMW: EcoRV [sonda Ap299]

ADN total digerido con Smal

pl/cr: Hindlll  [sonda Ap299 + PriA]
plicr: EcoRlI [sonda PriA]
pl/cr: Stul

[sonda PriAc]

Tabla 7 Enzima y sonda utilizada en cada experimento.

de

Luminescence Image Analyzer, Fuji)

detector quimioluminiscencia (LAS-1000
2.1.4.e Densitometria:

utilizando los programas Image Quant o Image
Gauge (Fuji). Para calcular el %HMW se refirio la
intensidad de las bandas correspondientes al HMW y
la senal en el origen, a la sumatoria de intensidades
de todas las bandas de la calle y se multiplicd esta
relacion por 100. La relacion HMW/FC se calculo refi-
riendo la intensidad de las bandas (HMW+origen) a la
intensidad de las bandas correspondientes a todas
las formas circulares. La relacion plasmido/cromoso-
mico, se calculd refiriendo la intensidad de la banda
corresponiente al total del plasmido linealizado a la
intensidad de la banda correspondiente a un gen cro-

mosomico.

2.2 Preparacién de sondas biotiniladas por PCR
Las sondas Ap299, PriA y PriAc. fueron sintetiza-
das por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
a partir de ADN gendémico de E. coli AB1157, utilizan-
do los cebadores correspondientes y una mezcla de
nucledtidos conteniendo dATP biotinilado. Las reac-
ciones de PCR se realizaron en un termociclador
Techne, en un volumen de 50ul conteniendo mezcia
de reaccion [tampdn PCR 1x (Promega o Gibco-
BRL), 0,5 unidades de Taq (Promega o Gibco-BRL),
de la mezcla de dNTPs conteniendo el nucleétido bio-
tinilado y 0,2 uM de cada cebador] y 0,1 ng de ADN
cromosémico. Los oligonucledtidos fueron obtenidos

de Biosybthesis Inc., Lousville, Texas (USA).

Sonda tamano cebadores utilizados
Ap299 300 pb Ap113S y Ap411AS
PriA 1200 pb  5°PriA y 3'PriA
PriAc 2400 pb 5°PriA y 3359

Una vez amplificado el fragmento en cuestion se
corrié el producto de la reaccién de amplificacién en
un gel de agarosa 0,8% y se purificé el fragmento
amplificado a partir del gel, utilizando columnas

Supelco?®.

2.3 Western-blot para detectar TnpR
2.3.1 Preparacioén de extractos crudos de protei-
nas:

se recolectaron por centrifugacion cultivos en fase
exponencial (DO 0,8) o fase estacionaria (segun indi-
cado en la figura corespondiente), se resuspendieron
en 1ml. de buffer TDP (Tris-HCI 20mM pH=7,5, DTT
1mM, PMSF 0,1mM) y se sometieron a tres ciclos de
sonicado durante 25 segundos en un bano de aceto-
na:hielo. Las muestras fueron centrifugadas a 12000
rpm. durante 15 min. y el sobrenadante fue manteni-
do a —20°C. Se determind la concentracion de protei-
nas totales en el extracto utilizando el reactivo Protein
Assay (Bio Rad), empleando seroalbumina bovina
(Sigma) para establecer la curva estandar de concen-
traciones.
2.3.2 PAGE 15% y deteccién de TnpR por western-
blot:

las muestras fueron calentadas a 100°C durante 5
min. en tampo6n de corrida. Se sembraron 100 ug de
proteinas totales en cada pocillo. Las proteinas fue-

ron separadas en un gel de SDS-PAGE 15%
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(Laemmli 1970) y transferidas a una membrana de
nitrocelulosa (Nitrobind®, Osmonics), por electrotrans-
ferencia en un Mini Trans-Blot® Electrophoretic
Transfer Cell (Bio-Rad) en buffer de transferencia
(Trizma 25mM, glicina 192mM, metanol 20% v/v) a
30V durante 16hs. La proteina TnpR fue detectada
con un anticuerpo policlonal donado por el Dr. N.
Grindley. Como segundo anticuerpo se utilizdé un anti-
cuerpo anti-IgG de conejo conjugado con fosfatasa
alcalina. La deteccion se realizé por quimioluminis-
cencia utilizando CDP-star® como sustrato, segun ins-
trucciones del fabricante (Phototope®-Star Westemn

Blot Detection kit, New England Biolabs).

2.4 Ensayo de resolucién in vivo, utilizando el
plasmido pGH436

El ensayo consiste en cultivar la cepa HB101 con-
teniendo el plasmido reporter pGH436 y el plasmido
que expresa TnpR (pGH156 o pBADtnpR) en caldo
LBcmap Suplementado con glucosa 0,2% o el inductor
correspondiente (IPTG 1mM o arabinosa en distintas
concentraciones, respectivamente). Transcurridas 24
horas, se realizaron diluciones seriadas del cultivo y
plaqueo en LBcmap ¥ LBcmapret. LOS recuentos
obtenidos permiten determinar el porcentaje de célu-
las resistentes a la tetraciclina (% TcR). La proporcion
de células en las que hubo resolucidn catalizada por
TnpR puede calcularse mediante la siguiente férmula

% Resoluciéon = 100 - %TetR

2.5 Estimacion de la viabilidad de un cultivo

Se realizaron diluciones seriadas en LB y se sem-
braron en placas de LBagar que fueron incubadas
durantes 24 horas a 32°C. Se utilizaron los recuentos
en placas de LBagar para determinar las ufc/mi de
cada cultivo. Luego se calculd la viabilidad refiriendo
el valor de ufc/ml a la densidad éptica (DO) del culti-
vo. En el caso de cepas ApriA1::kan tanto las dilucio-

nes como los recuentos se realizaron en medio mini-

mo MS. En aquellos experimentos en los que se
reporta viabilidad en LB y LBAp, se realizaron recuen-
tos en placas de LBagar y LBagar suplementado con
ampicilina (100 ug/ml) respectivamente, y se refirie-
ron las ufc/ml en LBagar y LBagagar a la DO del cultivo.
Esto permite estimar el %ApR del cultivo, que es indi-
cativo de la estabilidad del plasmido en una cepa en

determinadas condiciones de cultivo.

2.6 Actividad replicativa

A distintos tiempos se tomé una muestra del culti-
vo para determinar la densidad optica y se sometid
una alicuota de 500ul a un pulso de [*H)metil-timidina
de 10 pCi/ml
(Amersham) en un bario termostatizado (a 32°, 28° o

[activ. especifica: 82 Ci/mmol]

42°C, segun indicado en cada experimento) durante
15 minutos. Luego se transfirieron 100 pul a un tubo
conteniendo 4 ml de TCA 5% frio y se mantuvo en
hielo durante una hora. Se recogi6 el material precipi-
tado con el acido, filtrando a través de una membra-
na Whatman® GF/C y se lavé con 10 mi de TCA 5%
frio y 10 ml de Etanol 95% frio. Una vez secado el fil-
tro, se transfiri6 a un vial con liquido de centelleo
Ultima Gold®, Packard. Finalmente se midi6 la
radioactividad incorporada al material precipitable con
TCA presente en cada filtro, en un contador de cente-
lleo (Wallac 1409 DSA, Liquid scintillation counter).
Para cada muestra se refirieron los valores de desin-
tegraciones por minuto (dpm) a la densidad 6ptica del
cultivo, a los efectos de poder comparar entre cultivos

que poseian distinta densidad 6ptica.

2.7 Construccién de cepas por transduccién con
el fago P1vir.

Las distintas mutaciones fueron introducidas en la
cepa JC7623 por transduccién generalizada utilizan-
do lisados transductores del bacteriofago P,
preparados en la cepa correspondiente [Segun Miller

1992]. En general la seleccién se hizo en placas de
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LB suplementadas con el antibiético correspondiente
y citrato sédico 5 mM; y luego se verificé que los
potenciales transductantes exhibieran el fenotipo ca-
racteristico de la mutacion que se deseaba transducir:
en algunos casos sensibilidad a la temperatura, en
otros sensibilidad exacerbada al UV. En aquellos
casos en los que la adquisicién de la mutacién no era
verificable por el fenotipo, se realiz6 un screening por
PCR a partir de colonia utilizando los cebadores
especificados al pie de la tabla de cepas.

En el caso especifico de la transduccion del alelo
ApriA1::kan, tanto el experimento de transduccion
como los repiques posteriores se realizaron en medio
minimo M9 suplementado con glucosa 0,2%,
casaminodcidos 0,2% y kanamicina 30 ug/mi, para
evitar la aparicion de mutaciones supresoras en
dnaC, que pudieran suprimir parcial o totaimente el
fenotipo de la mutante prA; tomando el recaudo de
repicar colonias pequeiias que tardaran mas de 24

horas en crecer.

2.8 Screening por colony-PCR [PCR a partir de
colonia]

Para analizar los potenciales transductantes se
realizd una reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), utilizando material de las propias colonias
como fuente de ADN molde. Se repicaron las colonias
de la placa de seleccién a nuevas placas, en las que
se adjudic6 un numero a cada clon. Estas fueron incu-
badas a 32°C durante 24 o 48 horas, segun la muta-
cién en cuestidn. Con un escarbadiente nuevo estéril,
se transfiri6 material correspondiente a cada cion de
la placa de repique a un tubo de PCR de 500 pl. Se
fraccioné 30 pl de la mezcla de reacciéon [tampébn
PCR 1X, dNTPs 0,2 mM, cebadores 0,2 uM, Taq
Polimerasa 0,05 u/ulL] en cada tubo conteniendo las
células a analizar y se lisaron las células en el mismo
ciclador, durante un ciclo de 4 minutos a 94°C. Luego
se realiz6 la reaccién de PCR, utilizando el programa

adecuado, detallado a continuacion en funcién del par
de cebadores empleado. La secuencia de reaccion
fue: 30 ciclos de 1 min. a 94°C, 0,5-1 min. a la tempe-
ratura dptima para cada par de cebadores (especifi-
cada més abajo) y extensién de 1 min. a 72°C, con
una extensidn final de 10 min. a 72 °C.adecuada .

cebadores 2094 / Kan 67 °C
cebadores 2094 / 3359 67 °C
cebadores 5°priA / 3'priA 65 °C
cebadores priC5° / priC3’ 58 °C

Finalmente se analizaron los productos de amplifi-
cacién en un gel de agarosa 0,8% o 1,5% en buffer
TAE (Tris acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH=8,0). Una
vez teflidos con bromuro de etidio 1 ug/ml., los geles
fueron examinados con luz UV y fotografiados con
una pelicula Polaroid 667.

En cada reacciéon de PCR, se analizé en paralelo
una colonia correspondiente al control positivo, otra
correspondiente al control negativo y se realizd un
control negativo de la reaccién sin ADN ni células. En
aquellas situaciones en las que se debia analizar un
gran nuamero de colonias, se analizé un “pool” de clo-
nes en cada tubo, incorporando material de 10 clones
por tubo de reaccién. Luego se analizé cada clon en
particular del pool que hubiera dado positivo. En estos
casos el control positivo incluia material de una colo-
nia del control positivo y de 9 colonias del control
negativo, para verificar que en las condiciones de
reaccion utilizadas se pudiera detectar un unico clon

positivo en un pool.

2.9 Obtencién y transformacién de céluias compe-
tentes:

las células competentes se prepararon siguiendo
el procedimiento descripto por Hanahan (1983).
Brevemente: un cultivo de 16hs. fue diluido 1/60 en
medio LB suplementado con SO,Mg 20 mM y crecido
durante 34 hs. hasta alcanzar una DO 0,8. Luego se
recolectaron las células por centrifugacién durante 10
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min. a 10.000 rpm a 4°C; se resuspendieron en solu-
cién Tfb | fria y se mantuvieron en hielo durante 5 min.
Posteriormente las células fueron centrifugadas al
igual que en el paso anterior y el pellet fue resuspen-
dido en 1ml. de Tfb Il. Se alicuotaron las céiulas de a
50 ul y fueron conservadas a —70°C.

Para la transformacién se tomaron 50 pl de célu-
las competentes y se les agregé de 1-5 pl del plasmi-
do de interés. Se incubaron en hielo durante 30 min.,
se realizd un choque térmico de 90-120 segundos a
42°C y se colocaron nuevamente en hielo durante 2
min.. Las células se diluyeron en 200 ul de LB liquido
y se incubaron 1 hora a 37°C (o 30°C segun el caso)
con agitacién. Posteriormente se sembraron en pla-
cas de seleccion con el antibiético adecuado, que
fueron incubadas en estufa a 37°C (o 30°C segun

corresp.).

2.10 Determinacién de la sensibiiidad a ia luz
ultravioleta (UVR)

Se analizaron cultivos promediando la fase expo-
nencial (DO= 0,6-0,9). Todas las etapas previas a la
exposicion al UV se llevaron a cabo en penumbra. Se
realizaron diluciones seriadas en LB y plaqueo de las
diluciones correspondientes en LB agar. Las placas
fueron expuestas a luz UV (lampara germicida, luz
UVB) a 50 cm de distancia durante 0, 15, 30 o 45
segundos e incubadas ON a 32 °C en oscuridad. En
base a los recuentos se calcul6 las ufe/mi y para cal-
cular el % de resistentes se refirid las ufe/mi de los
distintos tiempos de exposiciéon al valor de ufc/mi de
las células que no habian sido expuestas al UV. Las
curvas de % de células resistentes al UV en funcién
del tiempo de exposicidn permiten comparar la resis-
tencia al UV de una determinada cepa respecto de un
control. Las distintas mutantes de recombinacién pre-

sentan una sensibilidad al UV caracteristica.

2.11 Ensayo de segregacién del plasmido pGB;-
priA

Se cultivé la cepa JC7623 ApriA1::Kan/pGB.priA
en MSxnsp @ 30°C durante la noche (ON). Se diluyé
1000 veces el cultivo en medio M9«xn [DOI 0,002], se
incubd durante 2 horas a 30°C y luego se transfirié a
42°C. Durante seis horas, se tomaron alicuotas del
cultivo cada dos horas para realizar recuentos en pla-
cas de MSxm ¥ MSkms,. Las placas se incubaron a
32°C y se realizaron recuentos después de 1, 2y 3
dias, ya que las cepas ApriA tardan 48 horas en cre-
cer. Luego se repicaron colonias de las placas de
MSm corespondientes a las 2, 4 y 6 horas, a placas
de MS«x~ Y MSnsp, para identificar aquellas que hubie-
ran perdido el plasmido.

2.12 Generacion de un fenotipo transiente
RecBC— en el contexto ApriA sbcBC sbcCD

La cepa MB1291 fue transformada con el plasmi-
do pWSK-117, y se repicé un transformante a una
placa de MSxmap, que fue incubada durante 48 horas
a 32°C. Se verificd que el crecimiento en la estria
fuera homogéneo, constituido por colonias pequerias
que tardaran més de 24 horas en crecer y se proce-
di6 a levantar estas colonias con un ansa, para resus-
penderlas en 1 ml. de medio minimo con el objetivo
de utilizar dicha suspensién como inéculo. Por otro
lado, las cepas JC1145/pWSK-117 y JC11451/
pWSK-119 fueron estriadas en placas de M9, (a par-
tir del glicerolado correspondiente) e incubadas
durante 24 horas a 32°C. Se levantaron colonias ais-
ladas de estas placas para utilizar como inéculo.

Se realizaron cultivos de las tres cepas en MSgwmp
en un bafto con agitacién (180 rpm), termostatizado a
28°C, partiendo de una densidad 6ptica de 0,015. Se
midié la DO de los cultivos cada 80 minutos para
monitorear el crecimiento. En el caso de la cepa
JC11451, a las 6 horas de cultivo, cuando alcanzé
una DO de 0,8 , se tomé la muestra correspondiente
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al to y se dividio el cultivo en dos partes, una se man-
tuvo a 28°C y la otra fue transferida a un bano a 37°C.
Transcurridas 1,5, 3 y 24 horas se tomaron muestras
para analizar el plasmido.

Dado que la cepa MB1292 es mas lenta para cre-
cer, debido a la mutaciéon priA, se cultivé durante 9
horas a 28°C, hasta que alcanzé una DO de 0,2,
Luego se tomé la muestra correspondiente al to y se
dividié el cultivo en dos partes, una se mantuvo a
28°C y la otra se incubd a 37°C. Transcurridas 24

horas se tomé una muestra para analizar el plasmido

pWSK-117. Los lisados totales fueron digeridos con la
enzima Sfi |, que no posee sitios de corte en ninguno
de los dos plasmidos y luego fueron separados en un
gel de agarosa, sometidos a southern-blot y posterior
hibridacion con la sonda Ap299, segun especificado

en la secciéon 2.1.4.

2.13 Mantenimiento de las cepas:
Se prepararon gliceroles de cada cepa a partir de
un cultivo ODay en medio selectivo (segun Miller J.H.,

1992) y se mantuvieron en un freezer a -20°C.
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