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Resumen / Summary

La duplicacién del genoma de una célula antes de su divisidon es un proceso esencial en el
ciclo celular. Escherichia coli posee un Unico cromosoma circular que es replicado de una
forma precisa una vez por ciclo celular. El grupo de investigacién donde se ha desarrollado esta
Tesis Doctoral ha descrito y caracterizado en el cromosoma de E. coli la replicacion inducida
por estrés térmico, HIR (Heat Induced Replication), que escapa al control del ciclo celular
(Botello, 1994; Botello y Jiménez-Sanchez, 1997; Gonzalez-Soltero et al., 2006a; Gonzalez-
Soltero et al., 2006b; Gonzalez-Soltero, 2007; Gonzalez-Soltero et al., 2008; Guzman et al.,
1988; Jiménez-Sanchez et al., 1993). HIR inicia en oriC, requiere la proteina DnaA, no depende
de la respuesta de choque térmico y, a diferencia de la replicacién ciclica, no requiere la
actividad de la RNA polimerasa ni la sintesis de proteinas de novo. En el replisoma de HIR
intervienen tanto la DNA polimerasa Ill como la DNA polimerasa |. La necesidad de Pol |
determina una diferencia fundamental con la composicién del replisoma de la replicacion
ciclica y se ha observado que HIR es mas lenta. HIR es estrictamente dependiente de la
proteina de ensamblaje del primosoma PriA, utilizando la via PriA-PriB, y la helicasa Rep. A
diferencia de la replicacion ciclica, HIR requiere la proteina RecA. Las funciones de RecA
requeridas en la replicacidon termoinducida parecen estar relacionadas con la estabilizacién de
las estructuras de los intermediarios de replicacion, que serian mas inestables que los de la
replicacidn ciclica, y la recombinacién homologa, pero no requiere su actividad proteasa, ni de
reparacion. También se detecta una dependencia parcial de la actividad helicasa de RecBCD. A
pesar de requerir RecA y, parcialmente, RecBCD, HIR no puede ser considerada una replicacién
dependiente de recombinacién (RDR) porque no se detectan roturas de DNA de cadena doble
gue pudieran generar un lazo-D como estructura de inicio para HIR.

Una vez que HIR ha sido caracterizada y definida en E. coli, en este trabajo se amplia el
estudio de HIR a otros replicones bacterianos. Se ha estudiado HIR en los genomas de especies
bacterianas modelo alternativas a E. coli y en varios plasmidos de E. coli con diferente control
de la replicacién. El propésito global de este trabajo es el de conocer la generalidad del
mecanismo de HIR en el mundo bacteriano y determinar los requerimientos, tanto fisiologicos
como estructurales, de la replicacion termoinducida en los diferentes replicones analizados.
Otro aspecto de interés son los efectos de las replicaciones inducidas fuera del control ciclico
sobre otros procesos y parametros del ciclo celular, tanto en E. coli como en otras especies
bacterianas.

Se ha analizado la replicacion en condiciones de estrés térmico en Salmonella tyhpimurium,
gue pertenece a la misma familia que E. coli e igualmente es una enterobacteria Gram
negativa; en Bacillus subtilis, como organismo modelo de especies Gram positiva y cuyo
habitat natural es el medio ambiente; y en Vibrio cholerae, cuyo genoma esta repartido en dos
cromosomas a diferencia de la mayoria de las bacterias. El estudio de la replicacion
cromosémica se ha realizado analizando la sintesis de DNA in vivo por marcaje radiactivo,
mediante citometria de flujo y por PCR cuantitativa (qPCR); adicionalmente se ha observado la
distribucion de nucleoides por microscopia de fluorescencia. Se ha determinado que los
origenes de replicacién de todas las bacterias estudiadas, excepto oriCll de V. cholerae,
inducen ciclos de replicacion extras tras estrés térmico, aunque a diferentes niveles. Se sugiere
una correlacion entre la presencia de sitios SIDD, sitios de desestabilizacién del DNA inducida
por estrés, en los origenes de replicacion y la induccién de HIR. En S. typhimurium, B. subtilis y
V. cholerae, a diferencia de en E. coli, HIR depende parcialmente de la actividad de RecA. El
aumento de temperatura a cultivos exponenciales llevé al aumento de la relacion DNA/masa
en E. coli, S. Typhimurium y V. cholerae, pero no en B. subtilis. En estas condiciones, en E. coli
se detecta inicialmente la induccién de la replicacidon y a tiempos posteriores, de la division
celular. Se ha determinado que la induccién HIR en E. coli ocurre de manera inmediata y
transitoria tras el cambio de temperatura. Por tanto, la replicacion inducida por estrés térmico



no es exclusiva de E. coli y podemos considerar a HIR como un mecanismo de estrés
generalizado en el mundo bacteriano.

Para determinar si la replicacion termoinducida es una respuesta especifica de los
cromosomas bacterianos o extensible a otros replicones, se ha estudiado si HIR tiene lugar en
minicromosomas y plasmidos de E. coli. Los replicones analizados incluyen: minicromosomas
con oriC y oriC sopABC; plasmidos con control de la replicacion por iterones, con los origenes
de replicacion de F, P1 AincA y pSC101; y plasmidos controlados por RNA antisentido, con los
origenes de R1, pl5A y pBR322 (Gonzalez-Soltero, 2007; Lobner-Olesen, 1999). Los
minicromosomas y plasmidos analizados contienen el gen GFPmut2 clonado bajo el control del
operdn arabinosa. Se ha llevado a cabo la determinacién del nimero de copias de plasmido o
minicromosoma por cuantificacion de la emisién de fluorescencia de GFPmut2, empleando
espectrofluorimetria (pcn/masa), citometria de flujo (pcn/célula) y qPCR (pcn/volumen). A
diferencia de los cromosomas bacterianos, los plasmidos estudiados no presentan HIR. El
aumento de temperatura induce la replicacién de minicromosomas y plasmidos como una
adaptacion a la nueva temperatura de crecimiento, que viene determinada por la velocidad de
crecimiento. Se ha observado una correlacion directa entre los parametros pcn/masa vy
pcn/célula con la temperatura de crecimiento: a mayor temperatura, mayor nimero de copias.
La presencia o ausencia de RecA afecta de manera diferente a la replicacion de
minicromosomas y plasmidos, dependiendo de las condiciones de crecimiento determinadas
por la temperatura. La comparacion de la cuantificacion del numero de copias de plasmido
mediante espectrofluorimetria, citometria de flujo y qPCR, lleva a concluir que la
espectrofluorimetria es el método mas sencillo, rapido y preciso de los utilizados para la
determinacién de dosis génica en plasmidos con el gen GFPmut2.



Resumen / Summary

Genome duplication before cell division is an essential process in the cell cycle. Escherichia
coli has a single circular chromosome that is precisely replicated once per cell cycle. The
research group where this PhD Thesis has been developed has described and characterized the
Heat Induced Replication, HIR, for the E. coli chromosome, with different requirements from
those of the cyclic replication (Botello, 1994; Botello y Jiménez-Sdanchez, 1997; Gonzdlez-Soltero
et al., 2006a; Gonzdlez-Soltero et al., 2006b; Gonzdlez-Soltero, 2007; Gonzdlez-Soltero et al.,
2008; Guzman et al., 1988; Jiménez-Sanchez et al., 1993). HIR initiates in oriC, it does not
depend on heat shock response and, unlike cyclic replication, HIR requires neither RNA
polymerase activity nor de novo protein synthesis. Both DNA polymerase Ill and DNA
polymerase | take part in HIR replisome. The role of Pol | determines a main difference with the
replisome components in cyclic replication and a slower replication for HIR replisome has been
detected. HIR is strictly dependent on PriA primosome assembly protein, by using the PriA-PriB
pathway, and on RepE helicase. Unlike cyclic replication, HIR requires RecA protein. The
functions of RecA required in heat stress replication seems to be connected with stabilization of
chromosome replication structures, which would be more unstable than those of cyclic
replication, and homologous recombination, but neither protease nor reparation activities are
required. A partial dependence on RecBCD helicase activity is also detected. Although RecA,
and partially RecBCD, are required, HIR cannot be regarded as a recombination-dependent
replication (RDR) as no DNA double strand breaks, that could generate a D-loop structure for
HIR initiation, are detected.

Once HIR has been characterized and defined in E. coli chromosome, in this PhD Thesis its
study is broadened to other model bacterial species alternative to E. coli and to E. coli plasmids
with different replication control. The global aim of this work is to know the spreading of HIR
mechanism in the bacterial world and determining the physiological and structural
requirements for this heat induced replication in the different replicons analysed. Another
interesting point is the effect of acyclic induced replications on other cell cycle processes and
parameters, both in E. coli and in other species.

Chromosomal replication has been analysed in heat stress conditions in Salmonella
typhimurium, which belongs to the same family that E. coli and it is also a Gram negative
enterobacteria; in Bacillus subtilis, as model of Gram positive bacteria and whose natural
habitat is the environment; and in Vibrio cholerae, whose genome is shared in two
chromosomes unlike most bacteria. The study of chromosomal replication has been done under
heat stress conditions by analysing the DNA synthesis in vivo by means of radioactive labelling,
flow cytometry and quantitative PCR (qPCR); additionally, nucleoid distribution has been
observed by fluorescence microscopy. We have determined that in the origin of replication of
every bacterium studied, excepting oriCll from V. cholerae, extra replication cycles are induced
after heat stress, although to different extent. A correlation has been established between the
presence of SIDD sites (Stress Induced DNA Duplex Destabilization) in the chromosomal origins
of replication and heat induction of replication. In S. typhimurium, B. subtilis and V. cholerae,
unlike E. coli, HIR partially depends on RecA activity. A temperature shift-up in exponentially
growing cultures leads to DNA/mass increase in E. coli, S. typrimurium and V. cholerae, but not
in B. subtilis. In these conditions in E. coli, induction of replication is initially detected, and
subsequently cell division. It has been determined that in E. coli HIR takes place immediately
and transiently after temperature shift-up. Therefore, we conclude that heat-induced
replication is not exclusive of E. coli chromosome and HIR can be considered as a stress
mechanism widespread in the prokaryotic world.

To determine whether HIR is a specific response of bacterial chromosomes or it is extensible
to other replicons, HIR has been studied in E. coli minichromosomes and plasmids. The analysed
replicons, harbouring GFPmut2 gene under arabinose operon control, include




minichromosomes with oriC and oriC sopABC; plasmids with replication control by iterons, with
replication origins from F, P1 AincA and pSC101; and plasmids controlled by antisense RNA,
with replication origins from R1, p15A and pBR322 (Gonzdlez-Soltero, 2007; Lobner-Olesen,
1999). We have determined the minichromosome or plasmid copy number by means of
GFPmut2 fluorescence emission quantification using spectrofluorometry (pcn/mass), flow
cytometry (pcn/cell) and quantitative PCR (pcn/volume). Unlike bacterial chromosomes, the
studied plasmids did not show HIR. Heat stress induces minichromosome and plasmids
replication as an adaptation to the growing temperature, depending on growth rate. A direct
correlation has been observed between pcn/mass and pcn/cell parameters with the growing
temperature: the higher the temperature, the higher the pcn. Presence or absence of RecA
affects differently to minichromosome or plasmid replication, depending on growing
temperature conditions. The comparison of plasmid copy number quantification obtained by
means of spectrofluorometry, flow cytometry and qPCR allows to conclude that
spectrofluorometry is the simpler, quicker and more accurate method for gen dose
determination in plasmids carrying the GFPmut2 gene.
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Introduccién

1. Ciclo celular bacteriano

Se denomina ciclo celular a la sucesion de eventos ordenados que conducen a la
duplicacion de una célula. La duplicacidon celular es un proceso con un estricto control,
necesario para el crecimiento y desarrollo de todos los organismos. En Escherichia coli el ciclo
celular consta de una serie de pasos muy controlados, que comienza con la elongacion celular
y la replicacion cromosdmica (periodo C en bacterias y fase S en eucariontes), continta con la
segregacion cromosOmica (particién en bacterias y mitosis en eucariontes) y concluye con la
formacion del septo entre las dos nuevas células y la separacion de las mismas (revisado en:
Donachie y Robinson, 1987; Jonas, 2014). En bacterias el tiempo necesario entre la finalizacién
de una ronda de replicacion y la division celular siguiente se define como periodo D. Todos los
organismos replican el DNA de sus células una Unica vez por ciclo celular; modificar la
frecuencia de la replicacion daria lugar a una inestabilidad gendmica que afectaria a la
supervivencia de la célula (revisado en Nielsen y Lgbner-Olesen, 2008). En E. coli el inicio de la
replicacién tiene lugar una Unica vez por ciclo celular y de manera simultanea en todos los
origenes presentes en la célula (Skarstad et al., 1986). Para asegurar esta Unica duplicacién del
genoma, las células limitan el proceso de replicacién a una fase concreta del ciclo celular en la
gue estan disponibles las proteinas y maquinaria necesarias para la replicacion. E. coli ha
desarrollado diferentes mecanismos para el control del inicio de la replicacion cromosémica,
como el secuestro del origen y el control de la actividad de la proteina DnaA, aunque el
principal mecanismo para la regulacién del inicio de la replicacion es la limitacion de la
disponibilidad de DnaA en la célula (revisado en: Boye et al., 2000; Donczew et al., 2014).

Las diferentes formas de vida de las bacterias conducen a ajustes en su ciclo celular. En el
caso de Bacillus subtilis las células pasan de estado vegetativo a entrar en esporulacion como
respuesta a la escasez de nutrientes, y el comienzo de este proceso es la reorganizacion del
ciclo celular para dar lugar a divisiones celulares asimétricas (Rahn-Lee et al., 2009). Otras
bacterias con genomas multipartidos, como el género Vibrio, pueden hacer uso de la
distribucion de los genes en cada uno de sus cromosomas para expresarlos selectivamente y
poder adoptar diferentes ciclos de vida, pudiendo dispersarse libremente en el medio
ambiente o bien interactuar con células eucariotas en calidad de simbiontes o patégenos, lo
gue supone una ventaja selectiva para para la adaptacion de estos organismos a diferentes
condiciones ambientales (revisado en Thompson et al., 2004). En E. coli y otras bacterias, las
células en cultivos en medio enriquecido se dividen mas rdpido de lo que tardan sus
cromosomas en completar la replicacién o periodo C, dando lugar a rondas de replicacién por
cada cromosoma durante la duracion total de su ciclo celular o tiempo de generacién (t). Cada
terminacién de la replicacion y la posterior segregacién de los nuevos cromosomas llevaran a
la division celular en ese ciclo. Por tanto, la estricta coordinacion entre los procesos clave del
ciclo celular bacteriano permite acoplar el crecimiento en masa celular con la duplicacion del
material genético vy, gracias al control sobre la division celular, se consigue una distribucién
ajustada del tamafio celular en las poblaciones (revisado en Reyes-Lamothe et al., 2012).

Un cultivo bacteriano creciendo a velocidad 6ptima en condiciones constantes contiene
células en todas las etapas del ciclo celular. Los cultivos discontinuos presentan tres etapas de
crecimiento: latencia, exponencial y estacionaria. Cuando en un cultivo la masa se duplica a
velocidad constante a lo largo del tiempo, es decir, T es constante a lo largo del crecimiento, se
dice que el cultivo crece exponencialmente. Se considera que un cultivo presenta un
crecimiento equilibrado cuando durante un intervalo de tiempo la cantidad de ciertos
componentes como el total de proteinas o de DNA, incrementan en la misma proporcion
(Campbell, 1957). La situacion en la que un cultivo mantiene un crecimiento exponencial y
ademas equilibrado se denomina steady-state o estado estable, donde la distribucion de los
parametros celulares tales como el tamafio celular o el contenido de DNA por célula se
mantienen constantes. Un crecimiento exponencial no implica necesariamente un crecimiento



equilibrado, ni a la inversa. Si la velocidad de crecimiento de alguno de los componentes
disminuye, por ejemplo como consecuencia del agotamiento de los nutrientes del medio, el
cultivo alcanza la fase estacionaria y deja de considerarse en equilibrio (Akerlund et al., 1995;
revisado en Fishov et al., 1995).

2. Topologia cromosémica

La bacteria E. coli porta su informacién genética en un Unico cromosoma circular de 4,64
Mpb. Para albergar este gran cromosoma dentro de la célula, la molécula de DNA esta
compactada unas mil veces llegando a ocupar tan sélo el 15 % del volumen celular. Este
empaquetamiento del cromosoma precisa del superenrollamiento negativo y de Ia
participacién de otros factores y proteinas que estabilizan la estructura del nucleoide, como
SMC o H-NS, que reorganizan el cromosoma uniéndose a segmentos de la molécula de DNA y
aproximando asi regiones distantes; HU, que induce pliegues en el DNA, condensa la molécula
y también interacciona con moléculas de DNA de cadena sencilla; IHF, cuya funcién principal es
doblar con mucha precision el DNA para que otras proteinas puedan interaccionar; o FIS, otra
proteina implicada en el mantenimiento de la estructura del nucleoide de la que se han
descrito hasta seis mecanismos por los que puede afectar a la expresién génica tanto positiva
como negativamente (revisado en: Browning et al, 2010; Rinsky y Travers, 2011). Se ha
propuesto que estas proteinas pudieran tener ademas de la funcidn estructural una funcién
reguladora, tal y como sucede en eucariotas, y se ha descrito la actuacién de proteinas como
H-NS, FIS o IHF en el inicio de la transcripcién sobre ciertos promotores para controlar la
expresion génica en respuesta a la fase del crecimiento y a cambios ambientales, (revisado en:
Reyes-Lamothe et al., 2008; Reyes-Lamothe et al., 2012).

Actualmente se conoce que el genoma de E. coli incluye hasta 4460 genes, de los cuales el
76 % tienen atribuida una funcidn determinada experimentalmente o por otros
procedimientos, lo que supone el porcentaje mas elevado para cualquier ser vivo (revisado en
Marijuan et al., 2015). El genoma de E. coli esta organizado de manera que sea facil el acceso
para el mantenimiento y procesado del cromosoma. Durante la replicacién serd necesario
romper los dominios topoldgicos para permitir el acceso de la maquinaria de replicacién segun
avance la horquilla de replicacién (Alexandrov et al., 1999). El fenédmeno de apertura de la
doble hélice tiene lugar gracias a la accion de las helicasas, que funcionan obteniendo energia
de la hidrélisis de nucledtidos trifosfato para romper los puentes de hidréogeno que unen
ambas cadenas de DNA. En este proceso las helicasas cuentan con la ayuda de proteinas
desestabilizadoras de la doble hélice, que se unen preferente a DNA de cadena sencilla
(ssDNA), como la proteina SSB, y evitar asi la degradacién del ssDNA por endonucleasas
celulares.

La topologia también influye en el modo de albergar en el nucleoide las dos copias del
DNA que se esta replicando, la segregacion de las dos nuevas moléculas de DNA a
compartimentos opuestos de la célula tras comenzar la replicacién y la ubicacién del resto del
material genético que queda por replicar (Nielsen et al., 2007). Para que el inicio de replicacién
tenga lugar se requiere una estructura y un grado de compactacion cromosdmica adecuados.
En condiciones normales la superhélice de DNA mantiene una tension que principalmente se
debe a las actividades de apertura de la doble hélice propias de la replicaciéon y la transcripcién,
la limitacion de las zonas relajadas por las proteinas asociadas al nucleoide o NAPs (como HIS,
FIS o HU) y el control enzimatico del superenrollamiento que ejercen las topoisomerasas
(Rovinskiy et al., 2012). Las principales enzimas encargadas del mantenimiento de la topologia
del cromosoma son la girasa de DNA y la topoisomerasa |. La girasa, compuesta por las
proteinas GyrA y GyrB organizadas en tetrdmeros de estructura A,B,, genera
superenrollamiento negativo en el cromosoma bacteriano por introduccién de vueltas de
hélice negativas. La topoisomerasa |, codificada por el gen topA, se encarga de romper y volver
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a unir una de las hebras de la molécula de DNA con el fin de eliminar el superenrollamiento
negativo (revisado en Khodursky, 2007). Otras enzimas implicadas en el mantenimiento del
superenrollamiento del cromosoma son la topoisomerasa lll, codificada por el gen topB, que
tiene la capacidad de eliminar vueltas de hélice negativas, y la topoisomerasa IV, un
heterotetramero formado por las proteinas ParC y ParE en estructura C,E, con mucha
homologia con la girasa, cuya funcién es la de cortar las dos cadenas de la molécula de DNA
para relajar tanto el superenrollamiento positivo como el negativo (revisado en: Alexandrov et
al., 1999; Cozzarelli, 1980a; Cozzarelli, 1980b; Espeli y Marians, 2004).

Se piensa que las células utilizan los cambios en la estructura de sus cromosomas como
mecanismo regulador del inicio de la replicacidon, aunque aun se conoce muy poco sobre esto.
Recientemente se ha propuesto un modelo de activacién del origen de tres componentes, en
el que elementos térmicos y estructurales de su secuencia actdan en equilibrio con elementos
actuando en trans, como la proteina DnaA, para permitir un control eficiente del inicio en
determinadas condiciones ambientales (revisado en Magnan y Bates, 2015). A medida que se
examinen las secuencias del origen de replicacion de diferentes bacterias, se descifraran
nuevos detalles de las instrucciones para la formacion de los complejos replicativos y de los
componentes de los mecanismos de coordinacion del ciclo celular (Leonard y Méchali, 2013).

3. Replicaciéon cromosémica

Realizar copias fidedignas de la informacidon genética es uno de los principales objetivos
para cualquier célula que se divide. Los mecanismos mediante los cuales se replica y
posteriormente se segrega el DNA cromosdmico son eventos fundamentales en el ciclo celular
de todas las células de cualquier organismo y han sido objeto de estudio durante muchas
décadas y de recientes revisiones (revisado en: de la Cueva-Méndez y Labib, 2008; Hajduk et
al., 2015; Ho y Amir, 2015; Jonas, 2014; Kaguni, 2011; Katayama et al., 2010; Leonard vy
Grimwade, 2015; Leonard y Méchali, 2013; Reyes-Lamothe et al., 2012).

3.1.Etapas de la replicacion cromosémica en Escherichia coli

El primer paso de la replicacion es la iniciacidn; es la etapa mas importante y generalmente
esta controlada por multiples factores para asegurar un Unico inicio en cada ciclo celular. En E.
coli la replicacion inicia en un sitio Unico en el cromosoma denominado origen de replicacion u
oriC y conlleva una serie de etapas muy conservadas y bien coordinadas con otros procesos
celulares para dar lugar a una copia completa y de alta fidelidad del Unico cromosoma circular
presente en la mayoria de las eubacterias (Kornberg y Baker, 1992; Marsh y Worcel, 1977). A
continuacién tiene lugar la elongacién, en la que la DNA polimerasa Ill sintetiza nuevas
cadenas complementarias a partir de cada hebra molde del DNA y mediante el avance
bidireccional de las horquillas de replicaciéon el cromosoma se duplica desde la region del
origen hasta el término. Por ultimo, cuando ambas horquillas de replicacion alcanzan la region
del término concluye la replicacién con la obtencién de dos copias idénticas de la molécula
original de DNA. La segregacién de los nuevos cromosomas comienza después del inicio y el
reparto tiene lugar mientras la replicacion sigue en marcha. Finalmente, la transmision de la
informacion hereditaria concluye con la divisién celular (revisado en Reyes-Lamothe et al.,
2012).

Las diferentes etapas de la replicaciéon del DNA cromosdmico de E. coli y otras bacterias
tienen lugar en compartimentos especificos dentro de la célula. Asi, se conoce que la
replicacién tiene lugar en una zona media de la célula e implica asociacion del DNA con la
membrana plasmatica para asegurar el posicionamiento. En células individuales las regiones
del origen y del término de la replicacién ocupan polos opuestos; en el momento de la
replicacién de células creciendo rapidamente, los nuevos origenes migran cada uno hacia un
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polo opuesto de la célula, mientras que en el momento de la divisién la regién del término se
desplaza hasta el centro de la célula para ser replicada antes de la division. Las moléculas
plasmidicas también ocupan posiciones concretas en la célula hospedadora, manteniéndose
en el centro de la célula durante el ciclo celular y, una vez que son replicadas, ocupan las
posiciones % y %, que serian los puntos centrales de las dos nuevas células en formacién. A
pesar de que se desconoce en gran medida la naturaleza de los mecanismos implicados en la
compartimentalizacion subcelular de la replicacion en procariotas, se cree que la localizacidon
de las etapas de la replicacién en distintos emplazamientos esta relacionada con la
organizacion de grandes estructuras necesarias para el ensamblaje de complejos replicativos y
con la interaccion con determinados elementos, como la membrana celular (revisado en Bravo
et al., 2005; Meile et al., 2005).

3.1.1. Iniciacion

La iniciacion es un proceso controlado por factores que reconocen la secuencia del origen
y que o bien dirigen el comienzo de la sintesis de una cadena o bien facilitan la apertura de la
doble hélice. El mecanismo principal del inicio de la replicacion cromosdmica esta conservado
en organismos pertenecientes a los tres dominios de la vida y el fundamento son tres
caracteristicas compartidas: presencia de proteinas iniciadoras con ciertas caracteristicas
estructurales, como dominios de unién a ATP; localizacion del complejo de iniciacidon en un
locus concreto del cromosoma u origen de replicaciéon, o varios loci en organismos superiores;
y la apertura de la doble hélice de DNA en una zona inestable denominada DUE (DNA
unwinding element) (revisado en: Donczew et al., 2014; Leonard y Méchali, 2013). La
interaccion entre el origen de replicacion y las proteinas iniciadoras resultan en ultimo término
en el ensamblaje de los complejos pre-replicativos, cuya funcién es la de cargar y activar las
helicasas de DNA que separaran las dos cadenas de la molécula de DNA como paso inicial de la
replicacién (Kawakami y Katayama, 2010).

El primer paso para el inicio de la replicacidon es el ensamblaje de las moléculas de DnaA
en sus secuencias de reconocimiento o secuencias de unién de DnaA dentro de oriC. Unos
veinte mondmeros de la proteina DnaA se unen a oriC formando una hiperestructura que se
denomina complejo pre-replicativo u orisoma (Fuller et al., 1984; revisado en: Leonard y
Grimwade, 2015; Norris et al., 2007). La formacidn de este complejo inicial esta regulada por
las proteinas FIS e IHF, que se unen a la secuencia del origen y funcionan como inhibidor y
activador, respectivamente, del cambio conformacional que tiene lugar en oriC para que tenga
lugar la apertura del origen. La unién de FIS al origen impide la unién de IHF y debilita las
interacciones de DnaA con sus secuencias de reconocimiento; cuando se acumula suficiente
proteina DnaA, FIS se ve desplazada y se permite la unién de IHF a su secuencia de
reconocimiento (Kaur et al., 2014). En la primera etapa de la formacién del complejo pre-
replicativo, DnaA se une en primer lugar a sus tres secuencias de unién con las que tiene
mayor afinidad (R1, R2 y R4), y la proteina FIS también se une a su secuencia en el origen de
replicacidon. Posteriormente, a partir de las secuencias R1 y R4 y en direccién hacia la secuencia
central R2 tiene lugar la oligomerizacion de DnaA en el resto de sus secuencias de unién. La
extension del oligdmero hace que FIS sea desplazada de su secuencia de unién y que IHF
pueda interaccionar con la suya. En este momento, el regulador negativo SeqA podria actuar
bloqueando sitios con la secuencia GATC evitando la extensién de la oligomerizacién de DnaA
y la apertura de la doble hélice, y el regulador positivo DiaA estabilizaria las interacciones de
DnaA, que son necesarias para la extension del oligdmero y para conectar los dos oligémeros
gue convergen hacia R2. Una vez que la extension finaliza, un filamento helicoidal compacto
de moléculas de DnaA unidas a ATP se extiende desde R1 hasta la region DUE gracias a la
estabilizacion de DiaA (Figura 1; Rozgaja et al., 2011).
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Figura 1. Modelo del ensamblaje del complejo pre-replicativo (modificado de Rozgaja et al, 2012). Se
muestran las secuencias de unién de DnaA de alta afinidad (naranja; unen DnaA en forma desconocida) y de
baja afinidad (azul; unen DnaA-ATP), y las proteinas reguladoras FIS, IHF, SeqA y DiaA. Las flechas indican el
sentido de la oligomerizacién de DnaA (ver texto).

Esta union promueve la apertura de la doble hélice en el DUE, zona rica en AT localizada
en la parte izquierda del origen, en concreto en el trecémero mas a la derecha (R) y
procediendo hacia la izquierda (Figura 2). Para que tenga lugar la apertura es necesario que la
proteina DnaA esté unida a ATP (Brambhill y Kornberg, 1988). La apertura inicial de la regién
inestable del origen suele abarcar entre 20 y 50 pb y es estabilizada por la unién de proteinas
SSB. Esta apertura parece ser suficiente para el ensamblaje de los complejos necesarios para la
replicacién (Rajewska et al., 2012). En estudios recientes se ha descrito la influencia de otras
proteinas en la separacién de la doble hélice de DNA en oriC por la unién de DnaA, tanto
favoreciendo la estabilizacion de DnaA para facilitar la apertura, como HU o DiaA, como para
ejercer una regulacidon negativa sobre la proteina iniciadora, como Dps (Chodavarapu et al.,
2008a; Chodavarapu et al., 2008b; Ishida et al., 2004; revisado en Kaguni, 2011; Kaur et al.,
2014). Una vez separadas las cadenas en los trecémeros de oriC, DnaA carga la helicasa DnaB
en cada una de las hebras con la ayuda de DnaC, formandose el complejo DnaB-DnaC
denominado complejo pre-cebador y ampliando la zona abierta del DNA (Brambhill y Kornberg,
1988; Guille y Messer, 1991). En este momento la primasa DnaG puede entrar al complejo y
sintetizar los dos cebadores, uno por cada cadena de DNA. La interaccion de DnaG con DnaB y
la formacién de los cebadores de RNA inducen la disociaciéon de DnaC del complejo DnaB-DnaC,
permitiendo que DnaB ejerza su actividad helicasa y el progreso de la replicacidon avance
(Figura 3). El complejo constituido con la entrada de la helicasa y la primasa a la horquilla de
replicacién se denomina complejo cebador o primosoma (revisado en: Kaguni, 2011; Kaguni,
2013; Messer, 2002).

DUE
[ |

oriC L l k.!l Z>>>§ ‘.=’§<<< S ‘

R5M 12 11 12 3213 1

Figura 2. Estructura de la regién del origen de replicacién de E. coli, oriC (modificado de Leonard y
Grimwade, 2015, y Ozaki y Katayama, 2012). Se representan las posiciones de los tres trecémeros ricos en AT
(L, My R) y la region rica en AT del DUE, los sitios de unién de DnaA de alta afinidad y su orientacién (R1, R2,
R4), otros sitios de unién de DnaA de afinidad media (R5M, ©2, [1-13 y C1-C3) y la localizacién de los sitios de
unién de IHF y FIS.
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Figura 3. Mecanismo del inicio de la replicacién en la regién cromosdémica del origen de E. coli (modificado
de Katayama et al., 2010).

3.1.1.1. Estructura de oriC

El inicio de la replicacion cromosdmica tiene lugar en una secuencia especifica
denominada origen (Marsh y Worcel, 1977; von Meyenburg et al., 1978). Esta regién ha sido
estudiada y caracterizada en profundidad en los ultimos afos (revisado en: Kaguni, 2011;
Mackiewicz et al., 2004; Nielsen y Lgbner-Olesen, 2008; Rajewska et al., 2012). La especificidad
de la secuencia y los requerimientos estructurales para la regién del origen varian
dependiendo del organismo. Aunque los origenes de cromosomas bacterianos estan bastante
bien definidos, los de organismos superiores no estan tan bien caracterizados.

En E. coli la region oriC se localiza en el minuto 84 del mapa genético (Bird et al., 1971,
Hohlfeld y Vielmette, 1973; Louarn et al., 1974). Todos los elementos necesarios para el
funcionamiento de oriC estan contenidos en esta secuencia de 258 pb, muy conservada en la
familia Enterobacteriaceae (Messer y Weigel, 1996; Zyskind et al., 1983). Esta regioén es Unica y
esencial para la replicacion; sélo puede ser eliminada si hay un origen de replicacion
secundario en la célula proporcionado por un plasmido o un fago integrado, o cuando las
células son deficientes en RNAsa H, lo que permite la iniciacion a partir de sitios diferentes en
el cromosoma conocidos como oriK (Kogoma, 1997; Kornberg y Baker, 1992).

Los origenes de replicacion de los cromosomas bacterianos poseen elementos funcionales
caracteristicos como sitios especificos para la unién de proteinas iniciadoras, sitios de union
para proteinas accesorias y regiones con elevado contenido en bases de adenina y timina (Gille
y Messer, 1991; revisado en Kaguni, 2011; Messer, 2002). En E. coli el origen estd compuesto
por aproximadamente un 60 % de residuos de adenina y timina, mientras que su zona rica en
AT contiene casi un 77 % de estas bases (revisado en Rajewska et al., 2012). La zona rica en AT
es el elemento estructural mas universalmente conservado tanto en replicones procariotas
como en eucariotas superiores (Mackiewicz et al., 2004). En E. coli la zona rica en AT se
denomina DUE (DNA unwinding element), se localiza en la parte izquierda de oriC y contiene
tres secuencias caracteristicas repetidas en tdndem, cada una de 13 nucledtidos y separadas
entre si por uno o dos nucleétidos, denominadas trecémeros L, M y R junto con una secuencia
de 12 pb denominada regién rica en AT (Figura 2). Es en esta zona rica en AT donde es mas
sencillo el desenrollamiento de la doble hélice durante el inicio de la replicacion por la baja
estabilidad interna de las regiones ricas en AT; aqui comienza la apertura y desestabilizacion
de la doble hélice de DNA para generar DNA de cadena sencilla, indispensable en el inicio de la
replicacién (revisado en: Kaguni, 2011; Kaguni, 2013). Cada uno de los tres trecémeros
comienza por un sitio GATC, reconocidos por la metilasa Dam. Ademas, a lo largo de su
secuencia, oriC presenta otros nueve sitios GATC.
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Aunque la desestabilizacidon inicial de la doble hélice de DNA puede ser inducida
espontaneamente sin factores de inicio de la replicacion, in vivo es provocada por la unién de
una proteina iniciadora a sus secuencias de reconocimiento, situadas proximas a la zona rica
en AT (Polaczek et al., 1998). En el caso del cromosoma de E. coli esta proteina es DnaA, con
sus correspondientes secuencias de unidon. En oriC hay al menos once secuencias de union
para DnaA; de ellas, las tres de mayor afinidad (R1, R2 y R4) tienen la proteina unida durante la
mayor parte del ciclo celular, mientras que la unidon de DnaA a las otras secuencias, de afinidad
intermedia, determina el inicio de la replicacion. Las posiciones relativas y la distancia entre
cada uno de los elementos y motivos que componen el origen es crucial para el correcto
funcionamiento del origen (Figura 2) (revisado en: Kaguni, 2011; Katayama et al., 2010;
Leonard y Grimwade, 2015).

Dentro de oriC hay otras secuencias que unen proteinas que contribuyen de forma
importante a la regulacion del inicio de la replicacion cromosdmica. En la mitad izquierda de
oriC se localiza una secuencia reconocida por la proteina IHF, y hacia la zona derecha del
origen hay una secuencia para la union de la proteina FIS (Figura 2). La union de IHF a su
secuencia de reconocimiento ocasiona un incremento de la curvatura del DNA, favoreciendo la
iniciaciéon. La metilacién de las secuencias GATC favorece la unién de IHF, y, por tanto, la
iniciacion (Polaczek et al., 1998). La proteina FIS actua contrarrestando la accidon de IHF,
inhibiendo la apertura de oriC. Hay varias proteinas auxiliares, entre las que se incluyen la
RNasa HI, la topoisomerasa | y la proteina HU, que garantizan que el inicio de la replicacién
tenga lugar especificamente en oriC (Chodavarapu et al., 2008a; revisado en Leonard y
Grimwade, 2011).

3.1.1.2. Control de la replicacion en el inicio

La replicacion del material genético es un proceso muy preciso, de manera que las células
han desarrollado mecanismos de control para asegurar que cada regién de su genoma se
replica una sola vez por cada ciclo celular. El momento exacto en el que se inicia la replicacién
es importante en el ciclo celular, y por este motivo la mayoria de los factores implicados en el
control de la replicacién actuan en la etapa de la iniciacién (Nielsen y Lgbner-Olesen, 2008).
Los diferentes mecanismos que evitan la aparicidon de reinicios actian fundamentalmente a
dos niveles: limitando la disponibilidad de la secuencia oriC para el ensamblaje de nuevos
complejos replicativos, o disminuyendo la cantidad de proteina DnaA disponible en su
conformacion activa.

En un cultivo creciendo rapidamente, las rondas de replicacion se solapan de manera que
pueden coexistir dos, cuatro o incluso ocho origenes por cromosoma. Tras la iniciacion de la
replicacidn, los origenes recién replicados son inmediatamente inactivados por el secuestro de
origenes hemimetilados en la membrana por parte de la proteina SegA. Esta proteina bloquea
la unidn de DnaA a sus sitios de unién de menor afinidad, pero no afecta a los sitios de mayor
afinidad por DnaA. Con este mecanismo, SeqA previene la apertura de oriC. El secuestro
finaliza con la posterior metilacion de las secuencias GATC por la metilasa Dam (Morigen et al.,
2005).

Muchos de los mecanismos de regulacion se ejercen durante el ensamblaje de los
complejos multiméricos formados por la proteina iniciadora bacteriana, DnaA, y la secuencia
del origen de replicacion, oriC (revisado en Leonard y Grimwade, 2015). La replicacion
cromosémica esta controlada de modo que el inicio se produce cuando se alcanza cierta masa
celular por oriC, denominada masa de iniciacidn, que se mantiene constante
independientemente de la tasa de crecimiento (Donachie, 1968; Hansen et al., 1991; Wold et
al., 1994). Para el mantenimiento de la masa de iniciacién se han propuesto varios modelos,
como el modelo de dilucidon del inhibidor, el modelo del autorrepresor o el modelo de
secuestro de la proteina iniciadora (revisado en Bremer y Churchward, 1991; Morigen et al.,
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2003). Otro modelo propuesto es el de acumulacion del factor iniciador, en el que dicho factor
se produciria en proporcion al aumento en volumen de la célula y se acumularia en cada
origen de replicaciéon, pero la replicacion cromosdémica sdélo se iniciaria cuando se alcanzara
cierta cantidad por origen. Aunque ha sido considerado el modelo menos satisfactorio,
estudios recientes apoyan su validez para el control del inicio, el nimero de origenes de
replicacién y el tamafio celular (Donachie y Blakely, 2003; Helmstetter et al., 1968; Ho y Amir,
2015; revisado en Katayama et al., 2010). Es bien aceptado que la proteina DnaA es el factor
iniciador implicado en el control del inicio de replicacion dependiente del tamano celular,
reduciendo su expresion para retrasar el inicio y aumentar el tamafio celular, o
sobreexpresandose para adelantar en el ciclo el inicio de la replicacién en caso de reducirse el
tamano celular (revisado en: Bremer y Churchward, 1991; Chien et al., 2012; Hill et al., 2012;
Lgbner-Olesen et al., 1989).

3.1.2. Elongacion

Una vez iniciada la replicacion, el siguiente paso es la elongacién, y requiere la accion
coordinada de cuatro actividades basicas que conforman el replisoma: proteina de unién a
cadena sencilla (SSB), DNA polimerasa, DNA helicasa y DNA primasa. En cada una de las
horquillas de replicacion se forma un replisoma, formado por el ensamblaje de la helicasa
DnaB, la DNA polimerasa lll y la primasa DnaG, y cuya funcién es la duplicacion del cromosoma
de E. coli (revisado en Pomerantz y O Donnell, 2007). El replisoma forma parte de un nivel
superior de organizacién denominad hiperestructura de replicacién. La hiperestructura de
replicacién resulta del ensamblaje de entre 25 y 30 proteinas, junto al DNA y que podria estar
unida a la membrana plasmatica. El modelo de la hiperestructura de replicacion implica la
union fisica no estable entre el replisoma, los componentes del complejo de sintesis de
desoxinucleéitdos y la maquinaria de segregacion (Guzman et al., 2002; Riola et al., 2007;
Norris et al., 2007).

El movimiento de la horquilla de replicacidon en bacterias es bidireccional a partir de oriC
en direccién hacia la regidn de término de la replicacidn, situada en un punto diametralmente
opuesto al origen (Bird et al., 1972; Hohlfeld y Vielmette, 1973). Aunque la conformacion del
DNA es antiparalela y cada horquilla avanza en un sentido, la complejidad de la organizacidn
de la maquinaria de replicacion permite la disposicion de las cadenas del DNA de manera que
el movimiento del replisoma sea unidireccional (revisado en Pomerantz y O’Donnell, 2007). La
replicacién es semiconservativa, de modo que a partir de cada una de las cadenas moldes se
sintetizara una hebra nueva complementaria. Una vez liberada DnaC, la helicasa DnaB avanza
en direccion 5'-3’ abriendo la molécula de DNA original. La interacciéon de la primasa con
DnaB permite la formacion de un primer o cebador, un fragmento corto de RNA que se unira a
un dimero de la holoenzima DNA polimerasa lll para la adicién de nucledtidos. La elongacién
es continua para una de las cadenas (la cadena lider o guia) y discontinua para la otra cadena
(la cadena retrasada). Para la hebra de sintesis discontinua se sintetizan fragmentos cortos de
DNA, denominados fragmentos de Okazaki, a partir de cebadores de RNA para la DNA
polimerasa Ill. Mas tarde los fragmentos de RNA son eliminados por la actividad exonucleasa
3'>5’ de la DNA polimerasa |, y reemplazados por DNA por la misma enzima. Por ultimo la
ligasa une todos los nuevos fragmentos afadidos a la nueva cadena del cromosoma en
crecimiento (revisado en: Kaguni, 2011; Pomerantz y O’Donnell, 2007).

Para describir el avance bidireccional de los replisomas desde la region del origen hasta la
del término del cromosoma bacteriano, en las ultimas décadas se han descrito varios modelos.
En un principio se planteé el modelo de “trenes sobre vias” en el que los dos replisomas
generados en la iniciacidon en un Unico punto se desplazan en sentido contrario siguiendo la
molécula de DNA. En la actualidad el aceptado es el denominado modelo de la “factoria de
replicacién”, en el que la molécula de DNA es la que se desplaza a través de dos replisomas
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fijos y funcionalmente acoplados. Sobre este modelo se han propuesto multiples variaciones
en las que se postula que los replisomas serian fisica y funcionalmente independientes durante
la elongacién, aunque el tiempo que ambos replisomas permanecerian acoplados durante el
avance de la replicacién es todavia un hecho controvertido (revisado en Bates, 2008; Breier et
al., 2005; Meile et al., 2006; Molina et al., 2008; Reyes-Lamothe et al., 2008).

3.1.3. Terminacion

Al ser la replicacion de E. coli bidireccional, las dos horquillas de replicacion completan la
replicacién del cromosoma en la zona diametralmente opuesta al del inicio. En esta region se
localizan las secuencias terminadoras Ter, a las que se une la proteina terminadora Tus
(revisado en Neylon et al., 2005). Las secuencias Ter se han identificado también en otras
bacterias y en plasmidos. En E. coli las secuencias Ter contienen unos 20 pb, y se localizan en
diez posiciones situadas entre el minuto 13 y el minuto 55 del cromosoma, agrupadas en dos
regiones con cinco secuencias cada una. Cada grupo de secuencias Ter actla sobre una de las
dos horquillas de replicacidn, y los cinco sitios Ter que afectan a cada horquilla estan situados
en el lado opuesto del cromosoma. Se dice que las secuencias Ter tienen un efecto polar, ya
gue actuan deteniendo el avance de las horquillas de replicacion que proceden de la mitad
opuesta del cromosoma pero no afectan a las horquillas que proceden de la mitad en la que se
localizan. La inversion de regiones del dominio Ter tiene efectos deletéreos, lo que evidencia la
importancia de su polaridad (Guijo et al., 2001). El complejo Tus-Ter detiene la replicacion a
través de una interaccion entre Tus y la helicasa DnaB. Tus inhibe de manera especifica la
actividad helicasa de DnaB impidiendo que se abra la doble hélice de DNA en las regiones Tery
deteniendo asi la replicacion (revisado en Neylon et al., 2005).

La segregacion cromosdmica ocurre tras comenzar el inicio de la replicacién. Los origenes
recién sintetizados son ubicados en las posiciones % y % de la célula y en esas posiciones se
desarrolla el resto de la replicaciéon (revisado en: Bravo et al., 2005; Cook et al., 1981;
Thanbichler y Shapiro, 2006). Aunque en la mayoria de los cromosomas procariéticos se han
localizado loci del sistema parAB para la segregacién cromosdmica proximos a sus origenes de
replicacién, el cromosoma de E. coli parece carecer de alguna secuencia homdloga que pudiera
ser utilizada en la segregacion (Gerdes et al., 2000). Se piensa que esta funcidon de segregacion
estd englobada en la hiperestructura de replicacion, dado que alteraciones de la actividad de la
NDP reductasa afectan a esta funcion (Riola et al., 2007). Recientemente se ha visto que en la
segregacion de los cromosomas en E. coli esta implicada la actuacién del sistema MukBEF, un
complejo proteico presente en enterobacterias y algunas y—proteobacterias que asiste la
separacién de los nuevos oriC y, junto con la topoisomerasa IV, promueve la decatenacion del
DNA (revisado en Hajduk et al., 2015).

Una vez separados los cromosomas, con la formacion del septo y la division celular se
reparte el citoplasma por igual para generar dos células hijas con una dotacién genética
completa e idéntica (Marr et al., 1966). La divisidn celular requiere una coordinacion con el
proceso de la replicacion y la segregacion, de manera que para que tenga lugar la division se
necesita que la replicacién y el reparto de los cromosomas hayan sido completados y ademas
que la relacién DNA/masa se encuentre por encima de un valor determinado (Botello y
Nordstrom, 1998; Campbell, 1957; revisado en: Cook et al., 1981; Thanbichler y Shapiro, 2006;
Trun y Gottesman, 2010).

3.2. Replicaciéon en Salmonella typhimurium

S. typhimurium es una enterobacteria cuya posicion filogenética es muy cercana a la de E.
coli (Mira y Ochman, 2002). Su material genético esta recogido en un solo cromosoma con un
tamano de 4,86 Mpb. La proximidad filogenética entre el género Salmonella y E. coli,
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determinada mediante el uso de oriC como marcador filogenético, revela una alta similitud en
el origen de replicacion entre ambas bacterias (Roggenkamp, 2007). En S. typhimurium la
region del origen de replicacion abarca 378 pb y presenta cerca del 90 % de conservacién con
la regién oriC de E. coli, mientras que en la region del término el grado de conservacion es
menor (Mira y Ochman, 2002; Zyskind y Smith, 1980).

La replicacion del cromosoma de S. typhimurium comienza en el origen de replicacion,
oriC, que guarda gran homologia con el de E. coli (Roggenkamp, 2007). La proteina DnaA, muy
similar a la de E. coli, se une a las regiones que reconoce en el origen de replicacion para
provocar la apertura de la doble hélice y permitir el acceso de la maquinaria de replicacion. La
mayoria de los aspectos de la replicacion de S. typhimurium transcurren de manera muy
similar a como sucede en E. coli (Chan y Lark, 1969; Donczew et al., 2012; Messer y Weigel,
1996).

3.3. Replicacion en Bacillus subtilis

El cromosoma de B. subtilis tiene un tamafio de 4,21 Mpb. Su origen de replicacion es un
origen bipartido, compuesto de dos regiones, cada una conteniendo al menos un grupo de
secuencias de unién de DnaA y separadas por el gen dnaA (Figura 4) (Moriya et al., 2009;
revisado en Wolanski et al., 2015). En la regién completa del origen se han identificado tres
conjuntos de secuencias de unién de DnaA, denominados incA, incB e incC, que contienen seis,
siete y siete secuencias reconocidas por la proteina DnaA, respectivamente; entre incB e incC
se localiza dnaA (Figura 4) (revisado en Rajewska et al., 2012; Wolanski et al., 2015). Se han
definido dos regiones ricas en AT: a la izquierda, una con tres repeticiones de una secuencia de
16 nucledtidos; a la derecha, otra secuencia de 27 pb, siendo esta ultima region la que hace la
funcion de DUE en el origen de Bacillus (Moriya et al., 1994; revisado en Rajewska et al., 2012).
Aunque las regiones ricas en AT en E. coli y B. subtilis son bastante diferentes en cuanto a la
secuencia, el patron espacial de apertura de la doble hélice es muy similar (Krause y Messer,
1999; Seitz et al., 2001).

B. subtilis presenta un Unico cromosoma circular que en estado vegetativo se replica
bidireccionalmente desde un uUnico origen, oriC (revisado en Moriya et al., 1999). Del mismo
modo que en el resto de bacterias, el inicio de la replicacion cromosdmica es un proceso
altamente controlado, aunque en la Gram-positiva B. subtilis todavia se desconocen muchos
factores y mecanismos. Al igual que en E. coli, la unién de la proteina DnaA a sus sitios de
reconocimiento en oriC actia como regulador positivo provocando la apertura localizada en la
region del origen, lo que permite el ensamblaje del replisoma, y desencade el inicio de la
replicacién cromosdmica (Moriya et al., 1999). Como en E. coli, el exceso de DnaA genera el
anticipo del inicio de la replicacién en el ciclo celular, pero la localizacion de los sitios DnaA en
el genoma de B. subtilis sugiere que ademas de controlar el inicio de la replicacién tenga otras
funciones, como la estabilizacién de la estructura alrededor de oriC necesaria para que tenga
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Figura 4. Estructura de la regién del origen de replicacidon de B. subtilis, oriC (modificado de Charbon y
Lgbner-Olesen, 2011; Rajewska et al., 2012; Wolanski et al., 2015). Se representan la posicién de las regiones
con secuencias de uni6n de DnaA (incA, incB, incC) y la orientacion de dichas secuencias ([>; el color méas
oscuro significa mayor afinidad), las regiones ricas en AT (AT) y la localizacién del gen dnaA.
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lugar el inicio (Ishikawa et al., 2007; Ogura et al., 2001). El desconocimiento en el control del
inicio de la replicacion de B. subtilis es mayor sobre todo en lo que respecta a los mecanismos
negativos que controlan que el inicio tenga lugar una unica vez por ciclo celular. Se cree
improbable la existencia de los mecanismos de secuestro de nuevos origenes e inactivacion de
DnaA por Hda conocidos en E. coli, dado que en la secuencia del genoma de B. subtilis no se
han encontrado homdélogos de SeqA, la metilasa Dam y Hda (revisado en: Katayama et al.,
2010; Kunst et al., 1997; Messer, 2002). Sin embargo en B. subtilis existen muchas otras
proteinas que regulan negativamente a oriC, como SpoOA, encargada de la regulacion de la
transcripcion de varios genes en estado estacionario y de la regulaciéon de la transcripcion
especifica de esporulacién, y SirA, que funciona como inhibidor de la replicacién en
esporulacion. También se conocen varias proteinas que ejercen una regulacién negativa sobre
DnaA, como YabA, proteina homodloga en funcidn pero no en secuencia a la proteina Hda de E.
coli que reprimiria la actividad de DnaA al unirse a ella en forma de homotetramero, y Soj, una
proteina multifuncional con capacidad de unirse directamente a DnaA y regular su actividad
(Cho et al., 2008; Goranov et al., 2009; revisado en Katayama et al., 2010; Scholefield et al.,
2011; revisado en Skarstad y Katayama, 2013). Se ha visto que la reubicacion de oriC en
diferentes posiciones del cromosoma potencia el inicio de replicacién, lo que sugiere la
existencia de una estructura en el DNA préxima a la localizacién original de oriC que controle
negativamente el inicio (Moriya et al., 2009).

La maquinaria de replicaciéon del cromosoma de B. subtilis, al igual que en E. coli, esta
asociada a la membrana de la bacteria, y resultados publicados han evidenciado la localizacion
subcelular de la regidn oriC y algunas proteinas de la replicacion a lo largo del ciclo celular
(Bravo et al., 2005).

3.4. Replicacion en Vibrio cholerae

Los vibrios son bacterias Gram-negativas haléfilas procedentes de medios marinos vy
estuarios. En las mas de 60 especies incluidas en este grupo se encuentra una amplia variedad
de caracteristicas y formas de vida que diferencian el cultivo de cada una de las especies,
existiendo incluso vibrios viables pero no cultivables en laboratorio. La especie mas
documentada de este grupo es Vibrio cholerae, el agente causante de la enfermedad diarreica
del cdlera. En 1998 se descubrid que el genoma de V. cholerae esta repartido en dos
cromosomas circulares de tamafios diferentes: un cromosoma mayor (cromosoma |) de 2,96
Mpb y un cromosoma mds pequefio (cromosoma Il) de 1,07 Mpb (Heidelberg et al., 2000;
Trucksis et al.,, 1998). En todos los miembros de la familia Vibrionaceae analizados
posteriormente se ha encontrado la misma ordenacidon gendmica (Okada et al., 2005). El
cromosoma | contiene la mayoria de los genes imprescindibles para el crecimiento de la
bacteria, pero no todos, por lo que el cromosoma Il es de hecho un cromosoma y no un
plasmido prescindible (Heidelberg et al., 2000).

El origen de replicacién del cromosoma | de V. cholerae, oriCl, mantiene una elevada
homologia con el oriC de E. coli (Figura 5). Esta secuencia de 337 pb presenta una identidad del
58 % con el oriC de E. coli, mientras que el origen de replicacién del cromosoma Il no tiene
tanto parecido con el de E. coli (Egan y Waldor, 2003; Roggenkamp, 2007). oriCl presenta seis
secuencias reconocidas por la proteina DnaA, de las cuales cinco son comunes para el resto de
las enterobacterias (R1-R4 y M), y la sexta (Ry) es caracteristica del género Vibrio, aunque no es
esencial para la replicacion en la region minima del origen (Saha et al., 2004). Como regiones
ricas en AT en oriCl aparecen tres trecémeros (L, M y R) con secuencias parecidas a las
determinadas para el origen de E. coli.

La secuencia del origen de replicacion del cromosoma I, oriCll, abarca 887 nucledtidos y
contiene hasta 11 secuencias de unidn de las proteinas iniciadoras en la secuencia del origen
(una, de 9 pb, correspondiente a DnaA y el resto, de 12 pb, a RctB). El cromosoma Il es mas
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Figura 5. Estructura de la region del origen de replicacién del cromosoma I y la regién minima requerida
para la replicacién del cromosoma II de V. cholerae, oriCl y oriCIl respectivamente (modificado de Gerding et
al.,, 2015; Saha et al, 2004; Wolanski et al., 2015). Se representan la posiciéon de las secuencias de unién de
DnaA (R1-R4, My Ry) o RctB (I>) y su orientacidn y las regiones ricas en AT (L, M, Ry AT).

parecido a un plasmido que a un cromosoma bacteriano; presenta iterones propios de los
plasmidos como secuencias de unién de las proteinas iniciadoras, aunque la secuencia del
origen de replicacion oriCll no guarda homologia con la secuencia del origen de otros
cromosomas o plasmidos conocidos (Figura 5). La zona a la izquierda de la region minima de
oriCll controla la actividad del origen. Contiene otros docémeros para la unién de RctB, y una
secuencia de 39 pb también para la unidn de RctB pero con funcidn inhibidora. (Egan y Waldor,
2003; Gerding et al., 2015; Kadoya y Chattoraj, 2012; Okada et al., 2005).

Estudios recientes han puesto de manifiesto el excelente modelado que la evolucidn ha
generado en la secuencia de oriCll de V. cholerae, de manera que no se permiten mutaciones
ni alteraciones en gran parte de sus motivos (Gerding et al., 2015).

La replicacién y la segregacion de cada cromosoma de V. cholerae tienen diferente control
genético. El origen de replicacidon del cromosoma |, oriCl, es muy similar al oriC de E. coli, y lo
mismo sucede con la proteina iniciadora de ambos cromosomas de V. cholerae, DnaAy,, con
respecto a DnaA de E. coli (Duigou et al., 2006; Egan y Waldor, 2003; Heidelberg et al., 2000).
En el caso del cromosoma I, ni la secuencia de oriCll ni la proteina iniciadora de la replicacién
especifica del cromosoma Il, RctB, guardan homologia a sus equivalentes funcionales en otros
cromosomas o sistemas de replicacion plasmidica conocidos, aunque si aparecen en todos los
vibrios y probablemente sean indispensables para la replicacidon (Egan y Waldor, 2003; Okada
et al., 2005). Ambos cromosomas contienen homadlogos de proteinas plasmidicas implicadas
en sistemas de particion, como ParAB1 y ParAB2, que son responsables del reparto y
segregacion del cromosoma Il (Kadoya y Chattoraj, 2012).

El sistema de replicacién del cromosoma | de V. cholerae transcurre de manera idéntica a
como sucede en E. coli, mientras que el del cromosoma Il es parecido al de los plasmidos con
control de la replicacion por iterones (Egan y Waldor, 2003; Koch et al., 2010; revisado en Val
et al., 2014). El inicio de la replicacién en el cromosoma Il tiene lugar cuando han transcurrido
2/3 del ciclo celular después de la iniciacion del cromosoma | y, por este retraso y teniendo en
cuenta el tamano de los dos cromosomas, ambos terminan la replicacion aproximadamente al
mismo tiempo (Rasmussen et al., 2007). De manera similar a como sucede en plasmidos, el
cromosoma Il de V. cholerae cuenta con secuencias denominadas iterones para la union de la
proteina iniciadora RctB. A diferencia de los iterones plasmidicos, los iterones del cromosoma
Il incluyen secuencias GATC susceptibles de ser metiladas y cuando estas secuencias estan
metiladas en las dos cadenas de la molécula de DNA es cuando los iterones tienen mayor
afinidad por RctB. La concentracién de la proteina RctB es un factor limitante para el inicio de
la replicacion; la union de RctB a los iterones induce la apertura de la doble hélice y esto es lo
gue permite el inicio de la replicacion (revisado en Val et al., 2014). El sistema de control del
inicio de la replicacion del cromosoma Il de V. cholerae es mas elaborado que el de los
plasmidos con control por iterones, puesto que ademas de iterones contiene sitios
secundarios de 39 pb con un papel Unicamente inhibitorio que evita el exceso de replicacion.
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Los iterones antagonizan la actividad de estas regones de 39 pb, desempefiando Unicamente
papeles positivos (Baek y Chattoraj, 2014). La replicacidon del cromosoma Il también cuenta con
elementos de regulacion negativa, como el locus rctA, cuya transcripcion es responsable de un
circuito capaz de regular la disponibilidad de RctB (Venkova-Canova et al., 2006). A la
regulacién de la replicacion del cromosoma Il recientemente se ha sumado la presencia de una
secuencia intensificadora (enhancer site) en el cromosoma | con capacidad de controlar la
frecuencia y el momento del inicio de la replicacién del cromosoma Il al favorecer la unidn de
RctB a oriCll (Baek y Chattoraj, 2014).

Mientras que la replicacion y la segregacién de los dos cromosomas de V. cholerae tiene
lugar en posiciones en la célula y momentos diferentes, la replicacion y la segregacién de las
regiones de término tienen lugar a la vez y en el centro de la célula (revisado en Val et al.,
2014). En V. cholerae tanto la replicacion como la posterior segregacién de los cromosomas
son procesos excepcionalmente rapidos, posiblemente porque el reparto del genoma en dos
cromosomas y el retraso en la replicacion del cromosoma de menor tamafio contribuyan a
reducir la carga metabdlica y la complejidad de la replicacion (Rasmussen et al., 2007;
Srivastava y Chattoraj, 2007).

4. Replicacion de minicromosomas y plasmidos en Escherichia coli

Los plasmidos bacterianos son moléculas extracromosdmicas, la mayoria de DNA circular
de doble cadena, que se mantienen dentro de la célula en un niumero caracteristico de copias.
Su tamano puede ir desde 1 kpb hasta mas de 200 kpb y se encuentran en muchas especies
bacterianas, aunque también se han encontrado en especies de arqueas y eucariotas (Woese
et al., 1990). Los plasmidos se comportan como unidades genéticas adicionales que se heredan
y se replican de forma independiente al cromosoma bacteriano, aunque para llevar a cabo su
replicacion y transcripcion auténomas necesitan valerse de enzimas y proteinas
proporcionadas por el hospedador. En la naturaleza los plasmidos tienen una gran distribucién,
con variaciones en la estructura, el tamafio, el modo de replicacién, el nimero de copias por
célula bacteriana, la capacidad para propagarse en diferentes bacterias y, quiza Ia
caracteristica mas importante, la diferente informacion que pueden portar. Debido a su
impacto en las comunidades microbianas y su potencial natural para actuar como vectores de
clonacién, la investigacion en torno a los plasmidos se ha visto estimulada desde perspectivas
clinicas, biotecnoldgicas y medioambientales, asi como desde la investigacion fundamental
(revisado en del Solar et al., 1998). Los plasmidos a menudo contienen genes que especifican
funciones que pueden ser ventajosas para la célula hospedadora en determinadas
circunstancias, confiriendo resistencia a antibidticos, resistencia a metales pesados,
sensibilidad o resistencia a bacteridfagos, produccion de enzimas de restriccion, produccion de
aminoacidos no habituales, producciéon de toxinas, catabolismo de moléculas organicas
complejas, o capacidad para transferir DNA entre especies de diferentes reinos. Ademas su
organizacion genética y manipulacidon en el laboratorio son relativamente sencillas, lo que
también ha contribuido al desarrollo de la investigacion en torno a los plasmidos (Feinbaum,
1998; Martinez-Garcia et al., 2015).

Los plasmidos presentan un origen de replicacion, generalmente llamado ori, asi como los
genes que codifican los RNAs y las proteinas necesarios para este proceso y su control. Al igual
gue en los cromosomas bacterianos, también en los origenes de replicacion de los plasmidos
se identifican secuencias repetidas ricas en AT aunque es dificil determinar una secuencia
consenso entre diferentes plasmidos dado que la longitud de estas repeticiones es variable. Sin
embargo si se puede establecer un consenso entre las repeticiones dentro de un origen
particular (Feinbaum, 1998; revisado en Rajewska et al., 2012; del Solar et al., 1998).

Al igual que los cromosomas, los plasmidos se replican durante el ciclo celular bacteriano
de manera que las nuevas células obtienen cada una al menos una copia del plasmido en el
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momento de la divisidon celular. Se ha observado la localizacién especifica de algunos
plasmidos en zonas concretas del interior de la célula bacteriana, sugiriendo que la replicacién
plasmidica tiene lugar en compartimentos subcelulares determinados, al igual que la
replicacién del cromosoma (revisado en Bravo et al., 2005).

La replicacion de los plasmidos se caracteriza por ser autonoma y autocontrolada. Segun
el numero de copias en que el plasmido esté presente el plasmido en la célula, su replicacion
puede coordinarse con el ciclo celular bacteriano. Los plasmidos de alto numero de copias
tienden a tener un control de la replicaciéon relajado; comienzan la replicacion del DNA en un
proceso controlado por funciones codificadas por el propio plasmido y carecen de un
mecanismo que asegure la correcta segregacion a las células hijas, aunque esto no supone un
problema para su mantenimiento en la poblacién por segregacién aleatoria, puesto que con
gue cada célula hija reciba una copia del plasmido seria suficiente. Por el contrario, los
plasmidos con bajo nimero de copias suelen estar bajo un estricto control, sincronizando su
replicaciéon con la del cromosoma. La segregacion al azar no seria suficiente para asegurar que
cada célula hija adquiriera una copia del plasmido y, por esto, la mayoria de los plasmidos de
bajo nimero de copias llevan genes que garantizan su mantenimiento en la poblacién
bacteriana (Feinbaum, 1998; del Solar y Espinosa, 2000).

4.1. Replicacion de minicromosomas

Los minicromosomas de E. coli son plasmidos que se replican exclusivamente a partir de
una copia clonada de su origen cromosémico de replicacion, oriC. Son compatibles con el
cromosoma bacteriano; se mantienen en un numero de copias por célula de
aproximadamente diez y cada copia de minicromosoma puede replicarse una sola vez por ciclo
celular, de manera autéonoma a partir de su propio origen y de forma sincrénica con el
cromosoma de la célula que los hospeda (Koppes y von Meyenburg, 1987; Leonard y
Helmstetter, 1986). Pierden esta sincronia cuando el nimero de minicromosomas aumenta
por presion selectiva a mas de 30 copias por oriC cromosdmico (Lgbner-Olesen, 1999). Siguen
el mismo control estricto de la replicacién que el cromosoma, dependiendo de los mismos
factores para el inicio de la replicacion y se ha observado que la disponibilidad de la proteina
DnaA limita la replicacion de ambos (Atlung et al., 1987; Leonard y Helmstetter, 1988; von
Meyenburg et al., 1979); aunque los minicromosomas presentan aparentemente
requerimientos topoldgicos mds estrictos que el cromosoma para el inicio de replicacién,
debido a que muestran menor capacidad de adaptarse a cambios en el superenrollamiento por
su reducido tamafio y a que compiten con el cromosoma por las proteinas que ejercen una
funcion estructural sobre el inicio de la replicacién (Asai et al., 1998; Dasgupta y Lgbner-Olesen,
2004). El origen de replicacion del minicromosoma muestra en general un comportamiento
bastante similar al del oriC cromosémico. El inicio de la replicacion en E. coli esta controlado de
manera que todas las copias de oriC presentes en la célula, cromosdmicas y minicromosémicas,
inician en un breve intervalo del ciclo celular. Este hecho convierte a los minicromosomas en
sistema modelo para el estudio del mecanismo de la replicacion cromosdémica en bacterias, asi
como su regulacién (revisado en Dasgupta y Lebner-Olesen, 2004).

A pesar de presentar una replicacion especifica del ciclo celular, los minicromosomas son
muy inestables en una poblacidon en crecimiento, al no tener sistema de reparto activo ni
control del nimero de copias, y la célula tampoco controla directamente el nimero de copias
del minicromosoma (Jensen et al., 1990; Lgbner-Olesen et al., 1987). En este trabajo se ha
empleado un minicromosoma en el que no funciona el mecanismo de reparto normal del
cromosoma, y también se ha empleado el mismo minicromosoma al que se le ha introducido
el sistema de particion activa sopABC del plasmido F para estabilizar la presencia del
minicromosoma en las células hijas (Niki y Hiraga, 1999; pALO264 y pALO267 en apartado 1 de
Materiales).
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4.2. Replicacion de plasmidos

Los plasmidos bacterianos son modelos muy utiles para el estudio de los mecanismos de
regulacién de la replicaciéon del DNA. Hay tres mecanismos generales de replicacion para
plasmidos circulares: tipo theta, desplazamiento de la cadena y circulo rodante (revisado en
del Solar et al., 1998). El mecanismo mas estudiado es la replicacién tipo theta, que es el que
siguen la mayoria de los plasmidos prototipo. Todos los plasmidos utilizados en este trabajo
siguen una replicacidon por el mecanismo tipo theta. Este modelo de replicacién conlleva la
separacién de las dos hebras parentales, sintesis de un cebador de RNA e inicio de la sintesis
de DNA a través de la extensién del cebador de RNA (Kornberg y Baker, 1992). Aunque hay
excepciones, por lo general los plasmidos que se replican por medio de este mecanismo
necesitan la proteina iniciadora Rep, codificada por el plasmido, asi como secuencias
especificas para la union de dicha proteina en el origen de replicacion. También son necesarias
en el origen secuencias ricas en AT para la apertura de la doble hélice y sitios para la union de
la proteina iniciadora DnaA (revisado en: Lilly y Camps, 2015; del Solar et al., 1998).

Los mecanismos de regulacién de la replicacion de plasmidos para el mantenimiento de
su numero de copias por célula caracteristico difieren de los del cromosoma bacteriano en que
el nimero de nuevos plasmidos que se afiaden por cada ciclo celular depende del nimero de
plasmidos preexistentes: a mayor nUmero, menor numero de copias son hechas. Dependiendo
del control de la replicacidn, los plasmidos estudiados en este trabajo se agrupan en plasmidos
con control por iterones y plasmidos con control por RNA antisentido (asRNA).

4.2.1.Plasmidos con control por iterones

El origen de replicacion de los plasmidos incluidos en este grupo contiene multiples copias
de secuencias directamente repetidas denominadas iterones, donde se une la proteina
esencial iniciadora de la replicacién Rep, codificada por un gen del plasmido que se localiza
generalmente proximo al origen. Los iterones son secuencias cortas (aproximadamente 20 pb),
caracteristicas para cada plasmido, repetidas multiples veces (3-7) y separadas entre ellas por
una distancia que se ajusta generalmente a la periodicidad de la doble hélice (11 pb). Tanto la
especificidad de la secuencia como el espaciamiento de los iterones son importantes para su
reconocimiento especifico por Rep. Los iterones se localizan dentro de la region del origen de
la replicacién, aunque también pueden aparecer alejados, como es el caso de los plasmidos de
bajo nimero de copias F y P1, donde no serian imprescindibles para el inicio pero si para el
control de la replicacién (revisado en Chattoraj, 2000). La unién Rep a sus secuencias de
reconocimiento induce la desestabilizacidon inicial de la doble hélice de DNA permitiendo el
inicio de la replicacion. En las secuencias ricas en AT del origen, donde tiene lugar la apertura
de la doble hélice, el porcentaje en adenina y timina varia desde aproximadamente el 60 %
para el pldsmido P1 hasta el 84 % en pSC101, e incluso el 90 % en el pldsmido F. El nUmero y la
longitud de las secuencias de la region rica en AT de cada plasmido podria jugar un papel en el
inicio de su replicaciéon (revisado en Rajewska et al.,, 2012). La presencia de iterones y
proteinas Rep hace que la replicacion de estos plasmidos sea independiente del control de la
replicacién del cromosoma. La interaccién de los iterones con las proteinas iniciadoras no sélo
es necesaria para que la replicacién tenga lugar, sino que ademas es esencial para el ajuste del
numero de copias a través del control de la replicacion del plasmido, tanto para su activaciéon
como para la inhibiciéon de la replicacidon, tras déficit o exceso de copias en la célula hija a
causa de un reparto aleatorio (Chattoraj, 2000; Filutowicz et al., 1994). Son ejemplos de
plasmidos con control por iterones F, P1, pSC101, R6K, pPS10, Rts1 y pColllV-K30 (revisado en
del Solar et al., 1998). La mayoria de los plasmidos con iterones en su origen se replican
mediante la formacién de intermediarios de tipo theta; los plasmidos estudiados en este
trabajo con control de la replicacidn por iterones siguen este modelo de replicacion.
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Figura 6. Mecanismos de control de la regulacién de la replicacién en los pldsmidos con iterones
(modificado de Paulsson y Chattoraj, 2006).

Se han descrito cuatro mecanismos que limitan el inicio de la replicacion de los plasmidos
con iterones (Figura 6): (1) autorrepresién transcripcional del gen rep por la proteina Rep; (2)
dimerizacion de la proteina iniciadora Rep, que hace que se reduzca la proteina en su forma
monomeérica activa; (3) dilucion de la proteina iniciadora, que evita la saturacion del origen de
replicacién; y (4) secuestro de origenes por emparejamiento o handcuffing. El mecanismo de
regulacién negativa de la replicacion que procede a través del secuestro por emparejamiento
de origenes es mediado por interacciones Rep-Rep y posible gracias a la concentracién de
plasmidos en la célula. Este emparejamiento supone un impedimento estérico para ambos
origenes que impide la apertura del origen y el establecimiento del complejo de iniciacion o
replisoma (revisado en: Chattoraj, 2000; Lilly y Camps, 2015; Paulsson y Chattoraj, 2006).

4.2.1.1. Plasmido F

El plasmido F es una molécula de gran tamano vy, por ello, en condiciones de laboratorio y
para estudios de su mecanismo de replicacion, se suele utilizar una molécula mas pequefia
denominada plasmido mini-F. Los plasmidos mini-F poseen todas las funciones necesarias para
la replicacion de plasmidos F (Helmstetter et al., 1997). El plasmido F tiene un estricto control
de la replicacién que mantiene un nimero de copias de una o dos por copia del cromosoma de
la célula hospedadora (Lovett y Helinski, 1976). Posee un origen de replicacién primario,
denominado oriV, y otro secundario, oriS, que funciona cuando el primero no estd presente
(Eichenlaub et al., 1977; Kahn et al. 1979). El replicdn basico de F (la minima secuencia capaz
de mantener la replicacidn y su regulacién) lo componen el origen de replicacion secundario
oriS, el gen de la proteina iniciadora repE y los lugares incB (iterones) e incC (repeticiones
invertidas), que expresan incompatibilidad con otros derivados del plasmido F (Helmstetter et
al., 1997; Tolun y Helinski, 1981). La estructura del replicon basico mini-F se muestra en la
Figura 7.

El origen de replicacién oriS presenta dos secuencias de unién de DnaA, seguidas de una
region rica en pares AT y cuatro iterones de 19 pb para la unidon de RepE. El gen repE del
plasmido codifica la proteina iniciadora RepE, que puede estar presente en la célula en forma
de dimeros o de mondmeros. En forma monomérica, RepE se une de forma especifica a sus
secuencias de reconocimiento o iterones (una proteina a cada iteron) en el origen de
replicacién para promover, junto con la asistencia de la proteina HU celular, la apertura de la
doble hélice en la region rica en AT. La proteina DnaA de la célula se une en un extremo del
origen para favorecer la apertura de la doble hélice (Kawasaki et al., 1996). Elinicio de la
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Figura 7. Estructura de la region del origen de los pldsmidos con regulacién de la replicacion por iterones
F (oriS), P1 (oriR) y pSC101 (ori) (modificado de Chattoraj, 2000; Manen y Caro, 1991; y Park et al.,, 1998). Se
representan las secuencias de unién de DnaA (DnaA), las regiones ricas en AT (A+T), los iterones (»), las
secuencias repetidas inversas (™ €) y los genes que codifican las proteinas iniciadoras de cada plasmido (repE,
repA).

replicacién a partir de oriS. En forma dimérica, RepE tiene una actividad represora sobre su
propia transcripcién, que ejerce mediante la unién de sus dimeros al promotor de repE. Se han
identificado proteinas de choque térmico con funcidn activa en la interconversién entre las
dos conformaciones, mono y dimérica, de la proteina (Ishiai et al., 1994).

El plasmido F cuenta también con el sistema de particion sopABC, que distribuye
activamente los plasmidos entre las células hijas asegurando un reparto equitativo (revisado
en Hiraga, 1992; Niki y Hiraga, 1999). En este sistema, la proteina SopB se une a la secuencia
sopC, que actua de forma equivalente a un centromero eucaridtico, interaccionando de
manera todavia no bien definida. La proteina SopA, una NTPasa que actla como proteina
motora, se une a los complejos de particién SopB-sopC para el reparto activo de los plasmidos
entre las células hijas (Bouet y Lane, 2009; Pillet et al., 2011). Tanto en la replicacion como en
el reparto del plasmido F también esta implicada la membrana celular (Firshein y Kim, 1997).

4.2.1.2. Plasmido P1

P1 es un plasmido de bajo numero de copias y su estabilidad en la célula depende de
asegurar un numero de copias apropiado y una buena distribucién de las mismas entre las
células hijas. En la Figura 7 se representa esquematicamente la estructura del origen de
replicacién de P1. En el extremo de la izquierda aparece un grupo de dos secuencias de unién
de DnaA, seguido de una regién rica en AT y cinco iterones de 19 pb para la unidn de la
proteina iniciadora; en el extremo derecho hay otro grupo de tres secuencias de unidn de
DnaA. En la region del origen también hay cinco sitios GATC cuya metilacidn en los residuos de
adenina es necesaria para una replicacién eficiente (revisado en: del Solar et al., 1998;
Rajewska et al., 2012). En el plasmido se codifican los sistemas para la replicacién y la
segregacion del propio plasmido, aunque para estos procesos también son necesarias ciertas
proteinas celulares (Firshein y Kim, 1997; Jaffé-Brachet y D’Ari, 1977).

El control de la replicaciéon depende de la proteina iniciadora plasmidica RepA, inactiva
cuando esta en forma de dimeros y activa en forma monomérica, y de la proteina DnaA de la
célula hospedadora. La formacién del complejo inicial requiere la activacion de RepA por
disociacién de los dimeros de proteina, y el cambio conformacional necesario es promovido
por unas proteinas de choque térmico (Dasgupta et al. 1993; revisado en Giraldo y Fernandez-
Tresguerres, 2004; Wickner, 1990; Wickner et al., 1991). RepA en forma monomérica puede
reconocer y unirse a los cinco iterones del origen. Este hecho, junto con la unién de las
proteinas DnaA y HU de la bacteria a sus respectivas secuencias en el origen de replicacion del
plasmido, es lo que promueve la apertura de la secuencia rica en AT del origen de P1. La unién
de DnaA a los dos grupos de secuencias dispuestos en los extremos del origen da lugar a una
estructura de lazo que favorece la carga de la helicasa DnaB en una de las dos hebras del DNA
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para una replicacion unidireccional (revisado en Lilly y Camps, 2015; Park et al., 1998). Aparte
de la regulacion positiva ejercida por RepA, en el plasmido P1 existen iterones fuera de la
region oriR que se cree que son los responsables de un control negativo de la replicacién
plasmidica mediante un mecanismo de secuestro por emparejamiento de origenes o
handcuffing, por medio de la unién de RepA (Pal y Chattoraj, 1988; revisado en Paulsson y
Chattoraj, 2006).

Para la particion del plasmido intervienen proteinas codificadas por sistema de reparto
parABS del propio plasmido, ParA y ParB, y las Unicas proteinas celulares identificadas para
esta funcidén son IHF, que potencia la afinidad de ParB por su lugar de unién, parS, y la helicasa
DnaB, cuya ausencia reduce la estabilidad del plasmido (Funnell, 1988; revisado en Hiraga,
1992; Slavcev y Funnell, 2004). Las caracteristicas estructurales de ParB permiten la formacién
de un complejo ParB-parS, que constituye una etapa critica en el reparto plasmidico
(Schumacher y Funnel, 2005; Schumacher et al., 2007).

4.2.1.3. Plasmido pSC101

pSC101 es un plasmido de bajo nimero de copias que presenta aproximadamente cinco
copias por cromosoma de E. coli. Para la replicacién de pSC101 hay en su secuencia tres
regiones principales: la region ori, donde se inicia la replicacidén unidireccional y que incluye la
mayoria de los sitios requeridos para la replicacién; el gen repA, que codifica la proteina
iniciadora RepA especifica de la replicacién del plasmido; y la regién par, responsable de la
estabilidad del plasmido y del control del nimero de copias (Hinchliffe et al., 1982; revisado
en: Kiies y Stahl, 1989; Lilly y Camps, 2015). La region ori, representada en la Figura 7, contiene
un sitio de unién de DnaA y dos trecémeros, todos homaélogos a los de oriC; a continuacion se
encuentra el sitio de unién de IHF incluido en la regidn rica en AT, proteina codificada por el
hospedador y esencial para la replicaciéon (Stenzel et al., 1987); le siguen tres iterones de 21 pb,
RS1, RS2 y RS3, a los cuales se une RepA, y cuatro secuencias repetidas inversas, también para
la unién de RepA (Arini et al., 1991; revisado en: Manen y Caro, 1991; Rajewska et al., 2012).
La region par se situa adyacente al origen de replicacién, pero fuera de él.

La proteina RepA de pSC101 es funcional tanto en forma de mondmeros como de dimeros,
aunque con diferentes actividades. Se desconoce cudl es la sefial que convierte los dimeros de
proteina iniciadora en mondmeros en el caso de RepA de pSC101 (revisado en Giraldo y
Fernandez-Tresguerres, 2004). Cuando la proteina esta presente en forma monomérica se une
a los iterones facilitando el inicio de replicacion junto con la unidon de las proteinas DnaA e IHF
del hospedador a sus respectivos sitios de unién. Por el contrario, en forma de dimeros, RepA
regula negativamente su propia transcripcion mediante su unién a las secuencias invertidas
(revisado en: Manen y Caro, 1991; del Solar et al., 1998). RepA también esta implicada en el
reparto del plasmido cuando el locus par es defectivo (Conley y Cohen, 1995).

4.2.2.Plasmidos con control por RNA antisentido

En los plasmidos pertenecientes a este grupo la regulacion de la replicacion depende de
unas moléculas de RNA antisentido pequefias y difusibles o asRNA. Los asRNA se expresan en
cis en el propio plasmido y son completamente complementarios a sus dianas, los RNA sentido
o sRNA, que habitualmente son moléculas de RNA mensajero que codifican proteinas con
funciones importantes (revisado en Brantl, 2002a). Los asRNA suelen ser moléculas inestables
gue se sintetizan de forma constitutiva y que tienen una longitud entre 35 y 150 nucleétidos.
Tridimensionalmente resultan en una molécula con cuatro estructuras de tallo y lazo cuya
distribucion dificulta la degradacién por las RNasas celulares, a la vez que facilita la interaccion
de la molécula con su sRNA (revisado en Wagner et al., 2002). Generalmente esta interaccion
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consigue la regulacién de la replicacién mediante la inhibicién de la funcién de la molécula
diana, esencial para la replicacién (revisado en Brantl, 2000b).

El control de la replicacion por asRNA se basa en un circuito de control negativo. Una
variacién en el numero de copias del plasmido desencadenard una modificacion en la
concentracién de asRNA y, cuando estas variaciones sean detectadas, se alterard la frecuencia
del inicio de la replicacidon. Un aumento en el nimero de copias del plasmido provocara que
aumente la concentracién de asRNA que, a su vez, dard lugar a la inhibicidn de la replicacion
del plasmido. Ademas del control de la replicacion, el nimero de copias y la conjugacion en
plasmidos, también se conocen otras funciones atribuidas a asRNA, como la transposicion de
elementos moviles, la eleccion entre lisis o lisogenia en fagos (revisado en Brantl, 2002a).

Dentro de los plasmidos con control de la replicacién por asRNA se encuentran plasmidos
como R1 y los de la familia de ColE1, en los que se describid por primera vez este sistema
(Tomizawa et al., 1981).

4.2.2.1. Plasmido R1

R1 es un plasmido de bajo nUmero de copias perteneciente al grupo de incompatibilidad
IncFll. Su replicacién procede unidireccionalmente mediante el mecanismo theta a partir de un
Unico origen de replicacion denominado oriR1 (Nordstrém, 2006). La region minima del origen
para la replicacion abarca una zona de 188 pb que incluye una secuencia de unidon de DnaA de
9 pb, una regién de 100 pb flanqueada por dos lugares de 10 pb con distinta afinidad por RepA,
y una region rica en AT con tres repeticiones de 9 pb. El inicio de la replicacién tiene lugar en el
sitio G, localizado a 400 pb de oriR1 (revisado en: Lilly y Camps, 2015; del Solar et al., 1998). Se
muestra un esquema de la region del origen de R1 en la Figura 8.

Para el inicio de la replicacidon de R1 se requiere la unién de alrededor de 20 moléculas de
la proteina iniciadora RepA a la regién del origen, de manera similar a la unidon de DnaA en el
origen cromosomico. De esta manera se facilita la apertura de la regidn rica en AT y es posible
el reclutamiento y ensamblaje de la maquinaria de replicacidon en la cadena sencilla de DNA
(revisado en Nordstrom, 2006). En el origen de replicacién de R1 hay una secuencia de unién
de DnaA y aunque esta proteina no es esencial para el inicio, su presencia potencia la
eficiencia de la replicacion (Bernander et al., 1992).

La regulacion del numero de copias de R1 depende de la disponibilidad de la proteina
RepA, codificada por el plasmido y esencial para la replicacion (revisado en Brantl, 2002b). La
sintesis de RepA es controlada transcripcionalmente y postranscripcionalmente por los
productos de los genes del control del nimero de copias copB y copA, respectivamente (Molin
et al., 1091; Stougaard et al., 1981). El nimero de copias de R1 depende principalmente de

oriR1 (R1) i ! | A+T

RNA |
ori (ColE1) P2 P1 |
RNAII

Figura 8. Estructura de la region del origen de los pldsmidos con control de la replicacién por asRNA R1
(oriR1) y ColE1 (ori) (modificado de Bernander et al., 1992; Cesareni et al., 1991; Nordstrém, 2006; y del Solar
et al.,, 1998). Se representan los sitios de unién de las proteinas implicadas en el inicio (DnaA y RepA), los
promotores y el sentido de la sintesis de RNA 1y RNA Il (P1 y P2, respectivamente), los genes que codifican las
proteinas necesarias para el control de la replicacién en ColE1 (repA y rom) y los lugares de ensamblaje del
primosoma (G y pas), a partir de donde inicia la replicacién.
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Figura 9. Mecanismo de regulacién mediante asRNA en R1 (a) y ColE1 (b) (modificado de Brantl, 2002a).
Se representa la interaccion entre el RNA antisentido (en rojo) y el RNA sentido (en azul) en el mecanismo de
activacion (+) y en el mecanismo de inhibicién (-).

CopA, un asRNA sintetizado constitutivamente que se une al mRNA de repA formando un
complejo que impide la traduccién del péptido lider tap, requerido para la sintesis de RepA,
por lo que se inhibe la traduccion (Figura 9; Blomberg et al., 1992). CopB tiene un papel
secundario, reprimiendo la transcripcion de repA desde su promotor en circunstancias
normales (revisado en: Lilly y Camps, 2015; del Solar et al., 1998).

El replicon basico de R1 incluye ademas tres sistemas que aseguran la estabilidad del
plasmido: parA, parBy parD. El sistema parA (complejo ParR-parC y ParM proteina motora) es
un sistema de reparto activo que asegura que cada célula hija reciba al menos una copia del
plasmido. Los sistemas parB (Hok-RNA Sok) y parD (Kid-Kis) son sistemas toxina-antitoxina post
segregacionales que se encargan de la muerte de las células hijas que no hayan recibido
ninguna copia del plasmido tras el reparto (revisado en: de la Cueva-Méndez y Pimentel, 2007;
Gerdes y Wagner, 2007; Nordstrém, 2006).

4.2.2.2. Familia ColE1

El sistema de control del nimero de copias de plasmido mejor comprendido es el de Ia
familia ColE1l. La replicacién de este plasmido de alto nimero de copias y sus derivados es
unidireccional mediante estructuras tipo theta (revisado en: Camps, 2010; Wickner, 1978). La
region necesaria para la replicacién de ColE1l abarca aproximadamente 1 kpb e incluye dos
promotores constitutivos implicados en la regulacién del inicio de la replicacion (Figura 8): el
promotor P1, desde el que se transcribe un RNA antisentido de 108 nucleétidos denominado
RNA | y que actia como inhibidor, y el promotor P2, desde el que se transcribe el pre-cebador
o RNA Il de unos 600 pb (revisado en: Camps, 2010; Lilly y Camps, 2015; del Solar et al., 1998).
El origen de replicacion de ColE1, ori, se situa a unos 555 pb a la derecha del inicio de la
sintesis de RNA II. En general, el nimero de copias final de los plasmidos de este grupo viene
determinado por la fuerza relativa de los promotores P1 y P2 y por la eficiencia de la
interaccion entre el inhibidor y su diana (revisado en Summers, 1998).

A diferencia de lo que sucede con R1, en los plasmidos de la familia ColE1 la regulacion de
la replicacién se consigue por la inhibicion de la maduracién de RNA II, de quien depende el
numero de copias (revisado en Brantl, 2002b). Aunque la sintesis y la estabilidad de RNA I
puede depender de factores tan diversos como la carencia de aminoacidos y la metilacion del
DNA, el inicio de la replicacidn se controla principalmente a nivel del plegado de la molécula
(Herman et al., 1994; Lin-Chao y Bremer, 1986; Russell y Zinder, 1987; Wegrzyn, 1999).
Durante la maduracion, el transcrito de RNA 1l se pliega adquiriendo una estructura terciaria
caracterizada por cuatro dominios de tallo y lazo. El extremo 3’ de RNA Il forma un hibrido
estable con el extremo 5’ de la hebra de sintesis retrasada, dando lugar a la formacion del
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denominado lazo R. Tras la formacidn de este hibrido en la regidén del origen se que permite la
accioén especifica de la RNasa H, que procesa el pre-cebador generando un extremo 3’-OH a
partir del cual la DNA polimerasa | inicia la sintesis de la hebra lider (revisado en: Camps, 2010;
Cesareni et al., 1991; Lilly y Camps, 2015; Ohmori et al., 1987). El mayor inhibidor del inicio de
la replicacion en ColE1 es RNA |, una molécula complementaria al extremo 5’ del precursor de
RNA Il y cuya conformacién secundaria consta de tres estructuras de tallo y lazo y una hebra
desparejada en el extremo 5 (Tomizawa e Itoh, 1981). Aunque la sintesis de RNA | es
constitutiva y, por tanto, su nivel es proporcional al nimero de copias de plasmido, el inhibidor
es una molécula inestable. La interaccién por complementariedad de bases de RNA 1l y RNA |
afecta al plegamiento de RNA Il impidiéndose la formacién del hibrido RNA 1I-DNA; el pre-
cebador no es procesado por la RNasa H y como consecuencia se inhibe el inicio de la
replicacién (Figura 9) (revisado en: Cesareni et al., 1991; Lilly y Camps, 2015).

Existe otra molécula que afecta negativamente a la replicacion de ColE1, la proteina Rop,
codificada por el gen rom. Esta proteina potencia la unién entre RNA | y transcritos de menos
de 200 pb de RNA II, estabilizando su unidn e impidiendo de esta manera la formacion del
cebador activo (Lewin, 1993). La eliminacidon de rom permite disponer de vectores con un
numero de copias de 3 a 5 veces superior al de ColE1, utiles en la produccidon de proteinas
recombinantes (revisado en Camps, 2010; Martinez-Garcia et al., 2015).

4.2.2.2.1. Plasmido p15A

El plasmido p15A fue aislado por primera vez en 1968 y fue descrito como una pequefia
molécula exdgena de DNA presente en un numero de 15 copias por célula en la cepa E. coli 15
en coexistencia con otros dos plasmidos de mayor tamafio denominados p15B y p15C
(Cozzarelli et al., 1968; lkeda et al., 1969). Mas tarde se observd que pl5A es capaz de
funcionar como replicon independiente de los otros dos plasmidos caracteristicos de su cepa
de origen (Kretschmer et al, 1975). El plasmido pl15A mantiene homologia con
aproximadamente 1 kpb de las secuencias de ColE1 y pBR322, incluyendo la regidon necesaria
para la replicacion completa y otros 400 pb mas hacia la izquierda de dicha region (Bird, 1981).
Por el elevado grado de conservacién entre las secuencias del origen de ColE1, p15A, pBR322y
otros plasmidos, se propuso un mecanismo de replicacién comun y se englobaron en la familia
de plasmidos similares a ColE1 (Selzer et al., 1983). Gracias a su pequefio tamafio y su alto
nimero de copias, pl15A es considerado un sistema de replicacion muy util para la
construccion de nuevos plasmidos para su uso en clonacién y expresion génica (Chang y Cohen,
1978; Myers y Myers, 1997; Pérez-Arellano et al., 2001; Sathiamoorthy y Shin, 2012; Zeng et
al., 2010).

4.2.2.2.2. Plasmido pBR322

pBR322 es un plasmido de elevado nimero de copias considerado una herramienta muy
util ya desde el inicio de la ingenieria genética, gracias a su caracterizacion, incluyendo el
conocimiento de su secuencia, sus mecanismos de replicacion y mantenimiento, y la
determinacién de sus regiones codificantes (Balbas et al., 1986; Balbas et al., 1988; Sutcliffe,
1978; Suctliffe, 1979). En condiciones normales esta presente en niumero entre 15 y 20 copias
por célula y se replica unidireccionalmente a partir de su origen de replicacion, ori (Chiang et
al., 1991; Ohmori et al., 1987).

Al carecer de sistema de reparto, pBR322 es un plasmido inestable en condiciones no
selectivas; ademas la velocidad de crecimiento de la bacteria hospedadora influye en la
replicacién de pBR322 y, por tanto, en su heredabilidad (Balbas et al., 1988; Lin-Chao y Bremer,
1986). Hoy en dia existen muchos vectores derivados de pBR322 creados para aplicaciones
especificas, en los que se han incorporado sistemas de reparto propios de otros vectores para
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asegurar la estabilidad (Balbas et al., 1986; Balbas et al., 1988; Balbas y Bolivar, 2004; Cronan,
2007; Martinez-Garcia et al., 2015; Sathiamoorthy y Shinm 2012).

5. Respuestas bacterianas frente al estrés

Las células bacterianas han desarrollado mecanismos que les permiten detectar diferentes
estimulos fisicos y quimicos ambientales, y responder frente a ellos adaptandose a las nuevas
condiciones del entorno para sobrevivir. La capacidad de adaptacion en el mundo bacteriano
es fundamental en un ambiente cambiante, y de esta manera se han desarrollado multitud de
sistemas para responder frente a cambios en el pH, la temperatura, los nutrientes, la
osmolaridad, la disponibilidad de oxigeno o la presencia de agentes tdéxicos (revisado en
Magnan y Bates, 2015). Estas respuestas se basan en una cascada de alteraciones en la
expresion génica y en la actividad de proteinas, resultando en la adaptacion de las células a la
nueva situacién o bien en la eliminacidon del agente que genera el estrés y la reparacion del
dafno sufrido (Giuliodori et al., 2007; Hengge-Aronis, 2002). Estudios recientes, haciendo uso
de la mutagénesis inducida por estrés o SIM (stress-induced mutagenesis), muestran que es
posible mejorar la tolerancia microbiana al estrés, dotando a las células con la capacidad de
evolucion adaptativa autonoma para hacer frente a estreses ambientales, con el fin de mejorar
la produccion bacteriana de biocombustibles y otros compuestos (Zhu et al., 2015).

Algunas de las respuestas al estrés mas estudiadas en el mundo bacteriano son la
respuesta SOS, la respuesta de choque térmico, la respuesta a la limitacidon de nutrientes y la
respuesta al estrés oxidativo (Arsene et al., 2000; Fu et al., 2015; Giuliodori et al., 2007; Janion,
2008; Khodursky et al., 2015; Kreuzer, 2013; Tao et al., 1999). Dichas respuestas no sdlo
afectan a la replicaciéon y el metabolismo bacterianos, sino que también pueden inducir
cambios en la replicacion de los plasmidos presentes en las células afectadas. De hecho, la sola
presencia de plasmidos en la célula a menudo da lugar a una respuesta similar a la inducida
por choque térmico o limitacidon de nutrientes (revisado en: Silva et al., 2012; Wegrzyn, 1999).

En S. typhimurium se han utilizado andlisis de expresién génica mediante microarrays para
estudiar la respuesta de choque y adaptativa a la presencia de nitrito acidificado en el medio
(Muhlig et al., 2014). Tras 10 minutos de exposicién a nitrito se induce la expresion de genes
de respuesta a estrés y se silencia la de genes implicados en traduccidon, transcripcion,
replicaciéon y movilidad. Gracias a la induccién de la tolerancia al estrés y la reduccion de
proliferacién celular, las células sobreviven en estas condiciones de estrés.

En V. cholerae, la respuesta restringida, una respuesta adaptativa caracterizada
inicialmente como respuesta a limitacién nutricional, proporciona una adaptacion rdpida a
variedad de condiciones de estrés que inhiben el crecimiento. Se ha visto que la respuesta
restringida media la produccion de la toxina colérica en condiciones de anaerobiosis, en las
gue el microorganismo puede crecer como anaerobio facultativo (Oh et al., 2014).

Otra via por la que las células pueden aumentar la tolerancia a situaciones de estrés es a
través de cambios en su material genético, mediante la activacion de respuestas mutagénicas
como la respuesta SOS, o por ganancia de funcidon mediante transferencia horizontal de genes
entre células por mecanismos conjugativos. El aumento en la tasa de mutacién potencia la
aparicion de polimorfismos genéticos, a partir de los cuales la seleccién natural podria actuar
favoreciendo mecanismos que hayan dado lugar a cambios adaptativos (revisado en Taddei et
al., 1997). En B. subtilis se ha descrito la aparicion de mutagénesis asociada al factor de
reparacion de acoplamiento de la transcripcién, Mfd. La funcion de Mfd en células no
estresadas es evitar la formacion de mutaciones, evitando paradas de la transcripcion por
desacoplamiento DNA-RNA. En presencia de lesiones en el DNA, esta proteina vuelve a acoplar
el mRNA con la secuencia de DNA para continuar la transcripcion y recluta a los sistemas de
reparacion necesarios para subsanar la aparicion de mutaciones. En condiciones de estrés
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nutricional, Mdf realinea el mRNA con la cadena de DNA en transcripcidon pero no recluta al
sistema de reparacién del DNA, resultando en la formacion de lesiones que pueden conferir
una ventaja para la célula (Robleto et al., 2012).

5.1. Estrés térmico y cambios en la fisiologia bacteriana

La fisiologia microbiana puede variar en respuesta a diferentes estimulos externos
(Schaechter et al., 1958). Las células bacterianas son capaces de realizar innumerables ajustes
en su metabolismo como consecuencia de cambios en el medio ambiente, y estos ajustes
llevan generalmente a la reprogramacion de la expresion génica bacteriana. Se han descrito
varios mecanismos que las bacterias emplean para ajustar su ciclo celular en respuesta a
cambios ambientales y condiciones de estrés. Los mecanismos caracterizados a menudo
implican sefalizaciéon por pequefas moléculas, interacciones proteina-proteina, o protedlisis
regulada. Estos mecanismos en Uultimo término permiten a las bacterias acoplar los
mecanismos de respuesta al estrés con el ciclo celular y el control del crecimiento (revisado en
Jonas, 2014). Las células de E. coli son capaces de adaptar rdpidamente su crecimiento frente a
un cambio en la temperatura sin necesidad de un estado de transicién (Lemaux et al., 1978).

El aumento de temperatura en cultivos bacterianos desencadena multitud de procesos,
siendo la respuesta de choque térmico el mas universal de los mecanismos conocidos de
estrés térmico (Arséne et al., 2000). Esta respuesta esta controlada por el producto del gen
rpoH, el factor sigma alternativo o*%, que con su unién a la RNA polimerasa transcribe la
mayoria de los genes de choque térmico de forma especifica (Dartigalongue et al., 2001;
Grossman et al., 1987; Morita et al., 2000; revisado en Valdez-Cruz et al., 2011). Este sistema
de expresion se denomina regulén de choque térmico, y las proteinas cuya expresidon esta
sujeta al aumento de temperatura se denominan proteinas de choque térmico (Neidhardt y
VanBogelen, 1987).

5.2. Replicaciones de estrés

Aunque el inicio de la replicacidon es un evento muy controlado, bajo ciertas condiciones
de estrés es posible que tengan lugar rondas de replicacién adicionales. Se ha descrito que,
tras dafio en el DNA, carencia de timina, tratamiento con antibidticos, aumento en la
concentraciéon de nutrientes o aumento de temperatura, se inducen nuevas rondas de
replicacién en plasmidos, virus eucariotas, bacterias y eucariotas superiores (Botello y Jiménez-
Sanchez, 1997; Kogoma, 1997; Schimke et al., 1986; Srivastava y Chattoraj, 2007).

En condiciones normales es frecuente que las horquillas de replicacién no puedan avanzar
debido a dafios en el DNA o a la presencia de proteinas de replicacién defectuosas. Para
activar estas horquillas detenidas es necesario que el replisoma y el primosoma se vuelvan a
cargar de manera diferente a como lo hacen en el origen de replicacion. Ademas, el progreso
de las horquillas requiere que las vias de reparacion por recombinacion sean funcionales
(Kowalczykowski, 2000). Se han propuesto varios modelos para la reactivacién por
recombinacién de horquillas de replicacion colapsadas o detenidas (Cox et al., 2000;
Kowalczykowski, 2000; Michel et al., 2007). Esta replicacion alternativa, dependiente de
recombinacién e independiente del sitio de inicio candnico oriC, en E. coli se denomina
replicacién estable del DNA (SDR, stable DNA replication) (Asai et al., 1993; Kogoma, 1997). En
SDR, la interaccion inicial entre oriC y DnaA requerida para la iniciacién de la replicacién ciclica
puede salvarse a través del ensamblaje del replisoma dependiente de recombinacién
homdloga. En los mutantes rnhA, deficientes en actividad RNasa Hl, SDR es constitutiva (cSDR)
y puede ser iniciada de manera independiente de DnaA desde lugares del cromosoma
diferentes a oriC, denominados oriK. En las células en las que se induce la respuesta SOS por
presencia de roturas de DNA de doble cadena tiene lugar la replicacion estable inducida (iSDR),
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gue se inicia a partir de los denominados oriM, situados en oriC y terC (Kogoma, 1997). Este
mecanismo constituye, por tanto, un medio perfecto para reiniciar la replicacion del DNA de
novo cuando las horquillas de replicaciéon han sufrido alguna interrupcion durante la
elongacion, en ausencia de un origen definido (Kogoma, 1997).

En E. coli se ha descrito la aparicion de una replicacién de estrés al aumentar la
produccion de DnaA (Atlung et al., 1987; Skarstad et al., 1989). En esta replicacidn, la iniciacién
simultanea en todos los oriC presentes se mantiene, y la cantidad de origenes y DNA por masa
aumentan con respecto a las condiciones de ausencia del estrés. Con esta replicacion se
destaca la importancia que tiene DnaA como reguladora del proceso del inicio de la replicacion,
pudiendo llegar a ser un factor limitante para la iniciacién en condiciones fisiolégicas normales.
Esta replicacion de estrés da lugar a la muerte celular, y se conoce que esta inviabilidad esta
relacionada por un descenso en la velocidad de la replicacién y en la generacion de roturas de
doble cadena del DNA (DSBs) que detienen el avance de las horquillas de replicacion.
Recientemente se ha observado que las células podrian tolerar estas iniciaciones extra en
ausencia de especies reactivas del oxigeno (ROS), durante el crecimiento en anaerobiosis o por
presencia de agentes antioxidantes, o cuando la via de reparacion de las bases dafiadas no es
funcional, en ausencia de la glicosilasa Fpg, dado que en estas situaciones se reduce la
aparicion de DSBs (Charbon et al., 2014).

Otra replicacién de estrés observada en E. coli es la inducida por rifampicina. En el
mutante termosensible en el inicio de la replicacion cromosémica dnaR130 se ha observado la
presencia de inicios inducidos por la presencia de rifampicina a baja concentracion. Esta
replicacidon de estrés se inicia en oriCy es dependiente de la funcidn de dnaA y de la sintesis de
proteinas a la temperatura restrictiva de 42,5 °C (Morigen et al., 2005; Sakakibara, 1996).

5.2.1. HIR, la replicacion inducida por estrés térmico en E. coli

Aunque el inicio de la replicacion cromosdémica estd limitado a una sola vez por ciclo
celular, en E. coli se ha descrito el inicio de nuevas rondas extras de replicacion tras un
aumento en la temperatura de 10 °C o mas. Esta replicacidn, observada y descrita en E. coli, se
denomina HIR (heat induced replication), y ha sido descubierta y caracterizada en los ultimos
veinte afios (Botello y Jiménez-Sanchez, 1997; Gonzalez-Soltero et al., 2006a; Gonzalez-Soltero
et al., 2006b; Gonzalez-Soltero et al., 2008; Guzman et al., 1988; Jiménez-Sanchez et al., 1993).
HIR se induce por estrés térmico y escapa al control del ciclo celular, lo que supone la
alteracién del control y los requerimientos de la replicacién candnica. El andlisis de la
replicaciéon inducida por estrés térmico ha determinado que esta replicacion presenta
analogias y diferencias con el mecanismo de la replicacidn ciclica como con otras replicaciones
de estrés (Botello y Jiménez-Sanchez, 1997; Gonzalez-Soltero et al., 2006a; Gonzalez-Soltero et
al., 2006b; Gonzalez-Soltero et al., 2008; Kogoma, 1997; Messer y Weigel, 1996; Morigen et al.,
2005; Sakakibara, 1996).

Se ha establecido oriC como el Unico lugar cromosdmico para el inicio de la replicacién
HIR, y dentro de oriC es esencial la secuencia del trecémero L, rico en pares AT, donde tiene
lugar la desestabilizacidon de la doble hélice de DNA inducida por el aumento de temperatura.
No afectan a la induccidon de HIR alteraciones independientes de las secuencias de unién a
proteinas que regulan el inicio de la replicacion, como DnaA, IHF y FIS. Sin embargo, HIR
requiere estrictamente la actividad de la proteina de iniciacion DnaA para facilitar la entrada
de la helicasa DnaB. La desestabilizacién térmica del trecémero L seria el primer paso en la
iniciacion de HIR y su apertura determinaria la entrada de las proteinas de iniciacién de la
replicacién (Gonzalez-Soltero et al., 2006b).

Mediante la técnica de microarray de RNA se ha determinado que el estrés térmico que
induce HIR no provoca cambios globales en el superenrollamiento del DNA, medido por el
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cambio de la expresién de 306 genes sensibles a la alteracidon del superenrollamiento. Por
tanto, HIR no puede ser atribuida a una alteracidon topoldgica del cromosoma tras estrés
térmico. Sin embargo, esta induccién si depende del estado topoldgico del cromosoma previo
a la situacion de estrés térmico. Asi, se ha visto que la termoinduccion de la replicacion es
mayor cuando el DNA esta relajado y disminuye en células con un alto grado de
superenrollamiento negativo en su DNA (Gonzalez-Soltero, 2007).

Aunque HIR se inicia por un aumento de temperatura, se ha demostrado que no se
requiere ninguna funcion de la respuesta de choque térmico, dado que tanto la delecion de
rpoH como su sobreexpresidon bajo el control del promotor lac no afectan a HIR. Aunque el
inicio de la replicacién termoinducida se lleva a cabo exclusivamente en oriC, esta iniciacion de
estrés no requiere la actividad de la RNA polimerasa ni la sintesis de proteinas de novo, que si
se necesitan para el inicio de la replicacidon ciclica (Botello, 1994). Se han determinado otros
requerimientos de proteinas que diferencian a HIR de la replicacion ciclica. HIR es
estrictamente dependiente de la proteina de ensamblaje del primosoma PriA y utiliza la via
PriA-PriB de ensamblaje del primosoma. También requiere la helicasa Rep estrictamente,
mientras que no es asi en la replicacion ciclica. Ademas, en el replisoma de HIR intervienen
tanto la DNA polimerasa Ill como la DNA polimerasa I. La necesidad de la DNA polimerasa |
determina una diferencia fundamental con la composicién del replisoma de la replicacion
ciclica (Gonzalez-Soltero et al., 2006b). Este replisoma avanza a una velocidad de replicacion
mas lenta que en la replicacién ciclica, lo que podria explicarse por el uso de la actividad de
sintesis de DNA de la DNA polimerasa I. La dependencia de la helicasa Rep también podria
estar relacionada con la menor velocidad de replicacién de HIR. Por otro lado, y también a
diferencia de la replicacion ciclica, HIR requiere la proteina RecA. La proteina RecA, implicada
en recombinacién homaloga y en la respuesta SOS, tiene un doble papel en la replicacién: el
de sensor de problemas en la replicacién, y el estructural, protegiendo la horquilla de
replicacion de la degradacidon. Las funciones de RecA requeridas en la replicacién
termoinducida parecen estar relacionadas con la estabilizacion de estructuras de replicacién,
gue serian mas inestables que las de la replicacion ciclica, y a bajo nivel con la recombinacion
homdloga, pero no requiere su actividad proteasa, ni de reparacidon. También se ha descrito
una dependencia parcial de la actividad helicasa de RecBCD. A pesar de requerir RecA vy,
parcialmente, RecBCD, HIR no puede ser considerada una replicacion dependiente de
recombinacién (RDR) porque no se detectan roturas de DNA de cadena doble que pudieran
generar una estructura para el inicio de HIR.

Los resultados aqui presentados se recogen en varias publicaciones y han llevado a
proponer un modelo para el inicio de HIR (Botello, 1994; Botello y Jiménez-Sanchez, 1997;
Gonzalez-Soltero et al., 2006a; Gonzalez-Soltero et al., 2006b; Gonzalez-Soltero, 2007;
Gonzalez-Soltero et al., 2008).
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OBJETIVOS Y APROXIMACION EXPERIMENTAL






Objetivos

La replicacién inducida por estrés térmico en Escherichia coli, HIR (heat induced
replication), fue descubierta y caracterizada por el grupo de investigacion al que me incorporé
para realizar esta Tesis Doctoral (Botello y Jiménez-Sanchez, 1997; Gonzalez-Soltero et al.,
2006a; Gonzalez-Soltero et al., 2006b; Gonzéalez-Soltero et al., 2008; Guzman et al., 1988;
Jiménez-Sanchez et al.,, 1993). Una vez ha sido caracterizada y definida en gran parte la
replicacién termoinducida en E. coli, se planteé ampliar el estudio y la caracterizacion de la
replicacién inducida por estrés térmico a otros replicones bacterianos. El objetivo final seria el
de establecer la generalidad —o no— de esta replicacion de estrés en el mundo bacteriano y
determinar los mecanismos por los que tiene lugar en los diferentes replicones.

Para el presente trabajo, en primer lugar se planted el analisis de la replicacién en
condiciones de estrés térmico en especies diferentes a E. coli: Salmonella typhimurium, que
pertenece a la misma familia que E. coli e igualmente es una especie representativa del grupo
de las Gram negativa; Bacillus subtilis, como organismo modelo de especies Gram positiva y
cuyo habitat natural es el medio ambiente y no el intestino de animales de sangre caliente; y
Vibrio cholerae que a diferencia de la mayoria de las bacterias presenta mas de un cromosoma,
como generalmente se encuentra en las células eucaridticas.

Otra extension del andlisis de HIR planteada fue la ampliacién del estudio de la replicacion
a plasmidos con diferente control de la replicacién. La replicacion plasmidica esta acoplada al
ciclo celular de la célula que lo alberga, ajustando la frecuencia de iniciacién de la replicacion a
una replicacién por cada copia de plasmido y por ciclo celular. Se mantiene asi una
concentracion fija de plasmido en la poblacion celular. Resultados previos del grupo, llevados a
cabo en diferentes plasmidos de E. coli, indicaban que HIR puede ser una respuesta al estrés
térmico probablemente de caracter general en el mundo bacteriano (Gonzalez-Soltero, 2007).
Con este trabajo se planteé completar el estudio preliminar de la replicacion de
minicromosomas (oriC) y de plasmidos con diferentes tipos de control de la replicacién:
derivados de F, P1 y pSC101, controlados mediante iterones; y derivados de R1, p15A y
pBR322, con control de la replicacidon por RNA antisentido.

Segun lo expuesto anteriormente, los objetivos para el desarrollo de este trabajo fueron
los siguientes:

1. Estudiar la replicaciéon en condiciones de estrés térmico en las especies S.
typhimurium, B. subtilis y V. cholerae.

2. Caracterizar la replicacion termoinducida en S. typhimurium, B. subtilis y V. cholerae,
en caso de detectarla, y profundizar en el estudio de HIR en el cromosoma de E. coli
para ampliar su caracterizacion.

3. Estudiar la replicacion termoinducida en minicromosomas y plasmidos de E. coli, para
determinar si HIR es un mecanismo general de estrés entre diferentes tipos de
replicones o esta restringido al cromosoma, analizando los replicones
preliminarmente estudiados y que expresan la proteina GFPmut2 (Gonzalez-Soltero,
2007; Lobner-Olessen, 1999).

4. Analizar la replicacién de minicromosomas y pldsmidos de E. coli a través de la
determinacién del numero de copias de minicromosoma o plasmido mediante
diferentes técnicas y establecer un protocolo éptimo para este andlisis.

Para la consecucion de estos objetivos, se han empleado las siguientes aproximaciones
metodoldgicas y experimentales:
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El estudio de la replicacién termoinducida en las diferentes bacterias se abordd
mediante la medida de la sintesis relativa de DNA (acumulacion de DNA) tras estrés
térmico. Cultivos de las diferentes especies estudiadas se sometieron a un cambio en
la temperatura de crecimiento de 30 °C a 41 °C, a la vez que se inhibieron los nuevos
inicios de la replicacidon ciclica por adicion de rifampicina o cloranfenicol. La
comparacién de la sintesis de DNA en presencia del inhibidor registrada tras el cambio
de temperatura con respecto al cultivo tratado y mantenido a 30 °C permite la
determinacién del porcentaje de origenes cromosémicos en los que el estrés térmico
induce la replicacidn HIR (i %). Este parametro se utiliz para detectar y definir el nivel
de induccién de HIR.

Adicionalmente, la replicacion inducida por estrés térmico se estudid mediante
citometria de flujo y microscopia de fluorescencia. Por citometria de flujo se
obtuvieron histogramas de poblaciones bacterianas que presentaban la distribucion
de la cantidad de DNA o cromosomas por célula, determinada por la medida de la
fluorescencia (FL) tras la tincién de las muestras con un fluorocromo (mitramicina mas
bromuro de etidio, PicoGreen o SybrGreen), y la distribuciéon del tamafio celular, por
la medida de la dispersidon de la luz (LS). Se analizaron muestras en crecimiento
exponencial o tratadas con antibidticos inhibidores del inicio de la replicacion
(rifampicina o cloranfenicol) y de la division celular (cefalexina). La microscopia de
contraste de fases y fluorescencia complementd el estudio, aportando informacion
sobre el tamafio y la forma de las células de cada especie y el nimero medio de
nucleoides (tefiidos con DAPI) por célula en cada una de las condiciones de
crecimiento.

El estudio de la replicacion de minicromosomas y plasmidos se basé en la
cuantificacion de la fluorescencia emitida por la proteina GFPmut2 codificada en
todos los replicones analizados. Se determind el numero de copias de
minicromosoma o plasmido en diferentes condiciones de crecimiento mediante la
cuantificacion de la fluorescencia de GFPmut2 por espectrofluorimetria y citometria
de flujo. Adicionalmente se cuantificd directamente la dosis génica de la secuencia del
gen GFPmut2 mediante su amplificacién por qPCR.
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Materiales

1. ESTIRPES BACTERIANAS

Las estirpes bacterianas usadas en este trabajo se relacionan a continuacién en las Tablas 1
y 2.

La estirpe MC1000 fue proporcionada por el Coli Genetic Stock Center de la Universidad de
Yale (Connecticut, EE. UU.). Las estirpes de V. cholerae y las de E. coli ALO1454, ALO1455,
ALO1456, ALO1458, ALO1459, ALO1460, ALO1465 y ALO1469 fueron enviadas por el Dr. A.
Lgbner-Olesen, Universidad de Roskilde (Roskilde, Dinamarca). Las cepas de S. typhimurium
fueron proporcionadas por el Dr. J. Casadesus, Universidad de Sevilla (Sevilla, Espafia). Las
estirpes de B. subtilis fueron enviadas por el Dr. J. C. Alonso, Centro Nacional de Biotecnologia
(Madrid, Espaia). La estirpe AB1157, de E. coli, fue suministrada por el Dr. G. C. Walker,
Instituto de Tecnologia de Massachusetts (Massachusetts, EE. UU.). Las cepas 1C400, IC2320 e
IC2319 fueron enviadas por la Dra. M. E. Armengod, Instituto de Investigaciones Citoldgicas
(Valencia, Espafia). La estirpe MG1655 fue proporcionada por la Dra. J. W. Zyskind, Universidad
Estatal de San Diego (California, EE. UU.). La estirpe CM735 se recibié de la Dra. K. Skarstad,
Universidad de Oslo (Oslo, Noruega).

2. PRODUCTOS QUIMICOS

Salvo las excepciones indicadas, todos los productos quimicos empleados en este trabajo
fueron suministrados por Sigma Chemical, las sales y los azlcares por Panreac y los productos
radiactivos se obtuvieron de MP Biomedicals.

Tabla 1. Estirpes utilizadas para el anlisis de HIR (apartado 1 de Resultados).

Nombre de Especie y estirpe Genotipo Referencia
la estirpe
ALO2495 Vibrio cholerae O1 biovar El Tor | CTX- attB- Pearson et al., 1993
est. N16961
ALO2399 Vibrio cholerae 01 biovar El Tor | CTX- attB- recA- Pearson et al., 1993
est. N16961
LT2 Salmonella  enterica  serovar | silvestre Garzén etal., 1995

Typhimurium est. LT2

Sv1235 Salmonella  enterica  serovar | recAl Garzén etal., 1995

Typhimurium est. LT2

BG214 Bacillus subtilis est. 168 amyE attSBP metB5 sigB37 trp(C2 xin-1 Yasbin et al., 1980
BG190 Bacillus subtilis est. 168 amyE attSBP metB5 sigB37 trpC2 xin-1 | Yasbin et al., 1980
recA6
AB1157 Escherichia coli est. K-12 thr-1 leuB6 A(gpt-proA)62 hisG4 thi-1 | Donnelly y Walker,
argE3 lacY1 galK2 ara-14 xyl-5 rfbD1 mgl- 1989
51 kdgK51 mtl-1 tsx-33 rpsL31 supE44
1C400 Escherichia coli est. K-12 thr-1 leuB6 A(gpt-proA)62 hisG4 thi-1 Armengod, 1982
argE3 lacY1 galK2 ara-14 xyl-5 rfbD1 mgl-
51 kdgK51 mtl-1 tsx-33 rpsL31 supE44
recA430
MG1655 Escherichia coli est. K-12 silvestre Jensen, 1993
CM735 Escherichia coli est. K-12 metE46 trp-3 his-4 thi-1 galK2 lacY1 mtl-1 | Skarstad et al., 1989

ara-9 tsx-3 ton-1 rps-8 supE44
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Tabla 2. Estirpes de Escherichia coli K-12 utilizadas para el andlisis del nimero de copias de plasmidos
(apartado 2 de Resultados)

Estirpe Genotipo Referencia/origen
MC1000 | araD139 A(ara-leu)7697 A(codB-lac)3 galK16 galE15(Gals) relAl | Casadaban y Cohen,
rpsL150 (StrR) spoT1 mcrB1 1980
1C2320 araD139 A(ara-leu)7679 galUK AlacX74 rpsL150 (StrR) thi TetR IC*
1C2319 1C2320 recA13 IIC *
ALO1454 | MC1000/pALO261 [pAL0261 (R1): oriR1 AmpR araC pBAD-GFPmut2] Lgbner-Olesen, 1999
ALO1455 | MC1000/pAL0264 [pALO264 (minicromosoma): oriC KamR araC | Lgbner-Olesen, 1999
pBAD-GFPmut2]
ALO1456 | MC1000/pAL0267 [pALO267 (minicromosoma): oriC sopABC KamR | Lgbner-Olesen, 1999
araC pBAD-GFPmut2]
ALO1458 | MC1000/pAL0269 [pAL0269 (pBR322): ori AmpR araC pBAD- | Lgbner-Olesen, 1999
GFPmut2]
ALO1459 | MC1000/pAL0270 [pALO270 (P1): oriR AincA CamR araC pBAD- | Lgbner-Olesen, 1999
GFPmut2]
ALO1460 | MC1000/pAL0275 [pALO275 (p15A): ori AmpR araC pBAD-GFPmut2] | Lebner-Olesen, 1999
ALO1465 | MC1000/pAL0280 [pALO280 (F): oriS oriV sopABC KamR araC pBAD- | Lgbner-Olesen, 1999
GFPmut2]
ALO1469 | MC1000/pAL0284 [pALO284 (pSC101): ori KamR araC pBAD- | Lgbner-Olesen, 1999
GFPmut2]
BMCO01 1C2319/pAL0O261 (R1) Este trabajo
BMCO03 1C2320/pAL0267 (oriC SopABC) Este trabajo
BMCO05 1C2319/pAL0269 (pBR322) Este trabajo
BMCO07 1C2319/pAL0270 (P1) Este trabajo
BMC09 1C2319/pAL0275 (p15A) Este trabajo
BMC11 1C2319/pAL0280 (F) Este trabajo
BMC13 1C2319/pAL0284 (pSC101) Este trabajo
BMC15 1C2320/pAL0O261 (R1) Este trabajo
BMC17 1C2319/pAL0267 (oriC SopABC) Este trabajo
BMC19 1C2320/pAL0269 (pBR322) Este trabajo
BMC21 1C2320/pAL0O270 (P1) Este trabajo
BMC(C23 1C2320/pAL0275 (p15A) Este trabajo
BMC25 1C2320/pAL0280 (F) Este trabajo
BMC27 1C2320/pAL0O284 (pSC101) Este trabajo

*1IC: Instituto de Investigaciones Citolégicas (Valencia, Espafia).

2.1. Antibidticos

Ampicilina (Amp). Preparada a 100 mg/ml en agua y conservada a -20 °C. Utilizada a 50 ug/ml.

Cefalexina (Cpx). Preparada a 5 mg/ml en agua en el momento del uso y conservada a 0 °C.
Utilizada a 50 ug/ml.

Cloranfenicol (Cam). Preparado a 30 mg/ml en etanol y conservado a -20 °C. Utilizado a 10
ug/ml para seleccionar estirpes resistentes y a 200 6 250 ug/ml para inhibir sintesis de

proteinas.

Kanamicina (Kam). Preparada a 50 mg/ml en agua y conservada a -20 °C. Utilizada a 25 ug/ml.

Rifampicina (Rif). Preparada a 50 mg/ml en metanol y conservada en hielo. Utilizada recién
preparada a diferentes concentraciones para inhibir el inicio de la replicacion cromosémica: 50,
100, 150 6 300 ug/ml.

42




Materiales

2.2. Productos radiactivos

Timidina-(metil->H) (*H-TdR). Suministrada con una actividad especifica de 20 Ci/mmol y a una
concentracién de 1 mCi/ml en una solucidn etanol:agua (7:3). Utilizada a una actividad de 1
uCi/ml.

3. SOLUCIONES Y TAMPONES

3.1. Aislamiento y purificacion de DNA cromosdmico y plasmidico

Solucién Tris-Sacarosa. Tris HCI 50 mM (pH 8,0) y sacarosa al 25 % (p/v) en agua destilada.

Solucion EDTA-tritén-lisozima. Tris HCI 50 mM (pH 8,0), EDTA 100 mM (pH 8,0), Tritén 0,1 %
(p/v) y lisozima 2 mg/ml (adicionada justo antes de usar) en agua destilada.

Solucion PEG-NaCl. Polietilenglicol 8000 al 20 % y NaCl 1M en tampdn TE.

Soluciéon de resuspension. Tris HCl 25 mM (pH 8,0), sacarosa al 10 % (p/v) y EDTA 25 mM en
agua destilada.

Solucion de lisis alcalina. NaOH 0,3 N y SDS al 2 % (p/v) en agua destilada.

Solucion de acetato potasico. Acetato potasico 3 mM vy acido glacial acético 11,5 % (v/v) en
agua destilada.

Tampon STE. Tris HCl 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM (pH 8,0) y NaCl 100 mM en agua destilada
estéril.

Tampon TE. Tris HCl 10 mM (pH 8,0) y EDTA 1 mM (pH 8,0) en agua destilada (Sambrook et al.,
1989).

Mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. Preparado mezclando
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico en la proporcion 25:24:1 y 50 mg/100 ml de 8-
hidroxiquinoleina. Se ajusto el pH de la mezcla a 7,8-8,0 afiadiendo Tris HCl 100 mM (pH 8,0)
hasta alcanzar, tras agitar y permitir la separacién de las fases acuosa y organica, el pH
deseado en la fase acuosa. La mezcla se conserva en oscuridad a 4 °C (Sambrook et al., 1989).

Lana de vidrio silanizada. En un vaso de precipitados se deposité la lana de vidrio y se cubrié
con suficiente volumen de diclorometilsilano para que se impregnara bien, se retird el
producto excedente y la lana silanizada se dejo secar a temperatura ambiente.
Posteriormente se esterilizd por calor seco durante 150 minutos a 180 °C.

3.2. Medida de la sintesis de DNA in vivo

Mezcla de centelleo. Preparada disolviendo 4 g de PPO y 100 mg de POPOP, en el orden
indicado, en un volumen final de tolueno de 1000 ml en oscuridad y a 4 °C. La mezcla se
conserva en oscuridad a 4 °C.

3.3. Manipulacion in vivo de bacterias

Tampon M9 (TM9). Preparado mezclando 100 ml de solucién salina M9, 10 ml de una solucién
de CaCl, 0,01M, 10 ml de MgS0O, 0,1M y 880 ml de agua destilada, esterilizadas por separado y
mezcladas en el momento de su utilizacién.
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La solucion salina M9 se prepard disolviendo 60 g HNa,PO,, 30 g de H,KPO,4, 5 g de NaCl y
10 g de NH,CI, en el orden indicado y en un volumen final de agua destilada de 1000 ml (Miller,
1992). El pH de la solucién se ajusté a 7,2 y posteriormente se esterilizd repartida en
volumenes de 200 ml.

Solucion Tris-Ca. CaCl, 100 mM y Tris 1 M (pH 8,0).

Tampon NaCl. NaCl 0,9 % en agua destilada. Filtrado antes de utilizar a través de filtros de 0,22
um de didmetro de poro.

3.4. Electroforesis de DNA

Tampon TAE (50x). Preparado aiadiendo 242 g de Tris Base a 57,1 ml de acido acético y 100
ml de EDTA 0,5 M. El volumen final se completa con agua destilada hasta 1000 ml y se ajusta el
pH a 8,0 (Sambrook et al., 1989). Utilizado a concentracion 1x.

Tampon TES. Tris HCI 50 mM (pH 8,0), EDTA 5 mM (pH 8,0) y NaCl 50 mM en agua destilada
estéril.

Solucion BBF (6x). Azul de bromofenol 0,25 % (p/v) y sacarosa 40 % (p/v) en agua destilada. Se
conserva a 4 °C. Utilizada a concentracion 1x.

Solucion de bromuro de etidio. Preparada a 5 mg/ml en TES y almacenada en oscuridad a 4 °C.
Utilizada a 0,5 ug/ml.

Gel de agarosa. Agarosa al 0,8 % (p/v) en tampdn TAE 1x. La mezcla se calentd ligeramente
hasta la completa disolucidon de la agarosa. Antes de verter en el molde del gel, se afiadio
bromuro de etidio a 0,5 ug/ml.

3.5. Citometria de flujo

Solucion de fijacion de células de E. coli, S. typhimurium y B. subtilis. Etanol a concentracion
final del 70 % (v/v).

Solucion de fijacion de células de V. cholerae. Paraformaldehido 1 % (p/v) y glutaraldehido
0,05 % (v/v).

Tampon de tincion TrisMg. TrisHCI 10 mM (pH 7,4) y MgCl, 10 mM. Filtrado a través de filtros
de 0,22 um de didmetro de poro.

Solucion de bromuro de etidio. Preparada a 400 mg/ml en tampdn de tincidn TrisMg. Utilizada
a 40 ug/ml.

Solucion de mitramicina. Preparada a 1 mg/ml en tampdn de tincidn TrisMg. Utilizada a 200
ug/ml.

Solucion de tincion mitramicina-bromuro de etidio. Mitramicina a 200 ug/mly bromuro de
etidio a 40 ug/ml en tampon TrisMg. Preparada justo antes de utilizarla.

Solucion de tincidon PicoGreen. Preparada diluyendo PicoGreen (Invitrogen) en dimetil
sulféxido en la proporcion 1:100.

Solucion de tincion SybrGreen. Preparada diluyendo SybrGreen (Invitrogen) en agua destilada
estéril en la proporcién 1:100.
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3.6. Microscopia

Solucion de fijacion. De igual manera que en citometria de flujo, las células de E. coli, S.
tyhpimurium y B. subtilis se fijaron en etanol a una concentracién final del 70 % (v/v). Las de V.
cholerae se fijaron en paraformaldehido al 1 % (p/v) y glutaraldehido al 0,05 % (v/v).

4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Preparado a 50 ug/ml en agua destilada y estéril y
conservado a -20 °C. Utilizado a 0,5 ug/ml.

Preparacion del portaobjetos. Se utilizé una solucion caliente de agar al 1 % (p/v) en NaCl
0,9 % (p/v), previamente filtrada a través de poros de 0,8 um de didmetro. Justo antes de
usarla se mezclé con DAPI a una concentracién final de 0,5 ug/ml. La mezcla caliente se
extendid sobre el portaobjetos y se colocd un cubreobjetos sobre el agar, para obtener una
superficie plana donde depositar la muestra. Tras solidificar la mezcla se retird el cubreobjetos
y se permitid que el agar se secara de 2 a 5 minutos a 37 °C.

4. MEDIOS DE CRECIMIENTO

Medio minimo M9. Preparado afiadiendo 100 ml de la solucién salina M9, 10 ml de una
solucién de CaCl, 0,01 M, 10 ml de MgS0,4 0,1 M, 10 ml de una solucidn de los aminoacidos
requeridos por la estirpe a 2 mg/ml, 10 ml de una solucién de tiamina a 0,2 mg/ml a 860 ml de
agua destilada que contienen 4 g de glucosa, glicerol o succinato. Todas las soluciones se
esterilizan previamente por separado. En algunos casos, este medio se enriquece con una
solucion de caseina hidrolizada (casaminodcidos) hasta una concentracion final del 0,1 % (p/v).
Para el crecimiento de las estirpes utilizadas para el analisis del nUmero de copias de plasmido,
mediante la medida de la expresion de la construccion pBAD-GFPmut2 (Tabla 2), el medio fue
ademas suplementado con arabinosa a una concentracion final del 0,2 %.

Medio minimo AB. Preparado afiadiendo 200 ml de la solucién A en 800 ml de la solucién B. El
medio se complementa afadiendo glucosa a una concentracion final del 0,2 % (p/v), el
aminoacido serina a 100 ug/ml, casaminoacidos al 0,5 % (p/v) y tiamina a 0,2 mg/ml.

La solucion A se prepara disolviendo 2 g de (NH,4),SO,4, 6 g de Na,HPO,, 3 g de KH,PO,4, 3 g
de NaCl y 0,011 g de Na,SO,4 en 200 ml de agua destilada. Posteriormente se esteriliza en el
autoclave.

La solucidon B se prepara afiadiendo 1 ml de una solucién de CaCl, 0,1 M, 1 ml de MgCl, 1 M
y 1 ml de FeCl; 0,003 M a 797 ml de agua destilada estéril. Las soluciones se autoclavan
previamente por separado.

Medio rico Luria-Bertani (LB). Preparado disolviendo 10 g de bactotriptona (Oxoid), 5 g de
extracto de levadura (Oxoid) y 10 g de NaCl en 1000 ml de agua destilada. El pH se ajusta entre
7,2y 7,4y se esteriliza en el autoclave.

Medio sdlido rico Nutrient-Broth con timidina (NAT). Se disuelven 8 g de caldo nutritivo
Nutrient-Broth y 20 g de agar en 1000 ml de agua destilada. Se esteriliza en el autoclave y
posteriormente se complementa con 5 ug/ml de timidina estéril.

5. ENZIMAS

DNA polimerasa Taq. Suministrada por Promega a una concentracion de 5 U/ml, junto con
una solucién de MgCl, 25 mM y su tampon de dilucion concentrado 10 veces.
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Lisozima. Se utiliza en soluciones recién preparadas a 2 mg/ml, que se mantienen a 0 °C hasta
Su uso.

RNasa II-A pancreatica. Preparada a 2 mg/ml en Tris HCl 10 mM (pH 7,5). Se incubé 10
minutos a 90 °C para eliminar las posibles DNasas. Conservada a -20 °C.

6. MARCADORES DE DNA, OLIGONUCLEOTIDOS Y SECUENCIAS
6.1. Marcadores para electroforesis

Marcador A Hindlll. Suministrado por Stratagene (N° catalogo 201109) a una concentracién de
500 ug/ml. Presenta ocho fragmentos de DNA con un rango de tamarios entre los 125 pb y los
23,13 kb. Utilizado a una concentracion final de 50 ng/ul.

Marcador GeneRuler 1kb DNA ladder. Suministrado por Fermentas (N° catdlogo SM0313) a
una concentracion de 100 ug/ml. Presenta fragmentos de DNA con un rango de tamafios entre
250 pb y 10 kb. Utilizado a una concentracién final de 100 ng/ul.

6.2. Oligonucledtidos

Los oligonucledtidos usados como cebadores en las reacciones de PCR cuantitativa (qPCR)
se detallan en la Tabla 3. Fueron disefiados con la aplicacién Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000),
teniendo en cuenta las recomendaciones sobre temperatura de fusion (Tm) y tamafio del
producto establecidas por Thornton y Basu (Thornton y Basu, 2011). La casa SIGMA Genosys
los suministré en estado liofilizado y una vez disueltos a una concentracion de 100 uM se
conservaron a -20 °C. Se emplearon a una concentracién final de 12,5 pM.

Tabla 3. Oligonucledtidos usados como cebadores en las reacciones de qPCR.

Nombre Secuencia Secuencia amplificada Tamano del
producto
gfpl 5-TGGTTTGTCTGCCATGATGT-3’
GFPmut2 282 pb
gfp2 5-TTCGCGTATGGTCTTCAATG-3’
oriC1 5’-GCACTGCCCTGTGGATAACAA-3’ oriC, origen de replicacién del 66 pb
oriC2 5’-ACAGTTAATGATCCTTTCCAGGTTG-3’ | cromosoma de E. coli
xasAl 5’-TGGGTGTTCTGGCGGAA-3’ Término de replicacion del 50 pb
xasA2 5’-TCCCGCGAGAAGGACCA-3’ cromosoma de E. coli
oriSt-1 5-AATGCGTTGGAAAGGATCAC-3’ Origen de replicacion 62 pb
oriSt-2 5’-TCCCAGCTTATACGGACCAC-3’ cromos6mica de S. typhimurium
terSt-1 5-TCGAGGTAACGCAACATCTG-3’ Término de replicacion del 103 pb
terSt-2 5-GCTTTACTGCTGCGGTTTTC-3’ cromosoma de S. typhimurium
oriBs-1 5’-CAATCGGGGAAAGTGTGAAT-3’ Origen de replicacion del 113 pb
oriBs-2 5’-GTAGGGCCTGTGGATTTGTG-3’ cromosoma de B. subtilis
terBs-1 5’-ATACCGGTCTTTGCATGAGC-3’ Término de replicacion del 79 pb
terBs-2 5’-CTGGAGCTTAGCCCCTTCTT-3’ cromosoma de B. subtilis
oriVcl-1 5’-AGGAGCAGGATCTTTGTGGA-3’ Origen de replicacion del 146 pb
oriVcl-2 5-TTAGATCCCAAGGTGGCTGT-3’ cromosoma I de V. cholerae
terVcl-1 5’-CCTTTTGCTTGGCGTAAAAA-3’ Término de replicacion del 104 pb
terVcl-2 5’-TTAACAGCACCAAGCGACTG-3’ cromosoma I de V. cholerae
oriVcll-1 5’-CGGATCGATGATCAAGAGGT-3’ Origen de replicacion del 73 pb
oriVcll-2 5’-GCCTGACATCGACCGTAAAT-3’ cromosoma Il de V. cholerae
terVcll-1 5’-GCCAAATGGTGTACATGCTG-3’ Término de replicacion del 59 pb
terVcll-2 5’-AATGCCGATATCCACTTTGC-3’ cromosoma Il de V. cholerae
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6.3. Secuencias

Las secuencias utilizadas en este trabajo para el analisis de los origenes de replicacion
mediante las curvas Z y la localizacion de sitios SIDD, asi como para el disefio de
oligonucledtidos para qPCR, se listan en la Tabla 4.

7. KITS

SsoAdvanced SYBR Green Supermix. Suministrado por Bio-Rad (N° catdlogo 172-5260).
Contiene un tampon que incluye todos los componentes necesarios para reacciones de qPCR,
excepto los cebadores y el DNA molde. Conservado a -20 °C y en oscuridad. Utilizado para la
determinacién del nimero de copias de plasmidos por PCR cuantitativa.

DyNAmo Flash SYBR Green gPCR kit. Suministrado por Thermo Scientific (N° catdlogo F-416).
Contiene un tampon que incluye todos los componentes necesarios para reacciones de qPCR,
excepto los cebadores y el DNA molde. Conservado a -20 °C y preservado de la luz. Utilizado
para determinacién del nimero de copias de plasmidos y de secuencias de DNA por PCR

cuantitativa.

Tabla 4. Secuencias consultadas en este trabajo y datos para su acceso.

. . Numero de Base de datos Uso en este
Secuencia (especie) L. i K
acceso (nucledtidos analizados) trabajo
Cromosoma completo (E. coli est. K12) | NC_000913 NCBI (1..4639675) CurvaZ
Cromosoma completo (S. enterica NC_003197 NCBI (1..4857432) CurvaZ
serovar Typhimurium)
Cromosoma completo (B. subtilis est. NC_000964 NCBI (1..4214630) CurvaZ
168)
Cromosoma I completo (V. cholerae 01 | NC_002505 NCBI (1..2961149) CurvaZ
biovar El Tor est. N16961)
Cromosoma Il completo (V. cholerae 01 | NC_002506 NCBI (1..1072315) CurvaZ
biovar El Tor est. N16961)
oriC! (E. coli K12) ORI10020001 DoriC (3923716..3923983) | qPCR, SIDD
xas? (E. coli K12) NC_000913.2 NCBI (1566978..1568513) | gPCR
oriC! (S. typhimurium) ORI10020009 DoriC (4083931..4084217) | qPCR, SIDD
tus3 (S. typhimurium) AE006468.1 NCBI (1545400..1546329) | qPCR
oriC! (B. subtilis) ORI10010005 DoriC (1751..1938) qPCR, SIDD
rtp3 (B. subtilis) NC_000964.3 NCBI (2017095..2017463) | qPCR
oriC! (V. cholerae, cromosoma I) ORI10020003 DoriC (2961047..234) qPCR, SIDD
VC13894 (V. cholerae, cromosoma I) NC_002505.1 NCBI (1480408..1480587) | qPCR
oriC! (V. cholerae, cromosoma II) ORI10030009 DoriC (247..1133) qPCR, SIDD
VC_A05994 (V. cholerae, cromosoma II) | NC_002506.1 NCBI (535461..536366) gPCR
oriS! (F) NC_002483.1 NCBI (48136..48352) SIDD
oriV! (F) NC_002483.1 NCBI (45934..46135) SIDD
oriR! (P1) NC_005856.1 NCBI (62688..62929) SIDD
oril (pSC101) K00042.1 NCBI (1..670) SIDD
oriR1! (R1) AF129504 NCBI (2625..3416) SIDD
oril (ColE1) v00270.1 NCBI (1..602) SIDD
ori! (ColE1; p15A) V00309 NCBI (764..1026) SIDD
oril (ColE1; pBR322) J01749.1 NCBI (2534..3122) SIDD

Lori, oriC, oriS, oriV, oriR, oriR1: origen de replicacién de los cromosomas y plasmidos indicados.
2 xas: gen proximo al término de la replicaciéon en el cromosoma de E. coli.
3tus, rtp: genes codificadores de la proteina de terminacidn de la replicacién en S. tyhpimurium y B. subtilis, respectivamente.

4V(C1389, VC_A0599: genes para una proteina hipotética situada en la regién diametralmente opuesta al origen de replicacién en los

cromosomas [ y II, respectivamente, de V. cholerae.
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Métodos

1. CRECIMIENTO DE ESTIRPES

Al inocular con una colonia un medio liquido adecuado para su crecimiento no todas las
células comienzan a estar fisioldgicamente activas a la vez. Con el fin de conseguir que todas
las células de un cultivo liquido estuvieran en la fase de crecimiento dptima para la realizacién
de los experimentos, se inoculd un volumen de 1 a 2 ml con una sola colonia de la estirpe
objeto de trabajo. Este cultivo se incubd durante una noche a la temperatura y en el medio de
cultivo en los que se iba a llevar a cabo el experimento, con o sin aireacién, dependiendo de la
estirpe y de las condiciones de crecimiento, de modo que se consiguieran cultivos turbios pero
no en fase estacionaria avanzada. Los cultivos en fase exponencial se obtuvieron por dilucién
del cultivo nocturno en medio fresco, en la proporcion adecuada para cada tipo de
experimento, e incubacién con aireacion en bafios de agitacién orbital a la temperatura
deseada.

El crecimiento en masa de un cultivo liquido se determind por aumento de la absorcién en
un espectrofotdmetro Spectronic Genesys 20 (Thermo Scientific). Para los cultivos de bacterias
utilizados en el apartado 1 de Resultados, la absorcién se determind a 450 nm de longitud de
onda cuando el cultivo era crecido en medio minimo, con o sin casaminoacidos, y a 600 nm
cuando crecia en medio rico. Para los cultivos utilizados en el apartado 2 de Resultados, la
absorcién se determind a 488 nm, debido a que la cuantificacion de la proteina GFP en estas
estirpes mediante espectrofluorimetria requiere el uso de esta longitud de onda. Para realizar
la medida de absorbancia se utilizaron tubos estériles de 1 cm de paso de luz previamente
precalentados a la temperatura de crecimiento del cultivo. El volumen utilizado para realizar la
medida se devolvié al cultivo de donde se tomé.

El tiempo de generaciéon, T, se obtuvo mediante la representacién en grafica
semilogaritmica de los valores de absorcién del cultivo bacteriano a lo largo del tiempo de
crecimiento y determinando, a partir de esta representacién, el tiempo en que la masa se
duplica. La tasa o velocidad de crecimiento, p, se obtuvo considerando el tiempo de
generacion y expresandolo como duplicaciones / hora.

El crecimiento en medio sélido se requirié para la seleccién, comprobacidn o conservacién
de las estirpes en uso. La siembra de las estirpes se consiguid mediante extension, por
agotamiento o haciendo uso de un palillo sobre el medio sdlido adecuado para cada objetivo,
selectivo o no, en placas Petri y se incubaron en posicion invertida en estufas que aseguraban
la temperatura deseada.

2. CAMBIO DE LAS CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Todos los cambios de las condiciones de crecimiento, llevaran o no implicito un cambio de
temperatura, se hicieron con todo el material precalentado a la temperatura posterior del
crecimiento.

El cambio de la temperatura de incubacién de un cultivo creciendo exponencialmente se
realizé cuando éste alcanzé una absorbancia entre 0,06 y 0,08.

La rifampicina es un antibidtico que se une a la subunidad f de la RNA polimerasa
bacteriana, inhibiendo su actividad y deteniendo asi la transcripcion. El cloranfenicol se une a
la peptidil transferasa, el rRNA 23S de la subunidad 50S del ribosoma bacteriano, inhibiendo la
sintesis de proteinas. Ambos antibidticos han sido ampliamente utilizados en estudios sobre la
replicacién bacteriana como inhibidores de la iniciacidn, al ser esta etapa dependiente de la
transcripcion y la sintesis de proteinas (Bremer y Churchward, 1977; Lark, 1972; Messer, 1972).
El tratamiento con rifampicina o cloranfenicol se realizé afiadiendo el antibiético al cultivo
creciendo exponencialmente cuando éste alcanzé una absorbancia entre 0,06 y 0,08. Los
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antibidticos se utilizaron para la inhibicion de posteriores inicios de replicaciéon, a una
concentracion final entre 50 y 300 ug/ml en el caso de la rifampicina y entre 200 y 250 ug/ml
en el caso del cloranfenicol. Cuando se realizd el tratamiento simultdaneo de cambio de la
temperatura de incubacién y adicién del antibidtico, se procedié en primer lugar al cambio de
temperatura e inmediatamente después a la adicidn del inhibidor de los inicios. El momento
de la adicion del antibidtico se considerd el tiempo cero de este tratamiento.

3. CONSERVACION DE LAS ESTIRPES BACTERIANAS

La conservacién de las estirpes durante largos periodos de tiempo se llevd a cabo por
congelacion a -80 CC de un cultivo liquido en glicerol al 40 %. Este procedimiento permite que
la estirpe permanezca viable durante mas de 5 afos.

Para la conservacion de estirpes durante periodos de tiempo de hasta dos semanas y para
permitir su uso inmediato a partir de colonias aisladas y purificadas, las estirpes se
conservaron a 4 °C en placas Petri con el medio sdélido adecuado. Las estirpes que iban a ser
utilizadas durante cada etapa del trabajo se obtuvieron por extension de 10 a 20 ul del
volumen conservado a -80 °C sobre una placa de medio sélido. A partir de esta primera
extension se obtuvieron colonias aisladas a las que se les comprobaron sus caracteristicas
genéticas especificas. Las colonias bacterianas con las que se trabajé se obtuvieron mediante
siembra por agotamiento de wuna colonia comprobada y correcta. Trascurridas
aproximadamente dos semanas, las estirpes comprobadas y conservadas en placa se
traspasaban a placas con medio fresco para continuar trabajando con ellas.

4. MEDIDA DE LA SINTESIS DE DNA Y ANALISIS DE HIR
4.1. Marcaje de DNA in vivo

El progreso de la sintesis de DNA se determind mediante la cuantificacion de timidina
tritiada (*H-TdR) incorporada en el DNA a diferentes tiempos. La timidina trifosfato (TTP) es un
nucledtido especifico de la sintesis de DNA. Las células sintetizan este nucleétido a partir de
desoxiuridina monofosfato (dUMP), que es transformado en timidina monofosfato (TMP) por
la enzima timidilato sintetasa, producto del gen thyA. Este monofosfato es fosforilado hasta
trifosfato (TTP) para ser utilizado en la sintesis del DNA y su exceso es degradado por la
timidilato quinasa (tdk) a timidina (TdR) y por la timidina fosforilasa (ttp) el nucledsido pasa a
timina (T). La adicién de la base o del nucledsido a una estirpe silvestre hace que la mayor
parte sea degradada (O’Donovan, 1978), aunque también una bacteria Thy" puede usar la ruta
degradativa para sintetizar TMP a partir de timina o timidina exdgenas sin los problemas de
una posible limitacién del nucleétido que presentan las bacterias Thy. En este trabajo, para
conseguir el marcaje del DNA se afiadié al medio de crecimiento uridina en concentraciones
altas, 1,5 mM, que inhibe la timidina fosforilasa (ttp), y 1 ug/ml de TdR, por lo que la
concentracién de TdR en la célula fuerza su incorporacion en el DNA a partir del nucledsido
exogeno (Budman y Pardee,1967; Beachman et al., 1968; Pritchard, 1974).

Para llevar a cabo el marcaje del DNA de un cultivo creciendo en medio liquido, se diluyo el
cultivo nocturno en el mismo medio conteniendo uridina 1,5 mM, 1 ug/ml de TdR y 1 uCi/ml
de *H-TdR. La toma de muestras y todos los tratamientos de estos cultivos comenzaron tras un
tiempo de incubacidn en este medio radiactivo no inferior a tres generaciones.
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4.2. Medida de la sintesis de DNA

Para cuantificar la incorporacién de *H-TdR en el DNA se tomaron alicuotas de 200 ul y se
depositaron en tubos que contenian 3 ml de dacido tricloracético (TCA) al 5 % a 0 °C.
Transcurridos no menos de 30 minutos, para permitir la precipitacion del material insoluble en
el 4cido, el volumen de cada tubo se filtré a través de un filtro Wathman GF/C de fibra de
vidrio de 24 mm de diametro, previamente humedecido en agua destilada. Se lavaron los
tubos con TCA al 5 % y se filtré este volumen a través del mismo filtro, y finalmente los filtros
se lavaron 2 veces con agua destilada. Los filtros se secaron a 60 °C y posteriormente se
colocaron en viales a los que se afiadid 3 ml de la mezcla de centelleo (apartado 3.2 de
Materiales). La medida de la cantidad de *H-TdR incorporada al DNA se llevé a cabo en un
contador de centelleo liquido Beckman LS 3801.

4.2.1. Medida de la sintesis de DNA en crecimiento exponencial

El valor de la cantidad de radiactividad incorporada al DNA en las muestras tomadas a
diferentes tiempos a lo largo del crecimiento es equivalente a la cantidad de DNA presente en
el cultivo y se utilizé para calcular la relacién DNA/masa (dpm/absorbancia x 1000).

4.2.2. Medida de la sintesis de DNA tras la inhibicion de los inicios de
replicacion

La inhibicién del inicio de nuevos ciclos de replicacion se llevé a cabo por adicion de
rifampicina o cloranfenicol. En el momento del comienzo del tratamiento se tomaron varias
muestras de 200 ul del cultivo que se precipitaron en acido tricloroacético (TCA). Se continud
con la toma de alicuotas y su precipitacién a diferentes tiempos hasta al menos un tiempo
igual al doble del tiempo de generacidon de la estirpe estudiada.

La cantidad de DNA acumulada por el cultivo tras el comienzo del tratamiento inhibidor se
determind por la relacion de las dpm en las que se estabiliza la acumulacion relativas a las dpm
en el momento del comienzo de la inhibicion. Esta sintesis relativa de DNA, ADNA o AG, esta
relacionada con el niumero medio de ciclos de replicacion por cromosoma en un cultivo
bacteriano creciendo exponencialmente, n, por la expresién (Sueoka y Yoshikawa, 1965;
Churchward et al., 1981):

2"nln2 2" — @G

AG

2" -1 G

Segun la ecuacion anterior, y conocido el AG experimentalmente, se determind n utilizando
la aplicacion REPLICON v10.3 (Jiménez-Sanchez y Guzman, 1988). El nimero medio de origenes
por cromosoma en el cultivo exponencial serd igual a 2".

4.2.3. Medida de la sintesis de DNA tras induccion de inicios de
replicacion por estrés térmico: analisis de HIR

Para cuantificar la induccidon térmica del inicio de la replicacion en un cultivo creciendo
exponencialmente a 30 °C, cuando el cultivo alcanzé una absorbancia entre 0,06 y 0,08,
medida a 450 nm si el crecimiento es en medio minimo o a 600 nm si el medio es rico, se
transfirid una alicuota a 41 °C. Inmediatamente después al cambio de temperatura se anadié
rifampicina o cloranfenicol y se tomaron varias muestras de 200 ul que se precipitaron en TCA.
A continuacion se procedié de igual forma con la parte del cultivo que permanecié a 30 °C. Se
continud con la toma de muestras y su precipitacion hasta al menos un tiempo igual al doble
del tiempo de generacidén de la estirpe.
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La cantidad de DNA acumulado por un cultivo tras inhibir el inicio de nuevos ciclos de
replicacién esta en funcidén del nimero de origenes por cromosoma que tiene el cultivo en el
momento de iniciar el tratamiento inhibidor. La mayor acumulacién de DNA por un cultivo tras
el cambio de temperatura indica que se inducen inicios de replicacion extras.

El porcentaje de origenes que inician inducidos por el cambio de temperatura se cuantificé
a partir de los valores de acumulacién de DNA tras la inhibicién a baja temperatura y tras el
cambio a 41 °C. La determinacion del niumero de ciclos de replicacidon por cromosoma, n, a
partir del AG en las condiciones de induccidon de nuevos inicios daria una sobreestimacién
debido a que si estos puntos sintetizan cromosomas completos se alcanzara una acumulacion
de DNA superior a la de una distribucion aleatoria de estos puntos en el cromosoma, como
ocurre durante el crecimiento exponencial.

Si tras el tratamiento inductor de los inicios de las replicaciones extras en un porcentaje de
origenes, i, se inhiben las posteriores iniciaciones mediante la adicién de rifampicina o
cloranfenicol, el contenido final de DNA sintetizado serd 2" (i+1) y la cantidad de DNA
acumulada relativa a la inicial en el momento de la inhibicién sera por tanto:

_2"(i+1)nh2 1_2”(i+1)—G
B 2n —1 B G

AG

donde n se calcula a partir de los datos de acumulacién tras la adicién de rifampicina a baja
temperatura e i, la proporcion de origenes donde se induce la iniciacién, es la Unica variable
desconocida (Jiménez-Sanchez y Guzman, 1988).

5. AISLAMIENTO DE DNA
5.1. DNA cromosomico

Para el aislamiento del DNA cromosdémico bacteriano se partid de un cultivo nocturno
obtenido por la inoculacion de 10 ml de LB con una colonia aislada de la estirpe de interés. El
cultivo se centrifugd a 15465 g durante 10 minutos a 4 °C, se retird el sobrenadante y el
precipitado se resuspendid en 1,6 ml de tampdn STE (apartado 3.1 de Materiales). Del lisado
celular obtenido se eliminaron las proteinas mediante la extraccion con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (apartado 3.1 de Materiales; apartado 6.1 de Métodos) y
se procedid a la precipitacion del DNA cromosdmico por adicién de un décimo del volumen de
acetato potasico 3 M (pH 5,2) y un volumen de isopropanol o bien dos volimenes de etanol,
mezclando bien después de cada adicién. Se mantuvieron las muestras a -80 °C durante un
minimo de 30 minutos, y posteriormente se recuperd el DNA precipitado centrifugando a
10300 g durante 10 minutos a 4 °C y eliminando el sobrenadante en su totalidad. El
precipitado se resuspendié en 40 ul de tampdn TE, y la solucidn resultante se traté con RNasa
II-A a 50 ug/ml durante 30 minutos a 37 °C. EI DNA aislado se conservo a 4 °C.

5.2. DNA plasmidico

Los métodos que se llevan a cabo para la extraccion y purificacion de DNA plasmidico
incluyen los siguientes pasos: crecimiento de un cultivo bacteriano, recogida y lisis de las
bacterias y purificacién del DNA plasmidico.

La eleccién de los métodos de aislamiento de DNA plasmidico utilizados durante la
realizacion de este trabajo ha dependido del nimero de copias del plasmido en la célula asi
como de la cantidad de DNA que se necesitaba. El método de lisis alcalina se utilizé para aislar
DNA de plasmidos de alto nimero de copias a partir de un volumen mediano de cultivo
(Birnboim, 1983). Cuando el aislamiento requirié conseguir una mayor cantidad de DNA se
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extrajo a partir de mayores volumenes de cultivo y la separacién del DNA plasmidico se llevé a
cabo por el procedimiento de precipitacién con polietilenglicol (Sambrook et al., 1989). Las
soluciones utilizadas en ambos protocolos se describen en el apartado 3.1 de Materiales.

5.2.1. Aislamiento por lisis alcalina

Se inocularon 50 ml de medio rico LB con el antibiético apropiado con una colonia de la
estirpe portadora del plasmido y se incubd el cultivo durante una noche a la temperatura de
crecimiento de la bacteria, 30 °C 6 37 °C, con agitacidon vigorosa, hasta alcanzar la fase
estacionaria. Se centrifugd el cultivo a 10740 g durante 10 minutos a temperatura ambiente,
se elimind el sobrenadante y se resuspendié el sedimento en 8 ml de solucién de resuspension.
Seguidamente se afnadieron 5 ml de la solucidn de lisis alcalina y se mezcld por inversién para
evitar la rotura mecanica del DNA. Se incubé la mezcla en un bafio con agua a 65 °C durante 20
minutos. Después de este tiempo, a la mezcla se le afiadieron 6 ml de la solucién de acetato
potasico y se mantuvo a 0 °C durante 30 minutos. Se centrifuga la mezcla a 10740 g durante 5
minutos y a 4 °C y se recupera el sobrenadante en otro tubo. Se precipité el DNA mediante
adicion de un volumen de isopropanol (unos 20 ml) y tras mezclar bien se centrifugdé a 10740 g
durante 10 minutos y a 20 °C, eliminando después todo el sobrenadante. El sedimento
obtenido se disolvio en 500 ul de tampdn TE con RNasa Il-A a 50 ug/mly se incubé 30 minutos
a 37 °C. La solucién final de DNA se conservo a 4 °C.

5.2.2. Aislamiento por el método de precipitacion con polietilenglicol
(PEG)

Inicialmente, se obtuvo un cultivo liquido denso de la estirpe portadora del plasmido en
250 ml de medio rico LB con el antibidtico apropiado a 30 °C 6 37 °C, segun la temperatura
Optima de crecimiento de la estirpe. El cultivo se centrifugd a 10954 g durante 10 minutos a
4 °C, se elimind el sobrenadante y mediante aspiracién se seco el sedimento bacteriano. Las
células se resuspendieron en 20 ml de una solucién de Tris-sacarosa y se mantuvieron en hielo
durante 5 minutos. Pasado este tiempo se adicionaron 20 ml de una solucion de EDTA-tritén-
lisozima y se mezcld con la suspensiéon celular por inversion suave del tubo. La mezcla
resultante se mantuvo durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
incubo el tubo con las células en un bafio con agua a 70 °C durante 20 minutos. El lisado
obtenido se centrifugd a 10740 g durante 30 minutos a 4 °C. El sedimento con los restos
celulares se elimind con un palillo de dientes estéril y se procedidé a la concentracion del DNA
del sobrenadante. Para ello se afiadid un volumen igual de una solucién de PEG-NaCl y se
incubo a 4 °C durante al menos 6 h. A continuacién, se centrifugd la mezcla a 10740 g durante
15 minutos a 4 °C y posteriormente se elimind el sobrenadante en su totalidad. Para finalizar,

el sedimento se resuspendid en 50 ul de tampdn TE con RNasa II-A a 50 ug/ml y se incubd 30
minutos a 37 °C. La solucién final de DNA se conservé a 4 °C.

6. PURIFICACION Y CONCENTRACION DE DNA

6.1. Purificacion mediante extraccion con fenol:cloroformo

Tras el tratamiento con enzimas proteoliticas a lisados celulares y cuando no se requerian
otras medidas adicionales de purificacién, la eliminacién de las proteinas de una solucién de
acidos nucleicos se realizé por el procedimiento de extraccion de la solucién acuosa con una
mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y posteriormente con cloroformo para eliminar
los residuos de fenol de la preparacion (apartado 3.1 de Materiales).
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A la solucion de acidos nucleicos se afiadid un volumen igual de la mezcla de fenol y se
mezclaron los componentes por agitacion hasta formar una emulsion que se mantuvo a 0 °C
durante 15 minutos. Las fases acuosa y organica se separaron por centrifugacion a 10300 g
durante 5 minutos a temperatura ambiente y se recuperd la fase acusa. La fase organica y la
interfase se volvieron a extraer anadiendo un volumen igual de TE para conseguir una mayor
recuperacion y, tras mezclarse y mantenerse 15 minutos a 0 °C, de nuevo se separaron las
fases por centrifugacién y se recogio la fase acuosa, que se unio al primer volumen recuperado.
Estos pasos se repitieron hasta que las proteinas no eran visibles en la zona de la interfase. A la
solucién acuosa final obtenida se afnadié el mismo volumen de cloroformo, se mezclaron y se
separaron las fases por centrifugacion, y finalmente se recuperd la fase acuosa que contenia
los acidos nucleicos en solucién.

6.2. Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa

Cuando fue necesario obtener DNA plasmidico con menor grado de contaminacién por
DNA cromosémico, se procedid a la purificaciéon de fragmentos de DNA a partir de geles de
agarosa.

En primer lugar, se separaron y localizaron en un gel de electroforesis las distintas
conformaciones de la molécula plasmidica y se distinguieron de los restos de cromosoma. Se
corté la porcion del gel que contenia el plasmido en forma circular covalentemente cerrada
(superenrollada). Cada porcion se transfirié a un tubo Eppendorf perforado en el fondo, que
contenia lana de vidrio estéril silanizada con un espesor de 3 a 4 mm y que estaba acoplado a
otro Eppendorf, en el que se recogera el eluido tras centrifugacién. El corte del gel dentro de
los tubos acoplados se mantuvo a -20 °C entre 15 y 30 minutos para permitir su congelacién, y
posteriormente se centrifugd a 2500 g durante 10 minutos. Con el fin de recuperar la maxima
cantidad de DNA, tras la primera centrifugacién, al tubo superior se afiadieron 100 ul de
tampodn TE (apartado 3.1 de Materiales) y se volvid a centrifugar en las mismas condiciones.

6.3. Concentracion de DNA mediante precipitacion

Para concentrar soluciones de DNA se procedi6 a su precipitacion con isopropanol o etanol.
A la solucién de DNA se afadid acetato potasico (pH 5,2) a una concentracion final de 0,3 M,
se mezclaron suavemente y se afiadid un volumen de isopropanol o bien dos volimenes de
etanol, que de nuevo se mezclaron bien. El preparado se mantuvo a -80 °C durante 30 a 60
minutos para facilitar la precipitacién y el DNA se recuperd centrifugando a 10300 g durante
15 minutos a 4 °C y eliminando el sobrenadante. Los restos de sobrenadante se eliminaron
secando los tubos al vacio y con calor en el concentrador CentriVap (Labconco). EI DNA
precipitado y seco se resuspendié en el volumen deseado de tampdn TE (apartado 3.1 de
Materiales).

7. ELECTROFORESIS DE DNA

La separacion, identificacion y purificacion de fragmentos de DNA se llevé a cabo mediante
electroforesis en geles de agarosa. La concentracion de agarosa del gel dependié del tamafio y
la conformacidon del DNA que se pretendia separar, generalmente oscilando entre 0,6 % vy
0,8 % (p/v). Las electroforesis se realizaron aplicando una intensidad de corriente constante,
para evitar el sobrecalentamiento del tampdn de electroforesis, cuyo valor dependio del grado
de resolucion que se pretendia obtener. Para la preparacion del gel y como tampdn de
electroforesis se utilizé TAE (apartado 3.4 de Materiales). Las electroforesis se llevaron a cabo
en presencia del colorante fluorescente bromuro de etidio a una concentracién de 0,5 ug/ml
incorporado tanto en el gel como en el tampdn, que aunque reduce la movilidad del DNA
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permite su visualizacién durante y al final de la electroforesis cuando se ilumina el gel con luz
ultravioleta de onda corta. Las electroforesis se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

Las muestras a cargar en el gel se mezclaron previamente con 1/6 de volumen de una
solucién de BBF 6x (apartado 3.4 de Materiales). La sacarosa que contiene la solucion
incrementa la densidad de la muestra, facilitando y asegurando su entrada en los pocillos del
gel. A su vez, el azul de bromofenol confiere color a la muestra y permite seguir a simple vista
el recorrido de las muestras durante la electroforesis, teniendo en cuenta que el colorante
migra hacia el anodo aproximadamente igual que un fragmento de DNA lineal de doble cadena
de 300 pb.

8. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE DNA POR ESPECTROFOTOMETRIA

Para cuantificar la concentracion de DNA de una muestra, se determind la absorcion de la
solucién de DNA a 260 nm mediante el uso de una cubeta de cuarzo utilizando el
espectrofotometro GeneQuant™ de Pharmacia. Una absorbancia de 1 a 260 nm corresponde
aproximadamente a 50 ug/ml para DNA de doble cadena. Para determinar la pureza de la
muestra se mididé también la absorcion a 280 nm. La relaciéon DO 260 nm/DO 280 nm es una
estimacion de la pureza de la muestra; una solucién de DNA puro tendra un valor de 1,8 para
esta relacién, mientras que si hay contaminacion con proteinas o fenol esta relacion disminuira.

9. TRANSFORMACION

Para la elecciéon de los métodos de transformacién de células bacterianas con DNA
plasmidico se tuvo en cuenta el nimero de copias del plasmido a transformar y la dificultad en
crear permeabilidad en la bacteria. El método de cloruro calcico fue el utilizado por lo general,
y en los casos en que la transformacién presentaba mayor dificultad se procedié con la
electroporacioén.

9.1. Transformacion por el método de cloruro calcico

El método consiste en el tratamiento de células con soluciones de CaCl, a 0 °C seguido por
un breve calentamiento, induciendo de este modo el estado de competencia en la bacteria
receptora durante el cual es capaz de introducir moléculas de DNA de diferente procedencia
(Cohen et al., 1972; Mandel y Higa, 1970).

A partir de una dilucién 1:50 de un cultivo nocturno crecido en LB de la estirpe a
transformar, se obtuvo un cultivo entre 0,3 y 0,4 unidades de absorbancia a 600 nm
creciéndolo con agitacién vigorosa a la temperatura dptima de crecimiento de la estirpe. Para
cada transformacion se tomaron 3 ml del cultivo, se mantuvieron 20 minutos a 0 °C y se
recogieron las células centrifugando a 10740 g durante 10 minutos a 4 °C.

Las células se resuspendieron en la mitad del volumen de cultivo tomado inicialmente de
una solucion Tris-Ca a 0 °C (apartado 3.3 de Materiales), se mantuvieron 20 minutos a 0 °Cy se
recuperaron por centrifugacion. El sedimento se concentrd en 1/15 del volumen inicial de la
solucién Tris-Ca. El volumen obtenido se dividio en alicuotas de 0,2 ml que se pasaron a tubos
de vidrio enfriados previamente a 0 °C, donde se mantuvieron 2 horas. Tras este tratamiento
se afiadid el DNA plasmidico en tampdn TE. La cantidad de DNA plasmidico afiadida por
transformacion fue como maximo 40 ng disueltos en 100 ul de TE. Se mezclaron las células y el
DNA suavemente y se mantuvieron 30 minutos mas a 0 °C. Posteriormente la mezcla se
transfirio a un bafio de agua a 42 °C y se mantuvo durante 2 minutos, para provocar la entrada
del DNA.
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La expresién de la resistencia al antibiético codificada por el DNA plasmidico, adquirida por
las células transformadas, se permitié afiadiendo 1 ml de LB a la suspensién celular e
incubandola en un bafio con agua a 30 °C 6 37 °C, segun la temperatura de crecimiento
requerida por la estirpe, con agitacion muy suave durante 2 horas. La seleccién de los
transformantes se llevd a cabo extendiendo la suspension celular sobre placas de medio rico
selectivo, con el antibidtico al cual el plasmido confiere resistencia en la concentracion final
adecuada, e incubandolas de 14 a 16 horas a 30 °C 6 37 °C hasta la aparicion de colonias.

9.2. Transformacion mediante electroporacion

Alternativamente al método del cloruro de calcio se empleé el método de la
electroporacion, ya que proporciona una eficiencia en la transformacion de 10 a 20 veces mas
alta que la obtenida con los mejores métodos quimicos.

A partir de una dilucién 1:100 de un cultivo nocturno en LB de la estirpe a transformar, se
obtuvo un cultivo entre 0,5 y 0,8 unidades de absorbancia a 600 nm creciéndolo con agitacion
vigorosa a la temperatura éptima de crecimiento. En este momento, el cultivo se pasé a0 °Cy
se mantuvo 20 minutos, después se recogieron las células mediante centrifugacion a 15475 g
durante 15 minutos a 4 °C. Las células se resuspendieron en el mismo volumen que se tomd
inicialmente del cultivo de agua bidestilada a 0 °C. Se centrifugaron de nuevo y el sedimento se
disolvié en % del volumen inicial de cultivo de agua bidestilada a 0 °C. Se volvié a centrifugar y
ahora las células se resuspendieron en 1/50 del volumen inicial de cultivo de glicerol al 10 % en
agua bidestilada a 0 °C. Tras una ultima centrifugacidn, las células se concentraron 1/500 del
volumen inicial en glicerol al 10 %. Esta suspensidn final contiene células electro-competentes,
capaces de incorporar moléculas de DNA de diferente procedencia, a una concentracion
aproximada de 1-3- 10° células/ml. Estas células pueden utilizarse inmediatamente o bien
almacenarse a -80 °C durante aproximadamente 6 meses.

Una vez conseguidas las células electrocompetentes, se mezclaron 40 ul de la suspensién
celular con 1 6 2 ul de DNA plasmidico disuelto en un tampdn de baja fuerza idnica, y la mezcla
se mantuvo a 0 °C durante 1 minuto. Todo este proceso se realizé manteniendo la mezcla de
células y plasmidos en hielo. La preparacion se transfiri6 al fondo de una cubeta de
electroporacion de 0,2 cm a 0 °C que se colocé en la cdmara de electroporacién y se sometid a
un pulso constante de 12,5 KV/cm durante 5 milisegundos usando el electroporador Gene
Pulser™ de Bio-Rad ajustado a 25 uF, 2,5 KV y 200 Q. Se sacé la cubeta de la cdmara y se le
anadié inmediatamente 1 ml de LB, se resuspendieron las células y se transfirieron a un tubo
de cristal para su incubacién a 30 °C 6 37 °C durante 2 horas con agitacion muy suave. Esta
incubacion permite la expresién de la resistencia al antibidtico codificada por el DNA
plasmidico adquirida por las células transformadas. Finalmente, la seleccion de los
transformantes se llevd a cabo del mismo modo que en el método de cloruro calcico
(apartado 9.1 de Métodos).

10. CITOMETRIA DE FLUJO
10.1. Fundamento teérico de la citometria de flujo

Partiendo de una suspensién celular, la citometria de flujo permite medir simultdneamente
la fluorescencia y la dispersion de la luz de células individuales en un gran ndmero y en un
corto espacio de tiempo. De esta forma, pueden cuantificarse diferentes constituyentes
celulares utilizando fluorocromos especificos para cada uno de ellos. Por otro lado, la
dispersion de la luz permite obtener informacion relativa al tamafio y la forma de la célula
(Boye et al., 1983; Steen, 1980; Steen y Boye, 1981). La citometria de flujo es, por tanto, una
técnica completa y eficaz para caracterizar poblaciones celulares.
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En el citometro de flujo las células son transportadas por un flujo laminar de agua a través
de un haz de luz de la longitud de onda adecuada para excitar el colorante empleado. Tanto la
emision del fluorocromo como la luz dispersada son enviadas por medio de un sistema de
lentes a fotomultiplicadores que transforman los pulsos de luz en impulsos eléctricos que
finalmente son procesados por un ordenador (Shapiro, 1995).

Para el desarrollo experimental de este trabajo se emplearon diversos citémetros. Un
citometro Bryte HS de Bio-Rad, equipado con una lampara de xendn, en el que utilizando
bloques de filtros intercambiables puede seleccionarse la longitud de onda de excitacidn, asi
como la que se desea registrar en los tubos fotomultiplicadores. Durante una estancia breve
en Dinamarca se hizo uso de los citdmetros de Apogee A10, equipado con una lampara de
mercurio, y A40-military, con laseres intercambiables. Adicionalmente, se empled un
citometro de flujo Cytomics FC 500 de Beckman Coulter, equipado con un laser de argon,
disponible en los Servicios de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de Extremadura.

10.2. Tratamiento y analisis de las muestras
10.2.1. Tratamiento de los cultivos y fijacién de las células

Se analizaron muestras de cultivos tratados con rifampicina o cloranfenicol y cefalexina
durante 4 horas a 30 °C o tras el cambio de temperatura a 41 °C. El tratamiento con
rifampicina o cloranfenicol permite que las bacterias completen las replicaciones que tienen
en marcha en el momento del comienzo del tratamiento, dando lugar a cromosomas
completos, y la cefalexina impide la division celular. El nimero final de cromosomas por célula
dependera de las rondas de replicacion que estén en marcha en la célula en el momento del
tratamiento inhibidor.

Para fijar las células se tomaron alicuotas de 0,4 ml de cultivo, se les afiadié etanol hasta
una concentracion final del 70 % (v/v) y se mantuvieron a 4 °C. En el caso de las células de
Vibrio cholerae, fue necesario fijar las células en paraformaldehido 1 % (p/v) y glutaraldehido
0,05 % (v/v) (Saint-Dic et al., 2008). Las células fijadas pueden ser almacenadas hasta 4 meses
a 4 °C para su analisis posterior.

10.2.2. Tinciéon con mitramicina-bromuro de etidio

Para la tincion de las células fijadas se empled una mezcla de mitramicina y bromuro de
etidio (apartado 3.5 de Materiales). La mitramicina se une al DNA de modo especifico mientras
que el bromuro de etidio se une tanto al DNA como al RNA. Puesto que la tincidon con
mitramicina no permite obtener una sefial detectable por el citometro de flujo, para
cuantificar el contenido de DNA por célula se hace uso del solapamiento de los espectros de
emision de la mitramicina y de absorcion del bromuro de etidio. La longitud de onda de
excitacion empleada es la de la mitramicina, mientras que, a esta longitud de onda, la
excitacion del bromuro de etidio es practicamente nula. La luz emitida por la mitramicina
excita al bromuro de etidio y la longitud de onda de emisidn detectada es la del bromuro de
etidio. De este modo es posible cuantificar exclusivamente la cantidad de DNA por célula,
siendo despreciable la fluorescencia correspondiente al bromuro de etidio unido al RNA. Se
utilizé esta tincidn para las muestras analizadas en el citdmetro de flujo Bryte HSy en los A10 y
A40-military.

Para la preparacién de las muestras se tomaron 1,5 ml de la suspension de células fijadas
en etanol y 0,4 ml de las fijadas en paraformaldehido y glutaraldehido vy, tras precipitar las
células por centrifugacién, el sedimento se lavd con 1 ml del tampdn de tincién Tris-Mg vy
finalmente se resuspendié en 100 ul del mismo tampdn. A esta suspensién se afiadié igual
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volumen de la solucidon de tincion mitramicina-bromuro de etidio. La mezcla se mantuvo un
minimo de 30 minutos a 4 °C en oscuridad antes de ser analizada.

Dado que el tamafio medio de una célula de E. coli es de aproximadamente 0,5 um de
diametro, tanto las soluciones de tincion como el agua empleada para la obtencién del flujo
laminar en el citdmetro de flujo se filtraron usando membranas con poros de 0,22 um de
diametro (Millipore Millex G-V). De este modo se consigue aumentar la relacidén sefial/ruido
detectada por los fotomultiplicadores.

10.2.3. Tincién con PicoGreen o SybrGreen

Las muestras que fueron analizadas en el citdmetro Cytomics FC500 fueron tefiidas con
PicoGreen o SybrGreen, colorantes excitables a 488 nm y que emiten con maxima intensidad
en el verde (525 nm) con una alta produccién de fluorescencia (Marie et al., 1997; Dragan et
al., 2010). El fluorocromo PicoGreen es especifico del DNA, con gran afinidad por el DNA de
doble cadena (dsDNA), y ha sido disefiado para cuantificar estas moléculas en solucién sin que
la presencia de RNA interfiera con la emisién de fluorescencia del complejo PicoGreen-dsDNA
(Haugland, 1992). SybrGreen es un colorante intercalante utilizado para estudiar el ciclo
celular por citometria de flujo en eucariotas y requiere el uso de RNasa para evitar la
fluorescencia emitida por su unién al RNA (revisado en Diaz et al., 2010). Esta tincién también
se empled en muestras analizadas en el citémetro Bryte HS.

Para la preparacion de las muestras se procede de un modo parecido al caso anterior. Se
tomaron 1,5 ml de la suspension de células fijadas en etanol y 0,4 ml de las fijadas en
paraformaldehido y glutaraldehido, las células se precipitaron por centrifugacién y el
sedimento se lavd con 1 ml de tampdn TE una o dos veces. Posteriormente las células se
resuspendieron en 1 ml de TE y, en el caso de las muestras posteriormente tefiidas con
SybrGreen, se trataron con RNasa a una concentracion final de 50 ug/ml durante 15 minutos a
37°C. A este volumen se afiadié 1 wl de la solucién de tincidon PicoGreen o SybrGreen (apartado
3.5 de Materiales). Las muestras tefiidas con PicoGreen o SybrGreen se mantuvieron en
oscuridad a 0°C durante 3 horas o media hora, respectivamente, antes de ser analizadas.

10.2.4. Analisis de las muestras

Para calibrar el instrumento se utilizaron esferas fluorescentes de 2,5 um de didmetro
suministradas por Invitrogen y se dispusieron los objetivos y el cono de inyeccién de la
muestra de modo que el coeficiente de variacién fuese inferior a 1,5 y el valor medio de la
sefial correspondiente a las esferas se situara en el canal 100 en el caso del citdmetro de flujo
Bryte HS (la intensidad maxima corresponde al canal 256) y en el canal 500 en el Cytomics FC
500 (escala de 1024 canales).

Finalmente se analizaron las muestras tenidas en el citdmetro ajustando el flujo de modo
gue se computaran entre 500 y 1000 células por segundo. Se examinaron entre 20000 y 60000
células de cada muestra. Los archivos obtenidos se analizaron utilizando el software para
citometria Apogee v1.7, y para la representacion el nimero de células obtenido se hizo
relativo a un total de 60000 en todos los archivos. Cada muestra fue analizada por citometria
al menos 3 veces, procedente de cultivos y experimentos realizados en diferentes dias, y los
resultados se consideraron validos si se obtuvieron en los tres casos los mismos perfiles.
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11. DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS POR VOLUMEN
11.1. Analisis de células viables

Se tomaron alicuotas de cultivos exponenciales de las estirpes de interés a lo largo del
crecimiento. Las alicuotas fueron diluidas de manera seriada en TM9 para posteriormente
extender la suspensién celular en placas de medio rico, que se incubaron a la temperatura de
crecimiento de la bacteria entre 16 y 48 horas. El factor de dilucién se eligié en cada caso de
modo que tras la siembra en placa se obtuviera un nimero de colonias por placa entre 30 y
300. El nimero de colonias obtenidas corregido con el factor de dilucién se representd
graficamente frente a la absorbancia del cultivo y se trazaron lineas de regresioén lineal para
determinar el nimero de unidades formadoras de colonias presentes por mililitro (cfu/ml) a lo
largo del crecimiento.

11.2. Recuento con citometro de flujo

A partir de cultivos creciendo exponencialmente, se tomaron alicuotas a lo largo del
crecimiento. Las muestras tomadas se diluyeron hasta una absorbancia de 0,01 en NaCl al
0,9 % (p/v) mantenido a 0 °C. Tanto el medio de cultivo como la soluciéon de NaCl empleados
fueron previamente filtrados a través de filtros de 0,22 um de didmetro de poro. Las muestras
diluidas se mantuvieron en hielo hasta que se realizd el analisis.

Previamente al analisis, se tomaron 990 ul de cada una de las muestras y se mezclaron con
10 wl de una dilucién 1:100 de una solucion calibrada de microesferas fluorescentes
(CountBright Absolute Counting Beads, Molecular Probes), de modo que en cada muestra la
concentracion final de microesferas fuera conocida (10 esferas/ul). El volumen de muestra
analizado se calcula a partir del nimero de microesferas contabilizadas y se utiliza, junto con el
numero de células registradas, para calcular la concentracion celular en la muestra analizada.

El recuento de las células se llevd a cabo en un citdmetro Cytomics FC 500. Para cada
muestra individual se realizaron al menos tres recuentos de 100 microesferas, a una velocidad
entre 50 y 150 eventos por segundo. Posteriormente se calculd el promedio de células
detectadas para cada muestra en ese volumen, y a partir de ese dato se obtuvo el nimero de
células/ml para cada absorbancia.

12. DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS DE MINICROMOSOMAS Y
PLASMIDOS

La proteina de fluorescencia verde (GFP) de Aequorea victoria ha sido ampliamente
utilizada en biologia molecular desde su clonacidn al constituir un método no invasivo y que
permite el analisis in vivo (Prasher et al., 1992). La fluorescencia de GFP es atribuida a un
cromoéforo que se forma mediante una reaccion de ciclacion postraduccional, con la
consecuente oxidacion de tres aminoacidos presentes en la proteina, lo que produce la
emision de luz (Prasher et al., 1992; Cody et al., 1993; Heim et al., 1994). La formacion del
cromoéforo es un proceso de primer orden que presenta multiples pasos que se corresponden
con una fase de retardo, anterior a la emisién de luz por el fluoréforo (Heim et al., 1994). Se
han desarrollado variantes de GFP que mejoran la reaccién de plegamiento o disminuyen la
vida media de esta proteina que es extremadamente estable (Cormack et al., 1996; Li et al.,
1998).

En este trabajo se ha analizado, por espectrofluorimetria y por citometria de flujo, la
fluorescencia emitida por células portadoras de minicromosomas o plasmidos que contienen
la construccién pBAD-GFPmut2 (Lobner-Olesen, 1999). La mutacion mut2 de GFP lleva a la
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sustitucion de tres aminoacidos en la proteina, produciéndose un cambio en el espectro de
absorcién de GFP, ademas de un plegamiento mas efectivo de la proteina, lo que da lugar a un
aumento en la fluorescencia emitida a 488 nm de hasta 20 veces con respecto a la proteina
GFP silvestre (Cormack et al., 1996).

Para el analisis de la fluorescencia de la proteina GFP, a no ser que se indique otra cosa, los
cultivos fueron crecidos en medio minimo M9 con glicerol como fuente de carbono,
suplementado con casaminoacidos al 0,1 % (p/v) y con arabinosa al 0,2 % (p/v), para la
induccién de GFPmut2, y en presencia del antibidtico al que cada plasmido confiere resistencia
segln la estirpe analizada (apartado 2.1 de Materiales). La concentracién de arabinosa
utilizada se considera la éptima para el promotor pBAD (Canghai et al., 2004).

12.1. Espectrofluorimetria

12.1.1. Medida del numero de copias en cultivo exponencial mediante
espectrofluorimetria

Se recogieron muestras a lo largo del crecimiento exponencial del cultivo, desde una
absorbancia de 0,1 a 488 nm, y cada 60 minutos, hasta un total de 5 horas. Las alicuotas
tomadas fueron diluidas hasta aproximadamente 0,1 unidades de absorbancia a 488 nm, en el
mismo medio de crecimiento mantenido a 0 °C, procurando obtener un volumen minimo de 2
ml.

Las medidas de la fluorescencia por espectrofluorimetria fueron realizadas en un
espectrofotémetro de fluorescencia Perkin Elmer 650-40 equipado con una ldampara de xenon.
Las longitudes de onda de excitacion y emision fueron fijadas a 488 y 505 nm respectivamente
(Cormack et al., 1996), y tanto la rejilla de excitacion como la de emisién del monocromador
de excitacién fueron fijadas en 5. La ganancia de la sefial se fijo en alta. Para las medidas se
empled una cubeta estandar de vidrio con las cuatro caras dpticamente pulidas. Antes de
tomar el valor, se permitié que la sefial de fluorescencia se estabilizara durante unos 30
segundos.

El valor de fluorescencia obtenido por espectrofluorimetria debe ser corregido por el efecto
de filtro interno ocasionado por el aumento en la absorbancia de la muestra. La intensidad de
fluorescencia corregida viene determinada por la siguiente ecuacién (Lakowick, 1983):

Aygg + A505)

FLcorregida ~ FLobtenida * antilog ( 5

Para el analisis de los resultados, los datos obtenidos mediante esta ecuacidon se hicieron
relativos a la absorbancia a 488 nm de la muestra diluida para calcular los valores medios de
fluorescencia de GFP corregida con respecto a la masa (FL/masa).

12.1.2. Medida de la induccidon de la replicaciéon en minicromosomas y
plasmidos tras estrés térmico mediante espectrofluorimetria

Para el andlisis de la replicacién termoinducida, las bacterias portadoras de los
minicromosomas o plasmidos se crecieron y, a una absorbancia de 0,06 y 0,08, a 488 nm, parte
del cultivo se transfirid a 41 °C. Se tomaron los valores de fluorescencia emitidos por muestras
de los cultivos a lo largo del crecimiento exponencial a 30 °C y tras el cambio a 41 °C. Estos
valores, una vez corregido el efecto de filtro interno, se hicieron relativos a la absorbancia del
cultivo medida a 488 nm. Los valores Flcoregida/ DO (FL/masa) obtenidos se hicieron todos
relativos a la media del valor obtenido a 30 °C y se representaron frente al tiempo de la toma
de muestras, obteniendo asi la evolucion de esta relacién a lo largo del cultivo bacteriano a
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30 °Cy tras el cambio de temperatura. El aumento del nimero de copias de minicromosomas y
plasmidos obtenido a 41 °C respecto a 30 °C se calculd a partir del valor de FL/masa final
obtenido a 41 °C respecto al valor medio obtenido a 30 °C.

12.2. Citometria de flujo

12.2.1. Medida del numero de copias en cultivo exponencial mediante
citometria de flujo

Las muestras se recogieron durante el crecimiento exponencial desde una absorbancia de
0,1 a 488 nm cada 60 minutos, hasta 5 horas totales. Para el analisis por citometria de flujo, las
muestras tomadas se diluyeron hasta una absorbancia aproximada de 0,01 a 488 nm en
tampdn NaCl al 0,9 % (p/v) mantenido a 0 °C y procurando un volumen final minimo de 2,5 ml.
El medio de cultivo y la solucion de NaCl empleados para la citometria de flujo fueron
previamente filtrados a través de filtros de 0,22 um de didmetro de poro. Las muestras
diluidas se mantuvieron en hielo hasta que se realizd el analisis.

El anadlisis de la fluorescencia de GFP se llevd a cabo en un citdmetro Cytomics FC 500
equipado con un laser de argdn capaz de excitar las moléculas de GFP a 488 nm. Para asegurar
la estabilidad de las medidas, la posicion de las sefales emitidas por esferas fluorescentes,
excitables a 488 nm y de 2,5 um de diametro, fue fijada en el canal 65 para fluorescencia y en
el canal 500 para la dispersion o scattering de la luz.

En total fueron analizadas 20000 células por muestra a una velocidad entre 300 y 600
células por segundo. La distribucion de la fluorescencia emitida se recogidé en una escala lineal
y se tomo el valor medio de la distribucion. Este valor indica la media de fluorescencia de GFP
por célula en el cultivo (FL/célula).

12.2.2. Medida de la induccion de la replicaciéon en minicromosomas y
plasmidos tras estrés térmico mediante citometria de flujo

Para estudiar por citometria de flujo la replicacién termoinducida, se crecieron las estirpes
portadoras de los plasmidos y cuando el cultivo alcanzé absorbancia entre 0,06 y 0,08 medida
a 488 nm, se transfirié parte a 41 °C. Se determinaron los valores de fluorescencia emitidos
por muestras de los cultivos a lo largo del crecimiento exponencial a 30 °C y tras el cambio a
41 °C. Estos valores se hicieron relativos a la media de todas las medidas realizadas a lo largo
del crecimiento a 30 °C, que se mantuvieron estables, y se representaron frente al tiempo de
toma de muestras, obteniendo asi la evolucién de esta relacion a lo largo del cultivo
bacteriano a 30 °C y tras el cambio de temperatura. Del mismo modo que en el caso de la
espectrofluorimetria, la induccion de la replicacién obtenida a 41 °C respecto a 30 °C se calculd
a partir del valor de fluorescencia final obtenido a 41 °C respecto al valor medio obtenido a
30 °C.

13. PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL

La PCR cuantitativa a tiempo real, o reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa,
abreviada qPCR, es un método que se utiliza para la deteccidén, amplificacidon y cuantificacion
precisa, sensible y rapida de secuencias de acidos nucleicos. El principio y la meta de la
tecnologia de la PCR, ideada por Kary Mullis en 1987 (Mullis y Faloona, 1987), es incrementar
especificamente una diana a partir de una cantidad indetectable de material original. En la PCR
clasica, las moléculas resultantes al final de la amplificacién pueden analizarse en un gel de
electroforesis para la deteccion de un producto especifico. En la PCR a tiempo real este paso se
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puede obviar, puesto que la tecnologia combina la amplificacion del material genético con la
deteccién inmediata de los productos generados en el tubo en el que tiene lugar la reaccidn.

En este trabajo se ha utilizado el método de la qPCR para el analisis de la replicacion
cromosémica y la determinacion del nimero de copias de plasmido.

13.1. Toma de muestras

Se emplearon dos tipos de muestras para las reacciones de gqPCR. Por una parte, para la
obtencidon de rectas de calibraciéon se utilizdé DNA cromosdmico y plasmidico. EIl DNA se aisld
mediante el procedimiento de precipitacidon con polietilenglicol a partir de cultivos crecidos en
medio rico LB durante 24 horas a 37 °C con agitacion vigorosa (apartado 5.2.2 de Métodos).
Posteriormente el DNA cromosdmico se purificd por tratamiento con fenol:cloroformo
(apartado 6.1 de Métodos) y se concentrd por precipitaciéon (apartado 6.3 de Métodos). En el
caso de los plasmidos, el DNA se sometidé a una electroforesis y se selecciond y corté la banda
correspondiente al DNA circular covalentemente cerrado para cada plasmido. EIl DNA
plasmidico fue purificado desde el fragmento de gel por centrifugacion a través de lana de
vidrio (apartado 6.2 de Métodos). Se determind la concentracion del DNA aislado y purificado
por absorcién a 260 nm (apartado 8 de Métodos). Con las suspensiones de DNA obtenidas, se
hicieron diluciones seriadas en tampon TE hasta abarcar un rango dindmico de
concentraciones de seis unidades logaritimicas y poder obtener una recta de calibrado precisa
de la reaccion de qPCR.

El segundo tipo de muestras consistid en suspensiones celulares. La toma de muestras para
el estudio de la replicacién cromosdmica se especifica en los correspondientes apartados de
Resultados (1.4.1 y 1.4.2) y sigue un protocolo similar al que se describe a continuacién para
plasmidos. Para el andlisis del nUmero de copias de plasmido, se tomaron alicuotas de 1 ml de
cultivos creciendo exponencialmente a 37 °C, en el medio adecuado, cuando el cultivo alcanzé
una absorbancia entre 0,1 y 0,2 medida a 488 nm. Estas alicuotas se congelaron rapidamente
para provocar la rotura de las células. Para la preparacion de las reacciones de qPCR, se
descongelaron las células y se afiadid 1 ul de la suspension celular a la mezcla de reaccidn. En
el caso del uso de células para comprobar la eficiencia de la reaccidn, se prepararon diluciones
en tampén TE de las muestras para obtener la recta de calibrado. Las muestras de
suspensiones celulares se emplearon para el trazado de las rectas de calibracién y para el
analisis de muestras problema (Carapuca et al., 2007).

13.2. Condiciones de la reaccion

Para el estudio de Ila replicacion cromosdmica mediante gPCR, se disefiaron
oligonucledtidos que se usaron como cebadores para amplificar secuencias contenidas en el
origen de replicacion y préoximas al término para todos los cromosomas de las estirpes
estudiadas. Para el andlisis del nimero de copias de plasmido de la serie pALO se disefaron
cebadores para la amplificacidon de una parte de la secuencia de la proteina GFP, presente en
todos los plasmidos analizados (Tabla 2 de Materiales). Para simplificar la programacién del
termociclador con las condiciones de la reaccidn, se procurd disefiar todos los oligonucledtidos
con la misma temperatura de fusién. Los oligonucledtidos empleados en este trabajo se listan
en la Tabla 3 y fueron disefiados mediante la aplicacion Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000).

Los experimentos se realizaron con un termociclador iCycler iQ modelo 170-8720 de Bio-
Rad y utilizando el kit para gPCR DyNAmo Flash Sybr Green de Thermo Scientific (apartado 7
de Materiales). Se prepararon muestras por triplicado para cada reaccién en un volumen final
de 20 ul. Cada tubo de reaccion contenia 1 ul de muestra (DNA purificado de concentracién
conocida o células), 1 ul de cada uno de los cebadores a una concentracién final de 12,5 pM,
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10 wl de la master mix 2x del kit de Thermo Scientific, y agua hasta completar 20 ul. En el caso
de que la muestra fuera DNA plasmidico purificado, se afiadié también 1 ul de células
congeladas de MC1000 (sin plasmido) de modo que la concentracion de células en el tubo
fuera la misma que en las muestras problema, para aproximar las condiciones de ambas
reacciones lo mas posible. El nimero de células por ml se calculd por diluciones seriadas y
siembra en placa (apartado 11.1 de Métodos). Como controles negativos, en todos los
experimentos de gPCR, se incluyeron tubos conteniendo 20 ul de agua y también tubos con la
mezcla de reaccion y los cebadores, pero sin afiadir el DNA molde.

Tras una desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 2 minutos, la reaccion de amplificacidén en
cadena transcurrid en las siguientes etapas: desnaturalizacion a 95 °C durante 1 minuto,
hibridacion de los cebadores al DNA molde a 60 °C durante 1 minuto y polimerizacién a 72 °C
durante 2 minutos. Estas etapas se sucedieron durante 35 ciclos, para acabar finalmente con
una ultima etapa de extension de 10 minutos a 72 °C y el mantenimiento de los productos de
la gPCR a 4 °C indefinidamente.

Sistematicamente, y con la finalidad de analizar la especificidad de los productos
resultantes de la qPCR, tras completar los 35 ciclos de amplificacion se disefié una nueva etapa
de disociacion consistente en el aumento progresivo de la temperatura desde la temperatura
de hibridacién, 60 °C, hasta 95 °C, incrementando la temperatura 0,5 °C cada 30 segundos.
Durante estos pasos la sefial de fluorescencia fue continuamente monitorizada para obtener la
curva de fusion (Figura 10). A la temperatura de fusidn a la que la muestra se desnaturaliza, se
puede detectar una rdpida caida en la fluorescencia apareciendo un pico en la curva de
disociacién cuando se representa la primera derivada de la sefial de fluorescencia con respecto
a la temperatura. En la Figura 10 se observa que todas las muestras tratadas en el experimento
mostrado presentaron la caida de la fluorescencia a la misma temperatura de fusion, que en la
representaciéon de la primera derivada aparece como un Unico pico a la temperatura de fusién
del par de cebadores gfpl y gfp2 (83,5 °C). Por tanto la pareja de cebadores empleada es
adecuada para la amplificacién especifica del producto de interés, parte de la secuencia de
GFP.
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Figura 10. Andlisis de la curva de fusion realizado con el software iCycler iQ™ de Bio-Rad para la pareja de
cebadores gfpl y gfp2, representando la primera derivada de la fluorescencia frente a la temperatura de
disociacion.
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13.3. Determinacion de la relacion origen/término en cromosomas

Se empled la técnica de gPCR para estudiar la replicacion cromosémica en bacterias
mediante la determinacion del nimero de copias relativo de las secuencias del origen y el
término de la replicacidon en el cromosoma. A partir de los datos obtenidos de las reacciones
de gPCR realizadas con diluciones seriadas en base 10 del DNA cromosdémico aislado,
purificado y de concentracidon conocida, se representaron los valores de Ct frente al logaritmo
de la concentracion inicial de la muestra (Figura 11). La recta de calibrado se generd por
regresion lineal de los puntos representados y se determind el valor de su coeficiente de
correlacién lineal R%. Para cada uno de los cromosomas estudiados, se trazé una recta estandar
de calibrado a partir del DNA bacteriano aislado y otra utilizando las muestras tomadas
directamente del cultivo celular y congeladas, con el fin de comprobar que la eficiencia con
ambos tipos de muestra es similar y préoxima al 100 %. En este trabajo se ha calculado la
eficiencia para todas las parejas de cebadores empleadas, obteniéndose en todos los casos
valores cercanos al 100 % con hasta un 15 % de desviacién estdndar. En ambos casos se
utilizaron diluciones seriadas de las muestras para abarcar un minimo de 5 unidades
logaritmicas de concentracién en el trazo de las rectas de calibrado. Las parejas de cebadores
empleadas se incluyen en la Tabla 3.

Ajustada la eficiencia de la reaccidn de gPCR en torno al 100%, se puede determinar la
cuantificacion relativa de un gen o secuencia de interés con respecto a otro gen o secuencia de
referencia, tanto en muestras problema como en muestras control. En el estudio de la
replicacién cromosdmica y HIR, la secuencia de interés es oriC, la secuencia de referencia es el
término o una region proxima al término de la replicacién (Tabla 4), las muestras problemas
son los cultivos creciendo exponencialmente a 30 °C y tras el cambio de la temperatura de
incubacion a 41 °C y la muestra control es un cultivo en estado estacionario. La secuencia de
referencia debe presentar una cantidad constante y sin regulacién dependiente de factores
como el momento del ciclo celular o la temperatura. En este trabajo se utiliza como referencia
la secuencia del término que se presenta en una cantidad de una por cromosoma y que se
considera constante a lo largo del ciclo celular.

30 T T T T T
2
R" =0,9969
Pendiente = -3,3029
25 | 4
4 20 | B
()
15 | B
10 1 1 1 1 1
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

[ng/ul]
Figura 11. Recta estandar de calibrado para determinar el rango dindmico lineal de la qPCR de DNA

plasmidico. Se representa el Ct frente al logaritmo de la concentracién de DNA de triplicados de cada
concentracion (las barras indican la desviacidn tipica).
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Si la eficiencia en la amplificacion de una secuencia de referencia es la misma que la de la
secuencia de interés, se puede utilizar el método comparativo AACt para la su cuantificacién
relativa (Livak y Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2006). En este modelo, primero se normalizan los
datos obtenidos para la secuencia de interés que se pretende cuantificar con respecto a la
secuencia de referencia, tanto en la muestra problema como en la muestra control a la que se
desea comparar.

Ctsec. interés — Ctsec. referencia

ACtmuestra problema
ACtmuestra control = Ctsec. interés — Ctsec. referencia

A partir de estos valores se calcula la diferencia entre el Ct normalizado (ACt ) de la muestra
problemay el Ct normalizado de la muestra control:

AACt = ACtmuestra problema — ACtmuestra control

Finalmente, la cuantificacion del gen de interés respecto al gen de referencia en la muestra
problema, relativa a esta relacién en la muestra control, se obtiene con la siguiente ecuacién:

R= 2 —AACt

Este método asume que las reacciones con todas las parejas de cebadores tienen la misma
eficiencia. Cuando la eficiencia en la amplificaciéon de un gen o secuencia de referencia no es la
misma que la eficiencia del gen o secuencia de interés, es necesario utilizar un método que
tenga en cuenta ambas eficiencias. El método descrito por Pfaffl (2001) permite calcular la
cantidad relativa (R) de una secuencia de interés en base a la eficiencia (E) y a la desviacién del
Ct de una muestra problema en funcidon de una muestra control, expresando la relacion en
comparacion a una secuencia de referencia (Pfaffl, 2001).

)ACtseC. interés (control—problema)

(Esec. intere
sec. interés
R =

(Esec referencia)ACtsec' referencia (control—problema)

13.4. Construccion de rectas estandar para cuantificacion del namero de
copias de plasmido

La eficiencia de la amplificacion de la gPCR viene determinada por la pendiente de la recta
estandar de calibracion. Si en cada ciclo se incrementa la cantidad de DNA al doble de la
cantidad que habia en el ciclo anterior, tedricamente, para una diferencia de 10 veces en la
cantidad de DNA se esperaria un valor de 3,322 ciclos. Esto se representa por la siguiente
relacion (Lee et al., 2006; Hildenbrand et al., 2011):

— = 3,322
log1p2

Para cada plasmido estudiado, se trazé la linea de regresién lineal o recta estandar de
calibracién con el fin de determinar la eficiencia de la pareja de cebadores para la secuencia de
la proteina GFP en la reaccién de gPCR planteada. En la Figura 11 se muestra la recta de
calibracién obtenida para un rango de diluciones seriadas del plasmido p15A aislado por el
procedimiento de precipitacion con polietilenglicol y purificado por centrifugacion a través de
lana de vidrio (apartados 5.2.2 y 6.2 de Métodos). La concentracién del plasmido en cada una
de las diluciones se determind por absorcién a 260 nm (apartado 8 de Métodos). Esta recta se
trazd para todos los plasmidos analizados, procurando abarcar un minimo de 5 unidades
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logaritmicas de concentracion de DNA utilizada. De este modo el calculo de la eficiencia de la
reaccion de gPCR es mas acertado, puesto que se reduce la posible variacion matematica en la
pendiente de la recta. Se trazaron rectas tanto a partir de DNA plasmidico aislado y purificado
como a partir de muestras con células congeladas, para asegurar una eficiencia cercana al
100 % en ambos tipos de reacciones.

A partir de la pendiente de la recta de calibrado, se puede calcular la eficiencia de la
reaccion mediante la siguiente ecuacién (Rasmussen, 2001):

E= 10—1/pendiente

Utilizando esta ecuacién, una pendiente de -3,322 daria un valor de eficiencia igual a 2, que
indica una eficiencia del 100 %. Si la reaccién de PCR tuviera presenta una eficiencia menor al
100 %, la sensibilidad en la deteccién de productos es menor. Con eficiencias superiores al
100 % se sobreestima la eficacia real de la amplificacidon (Pfaffl, 2006). En todas las rectas
estandar obtenidas en este trabajo se consiguié una eficiencia del 100 % con un margen de
desviacion estandar hasta del 15 %.

Teniendo en cuenta que un par de bases tiene un peso molecular medio de 660 Da o g/mol,
y que el nimero de Avogadro representa el nimero de moléculas / mol, se calcula el nimero
de copias correspondiente a cada plasmido (pcn) mediante la siguiente expresion (Whelan et
al., 2003):

cantidad de DNA (g) x 6,022 - 1023 (nlj_i)l)

pcn =
longitud del plasmido (pb) x 660 ( i)

mol

Una vez trazada la recta estandar de calibracion a partir de los datos obtenidos de muestras
de DNA de concentracion conocida, por extrapolacion se puede determinar la cantidad de DNA
de una muestra problema vy, por tanto, el nimero de copias de plasmido presente en la
muestra. Conociendo el numero de células por ml en cada cultivo, determinado por siembra
en placa (apartado 11.1 de Métodos), fue posible calcular el nUmero de copias por célula en
cada muestra.

14. MICROSCOPiA DE CONTRASTE DE FASE Y EPIFLUORESCENCIA

La microscopia de contraste de fase permite visualizar la morfologia de las bacterias,
gracias a la combinacidon de la luz difractada por las células con la luz no difractada que pasa a
través de las mismas. Por otra parte, la fluorescencia emitida por un fluoréforo permite
analizar la distribucidon de un componente celular. En este trabajo se combinan ambas técnicas
para analizar el tamafio de las células y la distribucién del DNA.

14.1. Preparacion de las muestras

Se trabajé con muestras de cultivos fijadas siguiendo la misma metodologia empleada para
la fijacion de células para citometria (apartado 10.2.1 de Métodos). Las células fijadas se
rehidrataron tomando una alicuota de cada muestra, centrifugando a 12091 g durante 10
minutos a 4 °C y resuspendiendo el sedimento en 50 ul de tampdn TrisMg (apartado 3.5 de
Materiales).

Sobre los portaobjetos de microscopia se crearon microplacas de agar con DAPI (apartado
3.6 de Materiales). Se tomaron 10 ul de la suspensidn celular y se colocaron sobre la superficie
plana de las microplacas de agar con DAPI para permitir su tincion. La preparaciéon se dejo
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secar y la muestra se cubrié con un cubreobjetos para su analisis en el microscopio. Estos
procesos se llevaron a cabo en oscuridad para evitar la excitacién del fluoréforo.

14.2. Analisis de las muestras

Para la visualizacidn de las muestras se utilizd un microscopio Nikon modelo Eclipse E600. El
microscopio dispone de una lampara de alta presién de mercurio, modelo HB-10104AF de
Nikon, y un filtro UV-2A para seleccionar la emisién de luz ultravioleta con la que excitar al
DAPI. Esta equipado con una camara fotografica digital Hamamatsu modelo C4742-95-10NR y
el software IpLab (Scanalytics) para la captura de imagenes.

En los casos en los que fue posible identificar con claridad nucleoides fluorescentes densos
suficientemente separados y definidos en el interior de las células, en las imagenes obtenidas
por epifluorescencia, se determiné el nimero de nucleoides por célula analizando un total de
entre 180y 420 células en cada muestra.

15. ANALISIS DE SECUENCIAS DE ORIiGENES DE REPLICACION

La apertura de la doble hélice de DNA es un evento esencial en la regulacién de procesos
celulares tales como replicacion, transcripcion, reparacion y recombinacion. Este hecho hace
interesante un estudio computacional para analizar las propiedades de las secuencias de DNA.
En este trabajo se han utilizado el andlisis de la curva Z y la prediccién de sitios SIDD (stress-
induced DNA duplex destabilization) de alta probabilidad de desestabilizacién por estrés.

15.1. CurvalZ

Una estrategia util para localizar los origenes de replicacion en el genoma de cualquier
especie procariota, arquea o eucariota, es el analisis de la curva Z. Se trata de una
representaciéon geométrica tridimensional a partir de la secuencia de nucledtidos de un
genoma. Los componentes de la curva Z representan tres distribuciones independientes que
describen la secuencia estudiada, que son la distribucidon de bases puricas con respecto a las
pirimidinicas, de bases amino con respecto a bases ceto, y de los enlaces por puentes de
hidrogeno triples con respecto a los dobles. La representacion de estas variables puede usarse
para predecir origenes de replicacién, ya que en los origenes existen distribuciones de
nucledtidos en torno a oriC diferentes a la media del genoma, e incluso con el analisis de las
curvas Z se ha propuesto la presencia de mas de un origen de replicacién en el genoma de
algunas bacterias (Gao, 2015).

Las curvas Z para las secuencias de los organismos incluidos en la base de datos DoriC
estan accesibles a través de la aplicacion disponible en la direccion web
http://tubic.tju.edu.cn/doric/index.php (Gao y Zhang, 2007; Gao et al., 2013). En este trabajo
se han obtenido las curvas Z correspondientes a las secuencias de los origenes indicadas en la
Tabla 4. De estas representaciones se han extraido los datos mds relevantes relativos a la
composicion del genoma y de la secuencia del origen de replicacidn, y se recogen en la Tabla 5.
Se puede comprobar que para cada uno de los cromosomas estudiados el porcentaje de pares
AT es mayor en la secuencia oriC que en el genoma completo. En la Tabla 6 se resumen la
definicion y las caracteristicas de los diferentes tipos de oriC segun la clasificacion empleada en
la identificacion y el anadlisis de las secuencias candidatas a origen que se efectla para el
trazado de las curvas Z (Gao y Zhang, 2007). Los factores de clasificaciéon son el numero de
secuencias de unién de DnaA, la distancia entre oriC y dnadA, y la distancia entre oriCy el valor
minimo de la curva de disparidad de pares GC en relacidén con el tamafo del cromosoma.
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Tabla 5. Informacién sobre el genoma y el oriC de los cromosomas bacterianos de E. coli AB1157, S.
typhimurium LT2, B. subtilis BG214 y V. cholerae ALO 2495 extraidos de la base de datos DoriC.

Estirpe (cromosoma) Genoma oriC
Tamafio (Kpb) % AT Tamafio (b) % AT Secuencias de Tipo *
unién de DnaA
E. coli AB1157 4,639 49,21 378 56,61 112 2
S. typhimurium LT2 4,857 47,78 378 55,56 4b 2
B. subtilis BG214 4,214 56,48 188 62,77 20°¢ 1
V. cholerae AL0O2495 (1) 2,961 55,30 337 63,20 64d 2
V. cholerae ALO2495 (II) 1,072 53,09 887 61,89 11e 3

* Clasificacion del tipo de oriC segin Gao y Zhang, 2007.
2 Leonard y Grimwade, 2015, Ozaki y Katayama, 2012.
b Gao y Zhang, 2007; Mackiewicz et al., 2004.

¢ Rajewska et al., 2012; Wolanski et al., 2015.

d Saha et al., 2004; Rajewska et al., 2012.

€ Gerding et al., 2015.

Tabla 6. Definicién y caracteristicas de los diferentes tipos de oriC segin Gao y Zhang (Gao y Zhang, 2007).

Tipo de | Secuencias Distancia relativa de oriC a:
oriC de unién valor minimo de la
de DnaA dnaA curva de disparidad sitio dif
en GC
o o
1 53 Adyacente <1 9% del tamarfio del i
cromosoma

2 53 <1 9% del tamarfio del <1 9% del tamarfio del i

B cromosoma 2 cromosoma 2
3 >3 < 2 9% del tamafio del < 2 % del tamarfio del La mitad del tamafio

- cromosoma b cromosoma b del cromosoma

oriC cercano a un gen
4 1-2 indicador (dna4, hemkE, - -
gidA, repC, romH)

5 - Resto de los casos no clasificables del 1 al 4

2 En el tipo 2 se deben cumplir las dos condiciones simultdneamente.
b para definir el tipo 3 es suficiente con satisfacer una de las tres condiciones.

15.2. Prediccion de sitios SIDD

Para analizar la secuencia de nucleétidos del origen de replicacién de cada uno de los
replicones estudiados en este apartado se ha empleado la aplicacién WebSIDD, desarrollada
por el grupo de Benham para la localizacién de los denominados sitios SIDD (stress-induced
DNA duplex destabilization; Bi y Benham, 2004). La aplicacidon se encuentra disponible en la
direccion web http://benham.genomecenter.ucdavis.edu/sibz/ y analiza la aparicién de
estructuras transitorias en moléculas de DNA con estado de superenrollamiento alterado
mediante el empleo de métodos basados en mecanismos estadisticos. El método predice la
localizacién precisa de sitios, o pares de bases, en la doble hélice de DNA donde el estrés
impuesto por la superhélice induce la separacion de la misma, lo que permite calcular el
patrén de desestabilizacion experimentado por la secuencia de DNA (Wang et al., 2004).

Tras introducir la secuencia de interés en el formulario, la aplicacion devuelve dos graficos,
el perfil de transicién P(X) y el de energia de desnaturalizacién G(x). En el perfil de transicién se
representa la probabilidad de apertura de la doble hélice, P(X), con respecto a cada nucledtido
de la secuencia introducida. El grafico de energia o perfil de desestabilizacion muestra el
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incremento de energia libre necesario para que la doble hélice se abra en cada una de las
posiciones o nucleétidos. Los datos y graficos derivados del analisis por WebSIDD estan
disponibles para su descarga.

A partir de las secuencias de origenes incluidas en la Tabla 4 se han representado los
perfiles de transicion para la localizaciéon de los sitios SIDD en los origenes de replicaciéon
bacterianos y plasmidicos estudiados en este trabajo.
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Resultados

1. REPLICACION INDUCIDA POR ESTRES TERMICO EN CROMOSOMAS BACTERIANOS

Todos los organismos presentan mecanismos que les permiten detectar diferentes cambios
ambientales y responder frente al estrés que les supone un cambio en las condiciones de
crecimiento. El estrés térmico provocado por aumento de la temperatura de incubacién de un
cultivo bacteriano en diez o mas grados da lugar en Escherichia coli a replicaciones extras
aciclicas que escapan del control del ciclo celular. Esta replicacién inducida por estrés térmico
se conoce como HIR (heat induced replication) y fue identificada y descrita para el cromosoma
de E. coli por el grupo de investigacion del Dr. Jiménez-Sanchez (Botello, 1994; Botello y
Jiménez-Sanchez, 1997; Gonzalez-Soltero et al., 2006a; Gonzalez-Soltero et al.,, 2006b;
Gonzalez-Soltero, 2007; Gonzalez-Soltero et al., 2008). HIR es independiente de la repuesta de
choque térmico y su iniciacion tiene lugar exclusivamente en oriC, aunque presenta
requerimientos funcionales diferentes a la replicacion ciclica; entre ellos HIR no requiere la
actividad de la RNA polimerasa, ni la sintesis de proteinas y es dependiente de la actividad de
RecA y de la DNA polimerasa | (apartado 5.2.1 de Introduccidn).

Una vez ha sido caracterizado y definido en gran parte el mecanismo de HIR en E. coli, en
este apartado de Resultados se amplia el estudio y la caracterizacion de la replicacién inducida
por estrés térmico a otros cromosomas bacterianos. Se analiza la replicacion en Salmonella
typhimurium, que pertenece a la misma familia que E. coli e igualmente es una especie
representativa del grupo de las Gram negativa; Bacillus subtilis, como organismo modelo de
especies Gram positiva; y Vibrio cholerae que, a diferencia de la mayoria de las bacterias,
presenta dos cromosomas, el mayor de ellos similar al de E. coli y el menor similar a un
plasmido, con diferente control de su replicacion en el ciclo celular (Egan et al., 2005). En todas
las bacterias estudiadas se ha observado la aparicion de ciclos de replicacion extras inducidos
por estrés térmico, aunque a diferentes niveles. Se ha cuantificado esta termoinduccién de la
replicacién en distintas condiciones de crecimiento mediante el analisis de la sintesis de DNA
in vivo por marcaje radiactivo, citometria de flujo, microscopia de epifluorescencia y contraste
de fases y qPCR. También se ha estudiado la dependencia de la proteina RecA para HIR en las
distintas especies y de los niveles de DNA polimerasa | para HIR en E. coli. Los resultados
obtenidos permiten proponer a HIR como un mecanismo de estrés generalizado en los
cromosomas bacterianos.

1.1. Analisis de HIR por acumulacion de DNA tras la inhibicion del inicio de la
replicacion (ADNA)

El primer objetivo de este trabajo fue estudiar la replicacion cromosémica en las
condiciones que llevan a la aparicién de HIR en estirpes silvestres de Salmonella typhimurium
(LT2), Bacillus subtilis (BG214) y Vibrio cholerae (Bah2) (Tabla 1). Se utilizaron cultivos
bacterianos creciendo exponencialmente a 30 °C, tanto en medio rico LB como en medio
minimo M9 con glucosa al 0,4 % (p/v) como fuente de carbono y complementado con
casaminodcidos al 0,1 % (p/v) y tiamina a 0,2 mg/ml. En el caso de V. cholerae también se
crecieron cultivos utilizando el medio minimo AB complementado con glucosa al 0,2 % (p/v),
serina a 100 ug/ml, casaminoacidos al 0,5 % (p/v) y tiamina a 0,2 mg/ml (apartado 4 de
Materiales). Cuando el cultivo alcanzé una absorbancia entre 0,06 y 0,08 (medida a 600 nm en
caso de medio rico y a 450 nm para los medios minimos), se transfirid una alicuota del cultivo a
41 °C, al mismo tiempo que se aplicaba un tratamiento inhibitorio de los inicios de la
replicacién tanto a 30 °C como tras el cambio a 41 °C. Para la inhibicidon del inicio de la
replicaciéon, al medio de cultivo se adiciondé rifampicina o cloranfenicol a diferentes
concentraciones (rifampicina a 50, 100, 150 o 300 ug/ml, o cloranfenicol a 200 o 250 ug/ml,
seguln los casos) (apartado 2 de Métodos). Los cultivos se incubaron en estas condiciones
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durante al menos el doble del tiempo de generacién de cada estirpe en cada una de las
condiciones.

De estos cultivos tratados se obtuvieron los valores de la sintesis relativa de DNA
(acumulacién de DNA o ADNA), tras la adicion de rifampicina o cloranfenicol a 30 °C (ADNA
30 °C) y junto con el cambio a 41 °C (ADNA —41 °C), que se presentan en las Figuras 12, 14, 16
y 18. A partir de estos datos se determinaron los valores de n (numero de ciclos de replicacion
por cromosoma) e i (porcentaje de origenes inducidos tras estrés térmico que dan lugar a
cromosomas completos), y se calculé 2" (nimero de origenes por cromosoma en el cultivo
exponencial) (apartados 4.2.2 y 4.2.3 de Métodos), con la intencidon de analizar una posible
relacion entre los parametros calculados y las distintas condiciones de crecimiento. Los
resultados obtenidos se presentan en las Tablas 7, 8, 9 y 10 y se describen en los siguientes
apartados.

1.1.1. HIR por acumulacion de DNA en E. coli

Aunque HIR ya ha sido ampliamente caracterizada en E. coli, se incluyen en este trabajo los
datos obtenidos en la estirpe AB1157 de E. coli en las condiciones que el resto de las especies
estudiadas, para que sirvan de comparacion. En la Figura 12 se presentan los datos de la
sintesis relativa de DNA después de la inhibicion del inicio por tratamiento con rifampicina a

ADNA (dpm relativas)

¢ Il Il 3” L L L L L L L Il N N ]
0 60 120 180 60 120 180 240
tiempo (min)

Figura 12. Acumulacién de DNA en la estirpe AB1157 de E. coli creciendo en medio minimo M9 con
casaminoacidos (a y b) y en medio rico LB (c y d) tras la adicién de rifampicina a 150 ug/ml (a y c¢) o
cloranfenicol a 200 ug/ml (b y d) a 30 °C (O) y junto con el cambio a 41 °C (@).

76



Resultados

Tabla 7. Porcentaje de acumulacién de DNA a 30 °C y tras el cambio a 41 °C (=41 °C), nimero de origenes
por cromosoma a 30 °C (origenes) y porcentaje de origenes inducidos por el cambio a 41 °C (induccién) en la
estirpe AB1157 de E. coli creciendo en medio minimo M9 con casaminoacidos y en medio rico LB,
cuantificados por inhibicién del inicio de la replicacién con rifampicina (Rif) o cloranfenicol (Cam) a las
concentraciones indicadas. Se indica el tiempo de generacién (t) del cultivo creciendo exponencialmente a
30 °C (n = numero de cultivos analizados).

Medio de Antibiético Acumulacion Origenes Inducciéon T 30°C n
cultivo (ng/ml) (%) (2n) (i%) (min)
30°C —41°C
MMO casaa Rif 150 100 150 4,92 24,97 545 5
Cam 200 119 250 6,32 55,23 ’ 2
LB Rif 150 91 148 4,34 29,94 388 3
Cam 200 130 210 7,26 34,84 ’ 2

150 ug/ml o cloranfenicol a 200 ug/ml, tanto en medio minimo M9 suplementado con
casaminoacidos, como en medio rico LB, creciendo a 30 °C y tras el cambio a 41 °C. Cuando la
inhibicion del inicio de la replicacidon es mediante rifampicina, la acumulaciéon de DNA alcanza
valores finales inferiores y a un tiempo mas corto que en el caso del tratamiento con
cloranfenicol. Esto indica que el efecto inhibitorio de la rifampicina, como inhibidor de la RNA
polimerasa, es mas rapido que el efecto del cloranfenicol, inhibidor de la sintesis de proteinas,
sobre el inicio de la replicacién en E. coli. Resultados anteriores del analisis de HIR en E. coli
mostraron igual patrén y determinaron que la inhibicion por rifampicina tiene lugar a tiempo
cero o muy proximo; debido a esto la rifampicina es usada como inhibidor del inicio de la
replicacidn en E. coli en los estudios de HIR (Botello, 1994).

A partir de los valores de DNA acumulado a 30 °C tras la adicion del antibidtico (Figura 12),
se determiné del numero de ciclos de replicacidon por cromosoma (n) y se calculé el nUmero de
origenes por cromosoma (2") presentes en el cultivo en el momento de la inhibicién en cada
una de las condiciones estudiadas (apartado 4.2.2 de Métodos). También se determind el
porcentaje de origenes que iniciaron la replicacidon por la induccién provocada por el estrés
térmico (i) a partir de la acumulacion después del cambio de la temperatura de incubacion a
41 °C (apartado 4.2.3 de Métodos). Los datos de acumulacion de DNA a 30 °C y después del
cambio a 41 °C, asi como el numero de origenes por cromosoma en crecimiento exponencial a
30 °Cy el porcentaje de los origenes presentes que inducen la iniciacién de la replicacién por el
cambio de temperatura, se recogen en la Tabla 7. El niUmero medio de origenes por
cromosoma obtenido fue superior cuando se inhibid el inicio de la replicacién con
cloranfenicol en lugar de con rifampicina, debido a que el efecto retrasado del cloranfenicol
sobre la iniciacién lleva a una sobreestimacion de este parametro. Los porcentajes de origenes
donde se induce HIR (i%) mostraron dependencia del medio, obteniéndose, en el caso del
tratamiento con rifampicina, valores superiores en el medio rico (29,94 %) a los del medio
minimo (24,97 %), como se habia observado previamente (Botello y Jiménez-Sanchez, 1997).

Adicionalmente al andlisis de acumulacién de DNA tras la inhibicion del inicio de la
replicacién, se analizaron el cultivo inicial creciendo exponencialmente a 30 °C y una alicuota
que se transfirié de 30 °C a 41 °C (sin adicién de antibidticos). En ambos cultivos se siguio el
crecimiento en masa y la sintesis de DNA (apartados 1y 4.2.1 de Métodos). A partir de estos
datos se determiné la relacién DNA/masa en los cultivos a lo largo del crecimiento exponencial
a 30 °Cy tras el cambio a 41 °C (apartado 4.2.1 de Métodos). Los valores obtenidos a distintos
tiempos se hicieron relativos al valor DNA/masa medio obtenido en el cultivo exponencial a
30 °C y se presentan en la Figura 13. La relacion DNA/masa del cultivo exponencial a 30 °C se
mantuvo constante, en torno a su media, indicando un crecimiento equilibrado; presentando
los cultivos en medio minimo un tiempo de generacidon de 54,5 minutos y de duplicacién del
DNA de 50,0 minutos, siendo estos valores en medio rico de 38,8 minutos y 37,6 minutos,
respectivamente. Tras el cambio de temperatura la relacion DNA/masa aumentd a lo largo del

77



25| 1 ]

DNA/masa

@)
S R W Sy Ry S——
q
1 1 1 1 1 1 1 1
60 120 180 0 60 120 180

tiempo (min)

Figura 13. Relacion DNA/masa en la estirpe AB1157 de E. coli creciendo en medio minimo M9 con
casaminoacidos (a) y en medio rico LB (b) a 30 °C (O), a 41 °C (A) y tras el cambio de 30 °C a 41 °C (@). Datos
relativos al valor DNA/masa medio a 30 °C.

tiempo, debido al incremento en la velocidad de la sintesis de DNA relativo al de la masa del
cultivo (tiempo de generacién de 32,5 minutos y de duplicacién del DNA de 26,6 minutos, en
medio minimo; tiempo de generacién de 26,0 minutos y de duplicacion del DNA de 21,0
minutos, en medio rico). Esta relacion se estabiliza en valores en torno al 60 % superiores al
valor mantenido a 30 °C transcurridas entre dos y tres generaciones después del cambio de
temperatura, cuando el cultivo comienza a entrar en fase estacionaria (Figura 13) (Botello y
Jiménez-Sanchez, 1997).

Para comprobar si el aumento de la relacion DNA/masa observado tras el cambio de
temperatura se debe a la temperatura de crecimiento o al estrés térmico, se analizd el
crecimiento en masa y la sintesis de DNA en cultivos de E. coli AB1157 creciendo
exponencialmente a 41 °C. El cultivo exponencial mantenido siempre a 41 °C mostré una
relacion DNA/masa practicamente constante en torno a la misma media que el cultivo
exponencial a 30 °C, tanto en medio minimo como en medio rico, a diferencia de la respuesta
observada en el cambio de temperatura (Figura 13). Por tanto, la variacion en la cantidad de
DNA por masa del cultivo observada tras el cambio de temperatura no seria efecto de la alta
temperatura sino que tendria dependencia del estrés térmico al que se somete el cultivo.

1.1.2. HIR por acumulacion de DNA en S. typhimurium

Se estudid la aparicién de replicaciones extras inducidas por cambio de temperatura en
cultivos de la estirpe LT2 de S. typhimurium, en medio minimo M9 con casaminoacidos y en
medio rico LB, creciendo a 30 °C y tras el cambio a 41 °C, en condiciones de inhibicidon de
inicios de la replicacion por tratamiento con rifampicina a 50, 100 o 150 ug/ml o cloranfenicol
a 200 ug/ml. La acumulacién de DNA en dichas condiciones se muestra en la Figura 14 y los
porcentajes de acumulacién se presentan en la Tabla 8. Se probaron diferentes
concentraciones de rifampicina al observar que la concentracidn estandar utilizada, 150 ug/ml,
producia ocasionalmente degradacion del DNA en los cultivos creciendo en medio rico
después del cambio de temperatura (Figura 14, g). La concentracién mas baja utilizada, 50
ug/ml, no fue suficiente para inhibir los inicios de replicacion en medio rico (Tabla 8). Para este
estudio la concentracion mas adecuada de rifampicina resulté ser 100 ug/ml en medio rico,
aunque en medio minimo todas las concentraciones actuaron eficientemente. La
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Figura 14. Acumulacién de DNA en la estirpe LT2 de S. typhimurium creciendo en medio minimo M9 con
casaminoacidos (a, b, c y d) y en medio rico LB (e, f y g) tras la adicién de rifampicina a 50 ug/ml (a), 100
ug/ml (b ye) o 150 ug/ml (c y f) o cloranfenicol a 200 ug/ml (d y g) a 30 °C (O) y junto con el cambio a 41 °C
(®).

concentracion empleada de cloranfenicol, 200 ug/ml, fue suficiente para conseguir la
inhibicion de la replicacién en medio rico aunque en medio minimo este tratamiento dio lugar
a la degradacion del DNA acumulado (Figura 14, d). En todas las condiciones, en las que se
consiguio la inhibicidn sin degradacion, se observé un aumento en la acumulacién de DNA en
el cultivo al que se le aumentd la temperatura de crecimiento con respecto al que se mantuvo
a 30 °C, lo que indica la aparicién de la replicacion inducida por estrés térmico o HIR.

En la Tabla 8 se presentan el nimero de origenes por cromosoma (2") en el cultivo
exponencial a 30 °C en el momento de la inhibicién y el porcentaje de origenes en los que se
indujo la replicacion por el cambio de temperatura (/). El niUmero medio de origenes por
cromosoma fue similar en los dos medios de cultivo empleados, estando entre 2 y 2,4 en la
mayoria de los tratamientos. Unicamente en el tratamiento con cloranfenicol en medio

Tabla 8. Porcentaje de acumulacién de DNA a 30 °Cy tras el cambio a 41 °C (=41 °C), nimero de origenes
por cromosoma a 30 °C (origenes) y porcentaje de origenes inducidos por el cambio a 41 °C (induccién) en la
estirpe LT2 de S. typhimurium creciendo en medio minimo M9 con casaminoacidos y en medio rico LB,
cuantificados por inhibicién del inicio de la replicacién con rifampicina (Rif) o cloranfenicol (Cam) a las
concentraciones indicadas. Se indica el tiempo de generacién (t) del cultivo creciendo exponencialmente a
30 °C (n = numero de cultivos analizados).

Medio de Antibiético Acumulacion Origenes Induccion T 30°C n
cultivo (ng/ml) (%) (2m) (i%) (min)
30°C —41°C

MMO casaa Rif 50 50 100 2,39 33,38 1
Rif 100 45 115 2,37 43,38 550 4

Rif 150 51 135 2,42 55,79 ! 4

Cam 200 90 89 4,29 - 2

LB Rif 50 280 - 40,78 66,73 1
Rif 100 50 150 2,39 66,73 423 5

Rif 150 85 160 4,00 40,66 ! 4

Cam 200 40 150 2,04 78,69 3
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Figura 15. Relacién DNA/masa en la estirpe LT2 de S. typhimurium creciendo en medio minimo M9 con
casaminoacidos (a) y en medio rico LB (b) a 30 °C (O), a 41 °C (A) y tras el cambio de 30 °C a 41 °C (@). Datos
relativos al valor DNA/masa medio a 30 °C.

minimo y con rifampicina a 150 ug/ml en medio rico se obtuvieron un nimero de origenes por
cromosoma superior (4,3 y 4,0 respectivamente). Los resultados con cloranfenicol en medio
minimo pueden ser interpretados en el mismo sentido que ocurre en E. coli, ya que el
cloranfenicol no parece inhibir la iniciacion de la replicacion al inicio del tratamiento en S.
typhimurium. Estos valores de 2" obtenidos en S. typhimurium son inferiores a los presentados
para E. coli, a pesar de presentar ambas especies tiempos de generacién similares (Tabla 7).
Respecto a los porcentajes de induccion de la replicacién, se alcanzé una mayor induccidn en
los cultivos en medio rico, aunque en todas las circunstancias estudiadas se superaron los
valores de induccién obtenidos para E. coli en las mismas condiciones (Tabla 7).

De igual manera que en E. coli, se analizé la relacién DNA/masa en S. typhimurium en
cultivos exponenciales a 30 °C, a 41 °C y tras el cambio de 30 °C a 41 °C, en medio minimo M9
con casaminoacidos y en medio rico LB (apartados 1 y 4.2.1 de Métodos). Los resultados
obtenidos se presentan en la Figura 15. Los cultivos exponenciales mantuvieron una relacion
DNA/masa constante y con valores absolutos similares a lo largo del crecimiento y el cambio
de temperatura llevé al aumento de DNA/masa de forma similar a la observada en E. coli
(Figura 13).

1.1.3. HIR por acumulacion de DNA en B. subtilis

Para estudiar la presencia de HIR en bacterias Gram positivas se escogid como organismo
modelo B. subtilis y se utilizé la estirpe BG214. Se recogieron datos de acumulacién de DNA en
cultivos creciendo en medio minimo M9 con casaminodacidos y medio rico LB, a 30 °C y tras el
cambio de temperatura a 41 °C, afiadiendo rifampicina, a 150 o 300 ug/ml, o cloranfenicol, a
200 o 250 ug/ml. Los resultados de acumulacién obtenidos se muestran en la Figura 16 y los
porcentajes de acumulacion alcanzados se presentan en la Tabla 9. Las graficas de
acumulacién del cultivo creciendo en medio rico muestran que la concentracion de rifampicina
a 150 ug/ml no fue suficiente para conseguir la inhibicion de los inicios de la replicacion (Figura
16, d), por lo que se aumenté la concentracion hasta 300 ug/ml para conseguir el perfil de
acumulacién que se muestra en la Figura 16, e. En medio minimo, la concentracién estandar
de rifampicina fue suficiente para conseguir la inhibicién del inicio de la replicacion (Figura 16,
a), mientras que la concentracion de 300 ug/ml provoco la degradacion del DNA (datos no
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Figura 16. Acumulacién de DNA en la estirpe BG214 de B. subtilis creciendo en medio minimo M9 con
casaminoacidos (a, b y ¢) y en medio rico LB (d, e y f) tras la adicién de rifampicina a 150 ug/ml (a y d) o 300
ug/ml (e) o cloranfenicol a 250 ug/ml (b) 0 200 ug/ml (cy f) a 30 °C (O) y junto con el cambio a 41 °C (@).

mostrados). La inhibicidn con cloranfenicol se obtuvo con el tratamiento a 200 ug/ml en
ambos medios de cultivo (Figura 16, c y f), consiguiendo el mismo resultado con
concentraciones superiores (Figura 16, b).

En la Tabla 9 se presentan el nimero de origenes por cromosoma (2") en crecimiento
exponencial a 30 °C y el porcentaje de origenes inducidos por el cambio de temperatura a
41 °C (i) en las distintas condiciones de crecimiento e inhibicién analizadas en las que se
detuvo la sintesis de DNA. El nUmero de origenes por cromosoma determinado, de igual forma

Tabla 9. Porcentaje de acumulacién de DNA a 30 °Cy tras el cambio a 41 °C (=41 °C), nimero de origenes
por cromosoma a 30 °C (origenes) y porcentaje de origenes inducidos por el cambio a 41 °C (induccién) en la
estirpe BG214 de B. subtilis creciendo en medio minimo M9 con casaminoacidos y en medio rico LB,
cuantificados por inhibicién del inicio de la replicacién con rifampicina (Rif) o cloranfenicol (Cam) a las
concentraciones indicadas. Se indica el tiempo de generacién (t) del cultivo creciendo exponencialmente a
30 °C (n = numero de cultivos analizados).

Medio de Antibiético Acumulacion Origenes Induccion T 30°C n
cultivo (ug/ml) (%) (2m) (i%) (min)
30°C —41°C
MMO casaa Rif 150 14 55 1,31 35,81 1
Cam 200 50 180 2,39 86,73 103,4 2
Cam 250 55 200 2,58 93,69 1
LB Rif 150 210 480 - - 1
Rif 300 30 103 1,73 56,31 44,3 3
Cam 200 100 320 4,92 109,95 4
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Figura 17. Relacién DNA/masa en la estirpe BG214 de B. subtilis creciendo en medio minimo M9 con
casaminoacidos (a) y en medio rico LB (b) a 30 °C (O), a 41 °C (A) y tras el cambio de 30 °C a 41 °C (@)
relativa al valor medio obtenido a 30 °C en cada caso. Datos relativos al valor DNA/masa medio a 30 °C.

gue en las especies anteriores (Tablas 7 y 8), es menor en el tratamiento con rifampicina (1,31
y 1,73 en medio minimo y en medio rico, respectivamente) que con cloranfenicol (en torno a
2,50 en medio minimo y 4,92 en medio rico), lo que indicaria un retraso en la accién del
cloranfenicol sobre la inhibicién de los inicios de replicacion con respecto al efecto de la
rifampicina. En ambos casos, tratamiento con rifampicina o con cloranfenicol, se obtienen
valores para 2" superiores en medio minimo, que estdn en concordancia con la diferencia
observada para los tiempos de generacion de los cultivos en medio minimo (103,4 minutos) y
medio rico (44,3). Los valores 2" obtenidos en B. subtilis son inferiores a los presentados para E.
coli y S. typhimurium (Tablas 7 y 8). Con respecto al porcentaje de origenes inducidos (i), los
valores obtenidos en el tratamiento con rifampicina (35,81% y 56,31% en medio minimo y en
medio rico, respectivamente) son algo superiores a los obtenidos en E. coli y similares a los
presentados para S. typhimurium (Tablas 7 y 8). El porcentaje de induccién en el tratamiento
con cloranfenicol en B. subtilis estd en torno al 90% en medio minimo y supera el 100% en
medio rico, lo que indica que todos los origenes de replicacion presentes podrian iniciar HIR;
alcanzandose en esta especie valores superiores de induccion que los determinados en E. coli
y S. typhimurium en el tratamiento con cloranfenicol (Tablas 7 y 8).

El andlisis de la relacion DNA/masa en B. subtilis se llevé a cabo en cultivos exponenciales a
30 °C, a 41 °C y tras el cambio de 30 °C a 41 °C, en medio minimo y medio rico, como se
describié anteriormente para E. coli (apartados 1 y 4.2.1 de Métodos). Los resultados
obtenidos se presentan en la Figura 17. Los cultivos exponenciales presentaron una relacion
DNA/masa constante a lo largo del crecimiento y con valores absolutos similares; en el caso
del cambio de temperatura, la respuesta fue diferente a la de las anteriores especies
analizadas, ya que no se observd el aumento en DNA/masa tras el cambio de temperatura
(Figuras 13 Y 15).

1.1.4. HIR por acumulacion de DNA en V. cholerae

Como modelo de organismo cuyo genoma esta contenido en mas de un cromosoma, se
estudié la induccion de HIR en V. cholerae, una especie Gram negativa cuyo genoma esta
dividido en dos cromosomas de diferente tamafio y con diferente control del inicio de la
replicacién, aunque ambos cromosomas inician de manera coordinada pero no simultanea
durante el ciclo celular (Egan et al., 2004; Duigou et al., 2006). Se estudié la acumulacién de
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DNA en la estirpe ALO2495 de V. cholerae en medios de cultivo minimos AB con
casaminoacidos y M9 con casaminoacidos y en medio rico LB, a 30 °C y tras el cambio de
temperatura a 41 °C, y se detuvieron las nuevas iniciaciones de la replicacién con rifampicina a
150 ug/ml o cloranfenicol a 200 ug/ml. En la Figura 18 se muestra la acumulaciéon de DNA en
las diferentes condiciones estudiadas, y en la Tabla 10 se recogen los porcentajes finales de
acumulacién. Excepto en medio rico, donde se observé degradacion del DNA acumulado en el
tratamiento con rifampicina (Figura 18, e), en el resto de los casos se observo la aparicion de
replicaciones extras inducidas por estrés térmico, aunque en varias de las condiciones se
produjeron pérdidas del DNA acumulado tras el cambio de temperatura con el paso del
tiempo (Figura 18, c y d, simbolos llenos).

ADNA (dpm relativas)

tiempo (min)

Figura 18. Acumulacién de DNA en la estirpe AL02495 de V. cholerae creciendo en medio minimo AB con
casaminoacidos (a y b), en medio minimo M9 con casaminodacidos (c y d) y en medio rico LB (e y f) tras la
adicién de rifampicina a 150 ug/ml (a, c y €) o cloranfenicol a 200 ug/ml (b, d y f) a 30 °C (O) y junto con el
cambio a 41 °C (@).
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Tabla 10. Porcentaje de acumulacién de DNA a 30 °C y tras el cambio a 41 °C (=41 °C), nimero estimado*
de origenes por cromosoma a 30 °C (origenes) y porcentaje de origenes inducidos por el cambio a 41 °C
(induccién) en la estirpe ALO2495 de V. cholerae creciendo en medio minimo AB con casaminoacidos, medio
minimo M9 con casaminodcidos y en medio rico LB, cuantificados por inhibicién del inicio de la replicacién con
rifampicina (Rif) o cloranfenicol (Cam) a las concentraciones indicadas. Se indica el tiempo de generacién (1)
del cultivo creciendo exponencialmente a 30 °C (n = nimero de cultivos analizados). *Leer apartado 1.1.4 para
detalles.

Medio de Antibiético Acumulacion Origenes Induccion ¢ 39 n
cultivo (ng/ml) (%) (2m) (i%) (min)
30°C —41°C

AB casaa Rif 150 20 60 1,45 33,47 405 4
Cam 200 60 105 2,79 28,19 ! 2

MMO casaa Rif 150 20 78 1,45 48,48 446 3
Cam 200 30 70 1,73 30,90 ! 2

LB Cam 200 60 125 2,79 40,70 30,8 3

En el caso de V. cholerae no es valido el calculo del nimero de origenes por cromosoma (2")
a partir de los datos de acumulacidon de DNA a 30 °C, ya que su genoma esta repartido en dos
cromosomas y ambos contribuiran a la acumulacidon final (apartado 4.2.2 de Métodos). Sin
embargo, con el fin de cuantificar el nivel de induccién de la replicacidon por estrés térmico en
V. cholerae, el andlisis de la acumulacion de DNA se llevo a cabo de igual forma que en las
especies anteriores (apartados 4.2.2 y 4.2.3 de Métodos). En la Tabla 10 se presentan los
valores asi obtenidos para 2" y el porcentaje de origenes inducidos (i) por el cambio de
temperatura. Los valores de 2" obtenidos fueron menores con rifampicina que con
cloranfenicol, como en las especies anteriormente descritas. En todos los casos se obtuvieron
valores para 2" menores que en E. coli en las mismas condiciones de crecimiento e inhibicién
(Tabla 7). El porcentaje de induccidn de la replicacion calculado va desde 28,19% a 48,48%,
segun el medio de cultivo y el tratamiento inhibidor, porcentajes similares a los obtenidos para
E. coli, S. typhimurium y B. subtilis (exceptuando los valores de induccién obtenidos en B.
subtilis con cloranfenicol) (Tablas 7, 8 y 9).

La relacion DNA/masa se analiz en V. cholerae en cultivos exponenciales a 30 °C, a 41 °Cy
tras el cambio de 30 °C a 41 °C, en los diferentes medios de cultivo utilizados, como se
describié anteriormente para E. coli (apartados 1 y 4.2.1 de Métodos). Los resultados
obtenidos se presentan en la Figura 19. Los cultivos exponenciales a 30 °C y 41 °C presentaron
una relacién DNA/masa constante a lo largo del crecimiento, en torno a valores medios

0 60 120 0 60 120 0 60 120

tiempo (min)

Figura 19. Relacion DNA/masa en la estirpe AL02495 de V. cholerae creciendo en medio minimo AB con
casaminoacidos (a), medio minimo M9 con casaminoacidos (b) y medio rico LB (c) a 30 °C (O),a41°C (A)y
tras el cambio de 30 °C a 41 °C (@). Datos relativos al valor DNA/masa medio a 30 °C.
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absolutos iguales para ambos cultivos, en todos los medios analizados. El cambio de
temperatura a 41 °C llevé al aumento de la relacion DNA/masa, de manera similar a lo
observado en E. coliy S. typhimurium (Figuras 13 y 15). Sin embargo, en V. cholerae los valores
maximos alcanzados son superiores a los descritos anteriormente, duplicandose en los cultivos
en medios minimos, AB con casaminoacidos y M9 con casaminoacidos, y llegando a triplicarse
en medio rico LB.

1.2. Analisis de HIR por citometria de flujo y microscopia

Todas las especies bacterianas estudiadas en el apartado 1.1 de Resultados inducen ciclos
de replicacion extras después de ser sometidas a estrés térmico. Por tanto, la replicacion
termoinducida, HIR, no es exclusiva de E. coli y podria considerarse como un mecanismo
generalizado en el mundo bacteriano. Dados los elevados porcentajes de induccién de la
replicaciéon por estrés térmico detectados por acumulacion de DNA para las diferentes
bacterias analizadas, se complementd el analisis de HIR utilizando las técnicas de citometria de
flujo y microscopia de contraste de fase y epifluorescencia descritas en los apartados 10 y 14
de Meétodos, respectivamente. La citometria de flujo permite cuantificar el numero de
cromosomas por célula en el cultivo objeto de estudio, siendo posible determinar si las
replicaciones HIR dan lugar a un nimero mayor de cromosomas por célula al final de la
induccién con respecto al cultivo mantenido a 30 °C. La microscopia de contraste de fase y
epifluorescencia permite observar la morfologia celular y la distribucién de los nucleoides en la
célula, y ayudaria a corroborar el aumento del nimero de cromosomas por HIR.

1.2.1. HIR por citometria de flujo y microscopia en E. coli

En la Figura 20 se presentan los histogramas de citometria de flujo obtenidos para la estirpe
AB1157 de E. coli, creciendo en medio minimo M9 con casaminoacidos, tras una, dos, tres o
cuatro horas de la inhibicion de los inicios de replicacidn con rifampicina a 150 ug/ml y de la
division celular con cefalexina a 50 ug/ml, en cultivos en crecimiento exponencial a 30 °C y
junto con el cambio de temperatura a 41 °C. Con tan sélo una hora de tratamiento ya se
aprecia practicamente el perfil definitivo del nimero de cromosomas por célula en el cultivo,
aunque es después de cuatro horas de tratamiento cuando la distribucion de células en torno
a un numero entero de cromosomas aparece mas definida. Después de cuatro horas de
tratamiento, se observa un aumento en el porcentaje de células con ocho cromosomas en el
cultivo sometido a cambio de temperatura, que podria justificar la replicaciéon HIR observada

Numero de cromosomas

Figura 20. Distribuciéon de cromosomas por célula en cultivos de E. coli AB1157 creciendo en medio
minimo M9 con casaminodcidos tras una (a), dos (b), tres (c) o cuatro horas (d) de la adicién de rifampicina a
150 ug/ml junto con cefalexina a 50 ug/ml a 30 °C (linea sélida negra) y junto con el cambio de temperatura a
41 °C (linea azul discontinua).
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Tabla 11. Nimero medio de cromosomas por célula y de nucleoides por célula obtenidos por citometria de
flujo y microscopia, respectivamente, en E. coli AB1157 creciendo en medio minimo M9 con casaminodacidos y
medio rico LB, tras cuatro horas en diferentes condiciones de inhibicién del inicio de la replicacién, a 30 °C y
tras el cambio de temperatura a 41 °C (=41 °C; ND = no determinado).

Medio de Antibioticos Cromosomas/célula  Nucleoides/célula
cultivo (ug/ml) 30°C —s41°C 30°C  —41°C
MMO casaa Rif 150 Cpx 50 4,29 4,89 ND ND
Cam 200 Cpx 50 3,34 3,13 3,12 3,57
LB Rif 150 Cpx 50 4,67 5,08 ND ND
Cam 200 Cpx 50 ND ND 2,64 3,07

mediante acumulacién de DNA en E. coli (Figura 20, d). Esta variacion en la distribucion de los
cromosomas por célula detectada por citometria supone un aumento del 14 % en el nimero
medio de cromosomas por célula, pasando de 4,29 en el cultivo a 30 °C a 4,89 en el cultivo tras
el cambio de temperatura a 41 °C (Tabla 11). Este aumento del 14 % detectado por citometria
es menor al esperado considerando el valor del porcentaje de origenes inducido determinado
por acumulacién de DNA, que en la mismas condiciones, medio minimo e inhibicién por
rifampicina 150 ug/ml, alcanza un 24,97 % (Tabla 7).

En la fila superior de la Figura 21 se muestran las imagenes de microscopia obtenidas al
final de las cuatro horas de tratamiento con rifampicina 150 ug/ml y cefalexina a 50 ug/ml
acompanadas del perfil de citometria en ese momento. Se puede apreciar la morfologia celular
a 30 °C y tras el cambio a 41 °C (Figura 21, b y d, respectivamente) y la distribucion de
nucleoides en las mismas condiciones (Figura 21, c y e, respectivamente). No fue posible
calcular el nimero medio de nucleoides por célula a través de las imagenes de microscopia, al
no aparecer nucleoides definidos tras el tratamiento con rifampicina.

La Figura 21 muestra el histograma de citometria obtenido en AB1157 tras cuatro horas de
la inhibicidn de los inicios con cloranfenicol 200 wug/ml e inhibicidn de la divisién con cefalexina
a 50 ug/ml, en cultivos en medio minimo M9 con casaminodcidos (Figura 21, f). La distribucion
de los cromosomas por célula en el cultivo a 30 °Cy el sometido a cambio de temperatura no

Ndmero de cromosomas

Figura 21. Distribucién de cromosomas por célula (a, f), morfologia celular (b, d, g, i) y distribucién de
nucleoides (c, e, h, j) en E. coli AB1157 creciendo en medio minimo M9 con casaminodcidos, tras cuatro horas
de la adicién de rifampicina a 150 ug/ml y cefalexina a 50 ug/ml (a, b, c, d, €) o cloranfenicol a 200 ug/ml y
cefalexina a 50 ug/ml (f, g, h, i, j) a 30 °C (a y f, linea sélida negra; b, c, g, h) y junto con el cambio de
temperatura a 41 °C (ay f, linea azul discontinua; d, e, i, j) (barra de escala = 2 um).
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Figura 22. Distribucién de cromosomas por célula (a), morfologia celular (b, d, f, h) y distribucién de
nucleoides (c, e, g, i) en E. coli AB1157 creciendo en medio rico LB, tras cuatro horas de la adicién de
rifampicina a 150 ug/ml y cefalexina a 50 ug/ml (a, b, ¢, d, ) o cloranfenicol a 200 ug/ml y cefalexina a 50
ug/ml (f, g, h, i) a 30 °C (a, linea solida negra; b, ¢, f, g) y junto con el cambio de temperatura a 41 °C (a, linea
azul discontinua; d, e, h, i) (barra de escala = 2 um).

es la misma, observandose una reduccién en el nUmero medio de cromosomas por célula de
3,34 a30°Ca 3,13 tras el cambio a 41 °C (Tabla 11), que no se corresponde con la induccién de
la replicacién observada por acumulaciéon de DNA (Tabla 7). Los apartados c y d de la misma
figura muestran la morfologia celular a 30 °C y tras el cambio de temperatura,
respectivamente, y en las imagenes mostradas en los apartados e y f se aprecia la distribucién
de nucleoides en las células a 30 °C y tras cambio a 41 °C, respectivamente, apreciandose
células con dos y cuatro nucleoides. En las imagenes del cultivo tratado con cloranfenicol como
inhibidor de los inicios de replicacién fue posible cuantificar el nimero de nucleoides por
célula, datos que se incluyen en la Tabla 11 y que muestran un ligero aumento en la cantidad
de DNA por célula.

En la Figura 22 se muestra la distribucidon de cromosomas por célula en AB1157 crecida en
medio rico LB, tras cuatro horas de adicion de rifampicina a 150 ug/ml y cefalexina a 50 ug/ml,
a 30 °Cy junto con el cambio a 41 °C (Figura 22, fila superior). La distribucién de cromosomas
por célula se asemeja al perfil obtenido en el mismo tratamiento en medio minimo con
casaminodacidos. El numero medio de cromosomas por célula, que sélo pudo ser calculado por
citometria de flujo (Tabla 11), muestra una tendencia similar a lo observado con el mismo
tratamiento en medio minimo. Se alcanzé un aumento del 9 % del niumero medio de
cromosomas por célula en el cultivo tras el cambio de temperatura (pasando de 4,67 a30°Ca
5,08 tras el cambio a 41 °C), menor a lo esperado considerando los valores de induccion de HIR
por acumulacién de DNA (Tabla 7).

Por ultimo, para los cultivos creciendo en medio rico LB, tratados con cloranfenicol a 200
ug/ml y cefalexina a 50 ug/ml, aunque no se consiguieron histogramas definidos para la
distribucion de cromosomas por célula, si se analizaron imagenes de microscopia. En la Figura
22 se muestra la morfologia de las células y la distribuciéon de los nucleoides en cultivos
creciendo a 30 °C (f y g, respectivamente) y tras el cambio a 41 °C (h e i, respectivamente)
después de cuatro horas de tratamiento. Se cuantificé una media de nucleoides por célula de
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2,64 a 30 °Cy 3,07 tras el cambio de temperatura (Tabla 11), que supone un aumento del 16 %
tras el cambio de temperatura.

1.2.2. HIR por citometria de flujo y microscopia en S. typhimurium

Para la estirpe LT2 de S. typhimurium se obtuvo por citometria de flujo la distribucion del
nimero medio de cromosomas por célula a partir de muestras procedentes de cultivos
creciendo en medio minimo M9 con casaminoacidos o en medio rico LB, tratados con
rifampicina 150 ug/ml o cloranfenicol 200 ug/ml y cefalexina a 50 ug/ml, durante una, dos,
tres y cuatro horas, a 30 °C y tras el cambio a 41 °C. En la Figura 23 se muestran los
histogramas de citometria obtenidos en cultivos creciendo en medio minimo. En todas las
circunstancias los perfiles finales se definen practicamente tras la primera hora de tratamiento,
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Figura 23. Distribucién de cromosomas por célula en cultivos de S. typhimurium LT2 creciendo en medio
minimo M9 con casaminoacidos tras una (a, e), dos (b, f), tres (c, g) o cuatro horas (d, h) de la adicién de
rifampicina a 150 ug/ml (a, b, ¢, d) o cloranfenicol 200 ug/ml (e, f, g, h) junto con cefalexina a 50 ug/ml a 30 °C
(linea s6lida negra) y junto con el cambio de temperatura a 41 °C (linea azul discontinua).
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Tabla 12. Nimero medio de cromosomas por célula y de nucleoides por célula obtenidos por citometria de
flujo y microscopia, respectivamente, en S. typhimurium LT2 creciendo en medio minimo M9 con
casaminoacidos y medio rico LB, tras cuatro horas en diferentes condiciones de inhibicién del inicio de la
replicacidn, a 30 °Cy tras el cambio de temperatura a 41 °C (=41 °C; ND = no determinado).

Medio de Tratamiento Cromosomas/célula  Nucleoides/célula
cultivo (ug/ml) 30°C —-41°C 30°C -41°C
MMO casaa Rif 150 Cpx 50 2,32 2,92 2,13 2,44
Cam 200 Cpx 50 2,80 3,02 1,92 ND
LB Rif 150 Cpx 50 4,19 4,28 3,18 3,27
Cam 200 Cpx 50 4,09 4,22 3,14 ND

aunque es a las cuatro horas cuando se aprecian los picos mas definidos y estables. La
degradacion de DNA observada en el tratamiento con cloranfenicol en medio minimo, en el
analisis de la acumulacion de DNA de S. typhimurium (Figura 14), no es detectada por
citometria de flujo, obteniéndose con cloranfenicol distribuciones similares a las del
tratamiento con rifampicina. Tanto por inhibicion con rifampicina como con cloranfenicol,
después de cuatro horas de tratamiento se observa un aumento en la proporcion de células
con cuatro cromosomas en el cultivo con cambio de temperatura con respecto al cultivo a
30 °C (Figura 23, d y h), lo que lleva al aumento del nimero medio de cromosomas por célula
del 24 % y 7 %, respectivamente, tras el cambio de temperatura (Tabla 12). Igual que en E. coli,
el aumento de cromosomas por célula esta por debajo del esperado considerando los valores
de induccion determinados mediante la acumulacién de DNA (Figura 14, Tabla 8). En la Figura
24 se muestra la morfologia celular y la distribuciéon de nucleoides de las mismas células
después de cuatro horas de tratamiento con rifampicina y cefalexina (Figura 24, fila superior) o
cloranfenicol y cefalexina (fila inferior) a 30 °C y tras el cambio de temperatura a 41 °C. En la
misma Figura 24 se incluyen los histogramas de citometria correspondientes (a, f). En los casos
en los que fue posible, se calculé el nimero medio de nucleoides por célula a partir de las
imagenes de microscopia. Los datos obtenidos se presentan en la Tabla 12, donde se observa
un ligero incremento en este parametro para en los cultivos tratados con rifampicina tras el
cambio de temperatura (14 %).

Nimero de cromosomas

Figura 24. Distribucién de cromosomas por célula (a, f), morfologia celular (b, d, g, i) y distribucién de
nucleoides (c, e, h, j) en S. typhimurium LT2 creciendo en medio minimo M9 con casaminodcidos, tras cuatro
horas de la adicién de rifampicina a 150 ug/ml y cefalexina a 50 ug/ml (a, b, c, d, e) o cloranfenicol a 200
ug/ml y cefalexina a 50 ug/ml (f, g h, i,j) a 30 °C (a y f, linea sélida negra; b, ¢, g, h) y junto con el cambio de
temperatura a 41 °C (a y f, linea azul discontinua; d, e, i, j) (barra de escala = 2 um).
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La Figura 25 muestra los histogramas de citometria de flujo obtenidos para cultivos de S.
typhimurium LT2 creciendo en medio rico LB, en las mismas condiciones y con los mismos
tratamientos que se presentan en medio minimo. Después de las cuatro horas analizadas,
tanto en el tratamiento con rifampicina y cefalexina, como con cloranfenicol y cefalexina, se
detecta un ligero aumento en la proporcion de células con cuatro cromosomas en los cultivos
tras cambio de temperatura, que da lugar a un pequefio incremento en el nimero medio de
cromosomas por célula (2-3 %) (Tabla 12). La Figura 26 muestra las imagenes de microscopia,
junto con los histogramas de citometria, para los mismos cultivos analizados por citometria,
tras cuatro horas de tratamiento con rifampicina y cefalexina (Figura 26, fila superior) o
cloranfenicol y cefalexina (fila inferior). Se cuantificé el nUmero medio de nucleoides por célula
a partir de las imagenes de microscopia, en los casos en los que fue posible, y los datos
obtenidos se presentan en la Tabla 12. El aumento de la cantidad de nucleoides por célula
determinado es muy bajo (2 %), en comparacién con la induccién detectada por acumulacién
de DNA (Figura 14, Tabla 8).
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Figura 25. Distribucién de cromosomas por célula en cultivos de S. typhimurium LT2 creciendo en medio
rico LB tras una (a, €), dos (b, f), tres (c, g) o cuatro horas (d, h) de la adicién de rifampicina a 150 ug/ml (a, b, c,
d) o cloranfenicol 200 ug/ml (e, f, g, h) junto con cefalexina a 50 ug/ml a 30 °C (linea sélida negra) y junto con
el cambio de temperatura a 41 °C (linea azul discontinua).
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Figura 26. Distribucién de cromosomas por célula (a, f), morfologia celular (b, d, g, i) y distribucién de
nucleoides (c, e, h, j) en S. typhimurium LT2 creciendo en medio rico LB, tras cuatro horas de la adicién de
rifampicina a 150 ug/ml y cefalexina a 50 ug/ml (a, b, ¢, d, ) o cloranfenicol a 200 ug/ml y cefalexina a 50
ug/ml (f, g, h,1,j) a30°C (ay f linea sélida negra; b, ¢, g, h) y junto con el cambio de temperaturaa 41°C (ayf,
linea azul discontinua; d, e, i, j) (barra de escala = 2 um).

1.2.3. HIR por citometria de flujo y microscopia en B. subtilis

En el caso de B. subtilis los tratamientos para el analisis de la replicacidon por citometria de
flujo no incorporaron cefalexina, pues la rifampicina tiene efecto bactericida en los dos
primeros minutos de tratamiento (Coote et al., 1973), y el cloranfenicol inhibe
simultaneamente el inicio de la replicacién del DNA vy la divisién celular en esta especie (Séror
et al., 1994; Ogura et al., 2001). Se analizaron, por citometria y microscopia, cultivos de la
estirpe BG214 de B. subtilis creciendo tanto en medio minimo M9 con casaminoacidos, como
en medio rico LB, tras el tratamiento con rifampicina a 300 ug/ml o cloranfenicol a 200 ug/ml,
a 30 °Cy tras el cambio a 41 °C.

En medio minimo se determiné el nimero medio de cromosomas por célula mediante
citometria de flujo y el de nucleoides por microscopia, después de cinco horas de tratamiento
con cloranfenicol a 200 ug/ml. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 27 y en la
Tabla 13. El nimero de cromosomas por célula obtenido por citometria muestra valores de
5,14 cromosomas por célula a 30 °C y de 5,42 tras el cambio de temperatura, un incremento
menor al esperado considerando el nivel de induccién del 86,73 % determinado por
acumulaciéon de DNA en estas condiciones (Figura 16, Tabla 9). Por microscopia se observaron
células alargadas y formando cadenas, en las que con el recuento de nucleoides se obtuvieron
valores inferiores a los de citometria (3,84 a 30 °Cy 3,34 tras el cambio a 41 °C). Teniendo en
cuenta que el cloranfenicol puede provocar coalescencia de los cromosomas, podria ser la
causa de la subestimacién del nimero de cromosomas por célula en el recuento de nucleoides
por microscopia (Vanhelvoort et al., 1996; Zimmerman y Murphy, 2001). El tratamiento con
rifampicina en medio minimo en esta especie no produjo histogramas de citometria bien
resueltos.

En medio rico se pudo obtener la distribuciéon del nimero de cromosomas por célula por
citometria con rifampicina a 300 ug/ml (Figura 28, fila superior), aunque después de 20 horas
desde el inicio del tratamiento los histogramas no aparecen totalmente resueltos. En este caso,
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Figura 27. Distribucién de cromosomas por célula (a), morfologia celular (b, d) y distribucién de
nucleoides (c, e) en B. subtilis BG214 creciendo en medio minimo M9 con casaminodcidos, tras cinco horas de
la adicidon de cloranfenicol a 200 ug/ml a 30 °C (a, linea sélida negra; b, c) y junto con el cambio de
temperatura a 41 °C (a, linea azul discontinua; d, e) (barra de escala = 2 um).

la distribucion de cromosomas por célula en el cultivo tras el cambio a 41 °C muestra un mayor
porcentaje de células con dos cromosomas que a 30 °C, disminuyendo por tanto los valores
medios determinados tras el cambio de temperatura (Tabla 13). Los valores medios de
nucleoides por célula obtenidos por microscopia se recogen el la Tabla 13 y muestran
igualmente una bajada después del cambio de temperatura. Los resultados obtenidos con
rifampicina por acumulacion de DNA parecian indicar que este antibiético es mas eficaz que el
cloranfenicol para inhibir los inicios de replicacién (Tabla 9); con los resultados obtenidos por
citometria se muestra que la rifampicina, quiza por su efecto bactericida, afecta también a la
elongacion de la replicacion en B. subtilis, impidiendo la resolucién de los cromosomas y
dificultando su analisis por citometria.

Tabla 13. Nimero medio de cromosomas por célula y de nucleoides por célula obtenidos por citometria de
flujo y microscopia, respectivamente, en B. subtilis BG214 creciendo en medio minimo M9 con casaminoacidos
y medio rico LB, tras cinco o veinte horas en diferentes condiciones de inhibicién del inicio de la replicacidn, a
30 °Cy tras el cambio de temperatura a 41 °C (=41 °C; ND = no determinado).

Medio de Tratamiento Cromosomas/célula  Nucleoides/célula

cultivo (ug/ml) 30°C —-41°C 30°C -41°C
MMO casaa Cam 2005h 5,14 5,42 3,81 3,34
LB Rif 300 20 h 4,67 4,29 4,00 3,33
Cam 2005 h 4,65 4,53 3,66 3,14
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Figura 28. Distribucién de cromosomas por célula (a, f), morfologia celular (b, d, g, i) y distribucién de
nucleoides (c, e, h, j) en B. subtilis BG214 creciendo en medio rico LB, tras veinte horas de la adicidon de
rifampicina a 300 ug/ml (fila superior) o cloranfenicol a 200 pug/ml (fila inferior) a 30 °C (a y f, linea sélida
negra; b, ¢, g, h) y junto con el cambio de temperatura a 41 °C (a y f, linea azul discontinua; d, e, i, j) (barra de
escala = 2 um).

En la fila inferior de la Figura 28 se muestran el histograma de citometria y las imagenes de
microscopia de B. subtilis en medio rico LB, tras la inhibicion con cloranfenicol, a 30 °C y junto
con el cambio a 41 °C. El nimero medio de cromosomas por célula obtenido por microscopia,
3,66 para 30 °C y 3,14 tras el cambio de temperatura, de nuevo subestima el valor obtenido
por citometria, 4,65 y 4,53 respectivamente (Tabla 13). En ambos casos, el nimero decrece
tras el cambio de temperatura, a pesar de que la induccion de HIR calculada por acumulacion
de DNA en estas condiciones fue la mas elevada de las cuantificadas (Tabla 9).

1.2.4. HIR por citometria de flujo y microscopia en V. cholerae

En el estudio de V. cholerae por citometria el pardmetro analizado es genomas por célula,
ya que no es posible distinguir la aportacion de cada uno de sus dos cromosomas en los
histogramas. En la Figura 29 se presentan los histogramas de citometria y las imagenes de
microscopia obtenidos para la estirpe ALO2495 de V. cholerae creciendo en medio minimo M9
con casaminoacidos, tras la adicion de diferentes antibidticos para inhibir los inicios de
replicacién y la division celular, a 30 °C y junto con el cambio de temperatura a 41 °C. En la fila
superior de la figura se muestran los resultados para el tratamiento con rifampicina 150 ug/ml
y cefalexina 50 ug/ml, tratamiento habitual empleado en E. coli, pero que en el caso de V.
cholerae no es suficiente para definir la cantidad de genomas por célula después de cuatro
horas de incubacidn, posiblemente debido a la diferente sensibilidad de cada uno de los dos
cromosomas de la bacteria a la rifampicina. En estas condiciones, el nimero medio de copias
de genomas por célula a 30 °Cy tras el cambio de temperatura muestra una disminucién en el
numero de genomas (Tabla 14). Si se consiguid un histograma de citometria definido en el
tratamiento con cloranfenicol a 200 ug/ml y sin adicion de cefalexina, que muestra un
aumento en el nimero de células con ocho copias del genoma después del cambio de
temperatura. Este aumento se refleja en el nimero medio de genomas por célula, que
muestra un incremento de 3,16 a 30 °C a 3,48 después del cambio a 41 °C (Tabla 14), y que
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Figura 29. Distribucidn de genomas por célula (3, f, 0), morfologia celular (b, d, g, i, k, m, p, r) y distribucién
de nucleoides (c, e, h, j, 1, n, q, s) en V. cholerae ALO2495 creciendo en medio minimo M9 con casaminoacidos,
tras cuatro horas de la adicién de rifampicina a 150 ug/ml y cefalexina a 50 ug/ml (a, b, ¢, d, ), rifampicina a
150 ug/ml (f, g, h, i, j), cloranfenicol a 200 ug/ml y cefalexina a 50 ug/ml (k, 1, m, n) o cloranfenicol a 200 ug/ml
(0o,p,q,1,58),a30°C (a, fyo,linea sdlida negra; b, ¢, g, h, k, |, p, q) y junto con el cambio de temperatura a 41 °C
(a, fy o, linea azul discontinua; d, e, i, j, m, n, r, s) (barra de escala = 2 wm).

Tabla 14. Nimero medio de genomas por célula obtenidos por citometria de flujo en V. cholerae ALO2495
creciendo en medio minimo M9 con casaminoacidos y medio rico LB, tras cuatro horas en diferentes
condiciones de inhibicién del inicio de la replicacién, a 30 °C y tras el cambio de temperatura a 41 °C (=41 °C).
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Medio de Tratamiento Genomas/célula
cultivo (ug/ml) 30°C -41°C
MMO casaa Rif 150 Cpx 50 2,87 2,22
Cam 200 3,16 3,48
LB Rif 150 Cpx 50 5,63 6,39
Cam 200 5,65 6,07
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Figura 30. Distribucién de genomas por célula (a, f), morfologia celular (b, d, g, i) y distribucién de
nucleoides (c, e, h, j) en V. cholerae ALO2495 creciendo en medio rico LB, tras cuatro horas de la adicién de
rifampicina a 150 ug/ml y cefalexina a 50 ug/ml (a, b, c, d, e) o cloranfenicol a 200 ug/ml (f, g, h,i,j) a 30 °C (a
y f, linea sélida negra; b, ¢, g, h) y junto con el cambio de temperatura a 41 °C (ay f, linea azul discontinua; d, e, i,
j) (barra de escala = 2 um).

supone un aumento del 10 % frente al 30,90 % de induccidn obtenido por acumulacién de DNA
(Tabla 10). En todos los casos estudiados las imagenes de microscopia muestran una
morfologia celular normal y una distribucidon de nucleoides ocupando todo el eje axial de la
célula, lo que no permite una estimacion del nimero de nucleoides por célula. Incluso tras el
tratamiento con cloranfenicol, que suele llevar a una mejor definicién de los nucleoides, se
obtienen imagenes que impiden el calculo del nimero medio de nucleoides por célula.

Para V. cholerae creciendo en medio rico LB, se obtuvo la distribucion de copias de
genomas por célula, a partir de muestras a 30 °C y tras el cambio a 41 °C, por tratamiento con
rifampicina a 150 ug/ml y cefalexina a 50 ug/ml (Figura 30, a), y con cloranfenicol a 200 ug/mi
(Figura 30, f). El nimero medio de genomas por célula obtenido se presenta en la Tabla 14. En
ambos casos se observa un incremento del nUmero de genomas tras el cambio de temperatura,
en un 13,49 % y un 7 % con rifampicina y cefalexina y con cloranfenicol, respectivamente. El
porcentaje de induccién de la replicacion determinado por acumulacién de DNA tras inhibicidon
con cloranfenicol fue del 40,70 % (Figura 18, Tabla 10), superior a la obtenida por citometria.
Las imagenes de microscopia de las muestras analizadas por citometria se muestran en la
Figura 30, con rifampicina a 150 ug/ml y cefalexina a 50 ug/ml (Figura 30, fila superior) o
cloranfenicol a 200 ug/ml (fila inferior). A diferencia del resto de especies analizadas, en medio
rico las células de V. cholerae mostraron un ligero aumento de su didametro después del
cambio de temperatura. No fue posible determinar el nimero de copias de nucleoides por
célula a partir de las imagenes de microscopia con ninguno de los dos tratamientos.

El analisis por citometria de V. cholerae creciendo en medio minimo AB con casaminodcidos
no dio resultados aceptables (datos no mostrados).
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1.3. Analisis de sitios SIDD en los origenes de replicacion cromosomica

Bacterias, arqueas y eucariotas comparten la caracteristica de que las regiones del origen
de replicacidon de sus cromosomas poseen zonas de alto contenido en AT. El contenido en AT
de estas regiones es mayor que en el resto del cromosoma, lo que facilita la apertura de la
doble hélice en estos puntos y favorece el posterior ensamblaje del replisoma en la zona del
origen de replicacién (revisado en Rajewska et al., 2012). La replicacion HIR en E. coli inicia
exclusivamente en oriC y se ha determinado que el trecémero L es esencial para su induccion
(Botello y Jiménez-Sanchez, 1997; Gonzalez-Soltero et al., 2006b). Se ha propuesto que la
desestabilizacion térmica de la zona de los trecémeros sea la responsable de la apertura de la
region del origen para el inicio de la replicaciéon termoinducida (Gonzalez-Soltero, 2007).

Mediante el analisis de la distribucion del contenido en bases del genoma es posible la
identificacion del origen de replicacién basada en la localizacidn de regiones ricas en pares AT.
El analisis SIDD, de la desestabilizacion del duplex de DNA inducida por estrés, utiliza las
propiedades estructurales del DNA derivadas de su contenido en pares AT para predecir los
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Figura 31. Perfil de probabilidad de desestabilizacién de la doble hélice (p(x)) para la secuencia de los

origenes de replicacidn de E. coli K12 (a), S. enterica serovar Typhimurium (b), B. subtilis est. 168 (c) y los
cromosomas [ (d) y Il (e) de V. cholerae 01 biovar El Tor est. N16961 (Tabla 4).
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sitios de la doble hélice que son susceptibles de separarse en situaciones de estrés debido a su
baja estabilidad termodinamica (apartado 15.2 de Métodos). El analisis de sitios SIDD en la
secuencia de oriC de E. coli determind que en el trecémero L se localiza el sitio preferente de
apertura de la doble hélice en oriC y se ha propuesto que la desestabilizacion de esta
secuencia por estrés térmico llevaria a la induccién de HIR (Gonzalez-Soltero et al., 2006b).

En este apartado se muestra el analisis de sitios SIDD en las secuencias de los origenes de
replicacién de los cromosomas de las especies bacterianas estudiadas (Tabla 1). Se represento
el perfil de inestabilidad para los diferentes origenes cromosdémicos mediante el uso de la
aplicacién WebSIDD (Bi y Benham, 2004). La descripcidon y procedencia de las secuencias
empleadas se recogen en la Tabla 4. En la Figura 31 se muestran los perfiles de
desestabilizacion obtenidos para los origenes de replicacion de los cromosomas de E. coli (a), S.
typhimurium (b) y B. subtilis (c), y los cromosomas | y Il de V. cholerae (d y e, respectivamente).
En todos los origenes analizados se localizan sitios SIDD en sus zonas ricas en AT. Este hecho
apoya la hipétesis, ya formulada para E. coli, de que la desestabilizacion térmica del origen de
replicacién lleva a la apertura de la secuencia del origen y permite el inicio de HIR en todas las
bacterias analizadas; asi mismo permite considerar que, de igual manera que en E. coli, el incio
de HIR en las diferentes especies analizadas tiene lugar en la secuencia oriC de los distintos
cromosomas (Gonzalez-Soltero et al., 2006b).

1.4. Analisis de HIR por qPCR

Tras establecer la existencia de sitios SIDD en la secuencia de todos los origenes de
replicacién analizados y suponiendo que los inicios de HIR tienen lugar en los oriC de las
diferentes bacterias, la induccién de HIR deberia llevar al aumento de la relacién entre las
secuencias del origen y del término por cromosoma (relacidn origen/término), en los primeros
minutos posteriores al cambio de la temperatura de incubacidn de un cultivo de 30 °C a 41 °C.

La gPCR es una técnica fiable por su alta especificidad y reproducibilidad y por el elevado
rango dinamico de cuantificacién que ofrece, incluso partiendo de una baja concentracion de
DNA. La técnica de gPCR permite hacer cuantificaciones relativas de la presencia de una
secuencia determinada en una muestra de DNA y expresar el resultado con relacion a otra
secuencia de referencia (Pfaffl, 2006). En este apartado se presenta el estudio de la induccion
de HIR mediante la determinacion de la relacion origen/término por gqPCR y cuantificacion
relativa. El protocolo seguido se describe en el apartado 13.3 de Métodos y las secuencias de
los cebadores utilizados se presenta en la Tabla 3. Se emplearon parejas de cebadores
disefiados especificamente para secuencias localizadas en las regiones del origen de
replicacién de cada uno de los cromosomas estudiados y para las regiones diametralmente
opuestas o proximas al término. Los cebadores empleados se recogen en la Tabla 3 de
Materiales.

1.4.1. Validacion del método: curvas estandar y eficiencia de la reaccion

La fidelidad de los resultados obtenidos mediante qPCR se basa en la eficiencia de la
amplificacion de las parejas de cebadores empleados en la reaccidon. Aunque la cuantificacion
relativa por gPCR no requiere el trazado de rectas estandar con concentraciones conocidas de
DNA, ya que los resultados seran relativos a otra secuencia, se elaboraron dichas rectas para
asegurar la eficiencia en las reacciones. Con la intencién de evitar el paso del aislamiento del
DNA cromosoémico previo a la gqPCR, se comprobd la eficiencia en reacciones tanto con
muestras de DNA cromosémico aislado y purificado como con muestras de células intactas y
se trazaron las rectas estandar para cada pareja de cebadores con ambos tipos de muestra.
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Se tomaron muestras de DNA cromosdmico y se determind su concentracion por absorcion
a 260 nm, asi como muestras de células intactas como se indica en el apartado 13.1 de
Métodos. Las muestras de células se tomaron retirando 1 ml del cultivo creciendo
exponencialmente cuando éste alcanzé una absorcion entre 0,2 y 0,4, medida a 450 nm para
medio minimo y a 600 nm para medio rico. La muestra se congeld rdpidamente y se
descongeld para afiadirla a las reacciones de gPCR. Ambos tipos de muestras se diluyeron de
forma seriada en tampdn TE abarcando un minimo de 5 unidades logaritmicas, con el fin de
obtener rectas de calibraciéon en ese rango dindmico. Todas las reacciones se llevaron a cabo
por triplicado, utilizando el kit para qPCR DyNAmo Flash Sybr Green de Thermo Scientific
(apartado 13.2 de Métodos).

Para el analisis de los resultados de las reacciones de gPCR, se establecid un umbral de
fluorescencia mediante el software iCycler de Bio-Rad para cada grupo de reacciones que
conformardn una recta de calibrado. Estos umbrales se utilizaron posteriormente para
determinar los Ct de las muestras estandar y problema.

A partir de los Ct obtenidos en las reacciones se trazaron las rectas estandar presentadas en
la Figura 32 (apartado 13.3 de Métodos). La desviacion estandar para cada valor medio de Ct
nunca fue superior al 13% y el coeficiente de correlacion R? para cada una de las reacciones
calibradas se obuvo proximo a 1. En la Tabla 15 se presentan el rango dinamico de deteccion
de DNA conseguido para cada pareja de cebadores en las diferentes muestras analizadas, el
umbral fijado por el software iCycler utilizado para el analisis de los datos obtenidos, la
pendiente obtenida en la recta estandar, y la eficiencia de las reacciones expresada segun
Rasmussen y en tanto por ciento (Rasmussen, 2001). En todas las situaciones se obtuvieron
eficiencias proximas al 100 %, con hasta un 8,5 % de desviacion estandar. En la Tabla 16 se
recogen las eficiencias obtenidas en las reacciones con células, el rango dindmico obtenido en
funcion de la absorcidon de la muestra, el umbral definido por el software iCycler para cada
grupo de muestras, la pendiente obtenida en la recta de calibracion y la eficiencia de las
reacciones. En todas las situaciones estudiadas la eficiencia se acerca al 100 % con hasta una
desviacion estandar del 18 %.

Al haber obtenido eficiencias similares y cercanas al 100% en todas las situaciones
estudiadas (tanto en las reacciones con DNA purificado, como con células), fue posible
simplificar el muestreo en los analisis posteriores. Se prescindié del aislamiento, purificacién y
cuantificacion de DNA, que a la vez de ser un proceso mas laborioso, también resulta en la
pérdida de material genético, y se procedio al andlisis directo de células completas por gPCR.

Tabla 15. Eficiencia de la reaccién de qPCR, expresada segin la ecuacién de Rasmussen (2001) y en tanto
por ciento (E y %), para las parejas de cebadores del origen y del término de la replicacién con muestras de
DNA cromosémico aislado de las estirpes indicadas. Se muestra el rango lineal de deteccién conseguido en
cada caso, el umbral fijado por el iCycler para optimizar la cuantificacidn de la fluorescencia y la pendiente de
la recta de calibrado.

Estirpe Medio de Region Rango de Umbral Pendiente Eficiencia
cultivo amplificada deteccion iCycler de larecta

(ng de DNA) E* %
MG1655 MM9 casaa ori 10-3-10! 17,98 -3,3048 2,00 100,72
(E. coli) ter 10-3-102 8,991 -3,3294 1,99 99,69
AB1157 LB ori 10-3-102 127,2 -3,2620 2,02 102,52
(E. coli) ter 10-3-102 92,8 -3,3206 2,00 100,05
MM9 casaa ori 10-3-102 16,25 -3,3284 1,99 99,73
ter 10-3-10! 4,979 - 3,5445 1,91 91,48
BG214 LB ori 10-2-102 117,7 -3,5295 1,92 92,01
(B. subtilis) ter 10-2-102 4,979 -3,5091 1,91 91,48

* Eficiencia de la reaccion segun la ecuacién E = 10-1/vendiente (Rasmussen, 2001).
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Figura 32. Rectas de calibrado de las reacciones de qPCR obtenidas por regresion lineal de la
representacion de la media de ciclo umbral obtenido (Ct, threshold cycle) frente a la dilucién empleada a partir
de muestras de DNA cromosémico purificado (O, @) y de muestras de células ([1, ) para las parejas de
cebadores del origen (simbolos vacios) y del término (simbolos llenos) de cada cromosoma. (a) E. coli MG1655
en medio minimo M9 con casaminoéacidos; (b y c) E. coli AB1157 en medio minimo M9 con casaminoacidos y
en medio rico LB, respectivamente; (d) S. typhimurium LT2 en medio minimo M9 con casaminoacidos; (e) B.
subtilis BG214 en medio rico LB; y (f y g) V. cholerae ALO2495 en medio minimo AB con casaminoacidos
(cromosomas [ y II, respectivamente). Se muestran las barras de error para los valores de Ct y los coeficientes
de correlacién lineal R2.
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Tabla 16. Eficiencia de la reaccién de qPCR, expresada seguin la ecuacién de Rasmussen (2001) y en tanto
por ciento (E'y %), para las parejas de cebadores del origen y del término de la replicacién para cada
cromosoma con muestras de células de las estirpes indicadas. Se muestra la densidad 6ptica de la muestra
(DO), el rango de diluciones utilizado en cada caso, el umbral fijado por el software iCycler para optimizar la
cuantificacién de la fluorescencia y la pendiente de la recta de calibrado.

Estirpe Medio de Region Rango de deteccion Umbral Pendiente Eficiencia
cultivo amplificada (A450 0 A600) iCycler delarecta E* %
MG1655 MM9 casaa ori 0,320-104-0,320 21,36 -3,0644 2,11 111,99
(E. coli) ter 0,320-10-5-10,320 2,757 -3,3285 1,99 99,72
AB1157 LB ori 0,254-10-5- 0,254 148,1 -2,9836 2,16 116,35
(E. coli) ter 0,254-10-5- 0,254 98,4 -2,9505 2,18 118,23
MM9 casaa ori 0,232-104-0,232 25,89 -3,0104 2,14 114,87
ter 0,232-104-0,232 3,992 -3,1147 2,09 10943
LT2 (S. MM9 casaa ori 0,242-105- 0,242 451,1 -3,2729 2,02 102,08
typhimurium) ter 0,242-105-0,242 355,0 -3,2226 2,04 104,32
BG214 LB ori 0,240-104- 0,240 110,6 -3,2400 1,92 092,74
(B. subtilis) ter 0,240-104- 0,240 169,6 -3,1129 2,09 109,43
AL02495 AB casaa oril 0,202-104-0,202 440,6 -3,2333 2,03 103,85
(V. cholerae) terl 0,202-104-0,202 510,1 -3,2048 2,02 102,82
orill 0,202-104-0,202 503,2 -3,2395 2,03 103,17
terll 0,202-104-0,202 396,8 -3,2167 2,04 104,58

* Eficiencia de la reaccion segin la ecuacién E = 10-1/vendiente (Rasmussen, 2001).

1.4.2. Analisis de la relacion origen/término en HIR

Para determinar la induccién de HIR mediante el uso de gqPCR en las distintas especies
bacterianas analizadas en este trabajo, se tomaron muestras de cultivos creciendo en medio
minimo M9 con casaminoacidos, en medio minimo AB con casaminoacidos o en medio rico LB,
tras 30 minutos de la adicién de rifampicina a 150 o 300 ug/ml o cloranfenicol a 200 ug/ml, a
30 °Cy junto con el cambio a 41 °C. El tiempo de la toma de muestras se fijo considerando los
resultados que se presentan en el apartado 1.6 de Resultados. Con el objetivo de conseguir
células en estado estacionario en cuyos cromosomas la relacion origen/término es igual a 1, se
tomaron muestras de cada bacteria, de cultivos crecidos en los medios correspondientes, tras
unas 48 horas de incubacién a 30 °C.

Las reacciones se prepararon por triplicado para cada pareja de cebadores (apartado 13.2
de Métodos), afiadiendo 1 ul de la muestra del cultivo celular previamente congelada. Los Ct
obtenidos se analizaron con el software iCycler, fijando para cada muestra el mismo umbral de
deteccién de fluorescencia establecido en las muestras utilizadas para la calibracion de cada
pareja de cebadores en cada cromosoma (Tabla 16). Se comprobd que todos los Ct se
encontraban dentro de los rangos de deteccidn para los que la eficiencia de las reacciones se
habia probado con el trazado de las rectas de calibrado. Se calculé la media de los Ct de los
triplicados de cada muestra, para cada pareja de cebadores, y se calculd el valor de AACt,
considerando como secuencia de interés, la del origen de replicacién; secuencia de referencia,
la del término (Tabla 4); muestra control, la tomada del cultivo estacionario; y muestras
problema, las procedentes del cultivo con rifampicina a 30 °C y del cultivo con rifampicina y
cambio de 30 °C a 41 °C. Con estos datos y considerando que las reacciones de qPCR para la
amplificacion de la secuencia del origen y para la amplificacion del término tienen eficiencias
proximas al 100 %, se calculé la cuantificacion relativa del origen con respecto al término por
el método AACt; adicionalmente se hizo el calculo considerando las eficiencias especificas
obtenidas para cada par de cebadores (apartado 13.3 de Métodos, Tabla 16).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 17, donde se indican las relaciones
origen/término (ori/ter) determinadas para los cultivos a 30 °C y tras el cambio a 41 °C, y la
relacion del valor obtenido tras el cambio 41 °C con respecto al de 30 °C (ori/ter HIR). Valores
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Tabla 17. Relaciones origen/término de replicaciéon (ori/ter) en cultivos a 30 °C y tras el cambio de
temperatura a 41 °C (T) y la relacidn entre el valor tras el cambio a 41 °C respecto a 30 °C (ori/ter HIR). A las
estirpes indicadas creciendo exponencialmente en los diferentes medios de cultivo, se adicioné rifampicina o
cloranfenicol a 30 °C y junto con el cambio a 41 °C; las muestras se tomaron a los tiempos indicados tras el
inicio del tratamiento inhibidor (n = niimero de muestras analizadas).

Estirpe Medio Antibidtico  tiempo T ori/tera ori/tera ori/terb ori/terb
(ug/ml) (min) HIR HIR
—41°C/30 °C —41°C/30 °C
MG1655 MM9 casaa Rif 150 30 30°C 1,42 £0,17 253 1,22 + 0,15 233
(E. coli) —41°C 3,59 0,47 g 2,86 £ 0,35 ’
AB1157 MM9 casaa Rif 150 30 30°C 1,00 0,22 201 0,98 +0,21 194
(E. coli) —41°C 2,02 0,70 g 1,89 0,61 ’
LB Rif 150 30 30°C 0,99 +0,31 1,26 + 0,41
—41°C 3,17 £0,76 S 4,10 +0,21 S22
LT2 MM9 casaa Rif 150 30 30°C 0,45 +0,02 189 0,45 +0,01 190
(S. typhimurium) —-41°C 0,85 0,10 ’ 0,87 £ 0,08 ’
180 30°C 0,36 0,37
—41°C 0,49 1,34 0,50 L=
BG214 LB Rif 300 30 30°C 0,50 0,10 395 0,90 +0,20 365
(B. subtilis) —41°C 1,63 0,69 ’ 3,32 +1,49 ’
300 30°C 1,55 +0,42 4,89 +1,55
—41°C 2,26 +0,15 1,43 4,55 +0,35 L2
AL02495 AB casaa Cam 200 30 30°C 7,82 + 6,40 256 7,74 + 6,34 94
(V. cholerae) —-41°C 20,04 +1549 ’ 19,71 15,15 ’
cromosoma | 180 30°C 2,10 8,69
—41°C 2,45 116 10,10 Lol
Rif 150 30 30°C 13,00+1,73 12,78 1,60
—41°C 29,81:273 228 29,21 2,50 Rzs
180 30°C 1,98 8,18
—41°C 2,23 L12 9,19 L12
AL02495 AB casaa Cam 200 30 30°C 1,41 0,17 112 1,02 +0,56 0.84
(V. cholerae) —-41°C 1,58 +1,14 ’ 0,85 0,74 ’
cromosoma II 180 30°C 0,79 0,80
—41°C 0,91 114 0,92 LS
Rif 150 30 30°C 2,76 +1,43 0,97 +0,21
—41°C 2,83 £1,98 e 0,84 +0,23 e
180 30°C 1,62 1,65
—41°C 1,74 1,07 1,77 2

Calculado por el método comparativo AACt (Livak y Schmittgen, 2001).
b Calculado teniendo en cuenta la eficiencia de las dos parejas de cebadores por el método propuesto por Pfaffl (Pfaffl, 2001).

superiores a 1 en esta ultima relacion indicaran la induccidn de la replicacidon HIR en los
origenes de replicacion, o zonas préximas, de los diferentes cromosomas analizados.

Se analizaron las estirpes MG1655 y AB1157 de E.coli, LT2 de S. typhimurium, BG214 de B.
subtilis y ALO2495 de V. cholerae, creciendo en diferentes medios e inhibiendo el inicio de la
replicaciéon como se indica en la Tabla 17. En el caso de V. cholerae, el analisis por gqPCR
permitié distinguir entre sus dos cromosmas, que se analizaron por independiente.
Considerando los datos calculados por el método comparativo AACt, los valores obtenidos
para la relacion ori/ter HIR tras 30 minutos del inicio del tratamiento inhibidor, en todos los
casos fue significativamente superior a 1, excepto para el cromosoma Il de V. cholerae. Se
obtuvieron valores desde 1,89 para el cromosoma de S. typhimurium, creciendo en medio
minimo M9 y con inhibicién por rifampicina a 150 ug/ml, hasta 3,25 para el cromosoma de B.
subtilis, creciendo en medio rico LB y con rifampicina a 300 ug/ml. Para E. coli, el valor
obtenido para ori/ter HIR fue de 2,53 en MG1655 y 2,01 en AB1155, ambas creciendo en
medio minimo M9 y con inhibicién por rifampicina a 150 ug/ml, y de 3,21 en AB1155
creciendo en medio rico LB y tratamiento con rifampicina a 150 ug/ml. Para V. cholerae,
creciendo en medio minimo AB con casaminodcidos y con inhibicion por cloranfenicol a 200
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ug/ml o rifampicina a 150 ug/ml, se obtiene una clara diferencia entre sus cromosomas | y I,
presentado el primero una relacion ori/ter HIR de 2,56 y 2,29, segun el tratamiento inhibidor,
mientras que el cromosoma |l presenta valores de 1,12 y 1,04. Por tanto se puede concluir que
en V. cholerae sélo el cromosoma | induce HIR.

Adicionalmente a las muestras tomadas tras 30 minutos del inicio del tratamiento
inhibidor, en S. typhimurium y V. cholerae se analizaron muestras tras 180 minutos y en B.
subtilis tras 300 minutos, de cultivos a 30 °C y tras el cambio a 41 °C. Los valores para ori/ter
HIR obtenidos con estas muestras son mas bajos que los determinados tras 30 minutos de
inhibicidon, como se espera al ir progresando la elongacion y la terminacion de la replicacion. En
el caso del cromosoma Il de V. cholerae, los valores permanecen constantes.

Los valores obtenidos para las relaciones ori/ter y ori/ter HIR considerando la eficiencia de
las diferentes parejas de cebadores no mostraron diferencias significativas para la
interpretacion de los resultados.

1.5. Dependencia de RecA en HIR

La proteina RecA desempefia papeles fundamentales en diversas funciones del
metabolismo del material genético, como son la recombinacién homéloga, la reparacion de las
horquillas de replicacién detenidas, la reparaciéon de roturas de doble cadena del DNA, la
induccién de la respuesta SOS y la mutagénesis (Cox, 2003; Lusetti y Cox, 2002). Se ha
determinado que HIR en E. coli, a diferencia de la replicacion ciclica, requiere las actividades de
recombinacién homodloga y de mantenimiento de estructuras de replicacidon asociadas a RecA
(Botello y Jiménez-Sanchez, 1997, Gonzalez-Soltero et al.,, 2008b). Para caracterizar
funcionalmente a HIR en las especies estudiadas diferentes a E. coli, se determiné la
dependencia de RecA para la induccidn de HIR en estas especies.

Se analizé la induccién de HIR por acumulacion de DNA, en estirpes de S. typhimurium, B.
subtilis y V. cholerae mutantes nulos recA y sus correspondientes estirpes isogénicas (apartado
4.2.2 de Métodos). Como referencia se utilizé la estirpe 1C4000 de E. coli que lleva la mutacion
recA430, donde se ha demostrado que no se induce HIR (Botello y Jiménez-Sanchez, 1997,
Gonzalez-Soltero et al., 2008b). Las estirpes utilizadas se describen en la Tabla 1. Los
resultados obtenidos se presentan en la Tabla 18. Se analizaron cultivos de las diferentes
estirpes creciendo en los medios y con el tratamiento de inhibicién del inicio de la replicacién
gue se indican en la Tabla 18. Se muestran los porcentajes de origenes inducidos tras el

Tabla 18. Porcentaje de origenes inducidos (induccidn) por cambio de temperatura en estirpes mutantes
RecA-y sus isogénicas RecA+de E. coli, S. typhimurium, B. subtilis y V. cholerae, creciendo en diferentes medios,
tras la inhibicién del inicio de la replicacién con rifampicina (Rif) o cloranfenicol (Cam) a las concentraciones
indicadas.

Estirpe (genotipo) Medio de Antibiotico Inducciéon Inducciéon
cultivo (ng/ml) RecA+ (%) RecA- (i%)
E. coli MMO casaa Rif 150 24,97 0
- AB1157 (RecA+ -
- 1C400 (re(cA430% LB Rif 150 29,94 0
S. typhimurium MMO casaa Rif 150 55,79 24,06
- LT2 (RecA¥) LB Rif 150 40,66 30,07
- SV1235 (LT2 recA1) Cam 200 78,69 40,48
B. subtilis MMO casaa Cam 250 93,69 66,73
- BG214 (RecA+) LB Rif 300 56,31 14,36
BG190 (BG214 recA6) Cam 200 109,95 66,76
V. cholerae AB casaa Rif 150 33,47 31,32
- AL02495 (RecA+) Cam 200 28,19 0
- AL02399 (AL02495 recA-) LB Cam 200 40,70 13,81

102



Resultados

cambio de temperatura en las estirpes RecA y sus isogénicas RecA’. En el mutante de
recombinacién de E. coli no se indujo HIR, ni en medio minimo, ni en medio rico, como ya se
habia demostrado. En el resto de especies, los mutantes nulos indujeron HIR, aunque en
menor porcentaje que sus estirpes isogénicas silvestres. En S. typhimurium y B. subtilis, HIR se
indujo en los mutantes en torno a una media del 50 % de la induccién del silvestre, variando
en funcién del medio de cultivo y del tratamiento inhibidor. En V. cholerae los resultados
fueron mas variables; en el mutante creciendo en medio minimo se indujo HIR a niveles del
silvestre por tratamiento con rifampicina, mientras que no se indujo al inhibir los incios con
cloranfenicol, en medio rico HIR se reduce al 30 % en el mutante con respecto al silvestre.
Estos resultados indican que HIR es parcialmente dependiente de RecA en S. typhimurium, B.
subtilis y V. cholerae, a diferencia de la dependencia completa de las actividades de RecA
requeridas para HIR en E. coli.

1.6. Ampliacion de la caracterizacion de HIR en E. coli

Aunque HIR ha sido extensamente estudiada en E. coli (Botello, 1994; Botello y Jiménez-
Sanchez, 1997; Gonzalez-Soltero et al., 2006a; Gonzalez-Soltero et al., 2006b; Gonzalez-Soltero,
2007; Gonzalez-Soltero et al., 2008), en este apartado se presentan dos analisis que amplian la
descripcion de esta replicacion inducida por estrés térmico.

1.6.1. Determinacion del tiempo de induccién de HIR tras el cambio de
temperatura

La cuantificacion de la induccién de HIR se suele llevar a cabo realizando cambios de
temperatura de 30 °C a 41 °C e inhibiendo el inicio de la replicacidon ciclica simultaneamente
por la adicion de rifampicina; posteriormente se permite la finalizacidon de las replicaciones en
marcha durante un tiempo al menos el doble del tiempo de generacién del cultivo. Esta
aproximacién experimental no permite conocer el tiempo en el que los inicios de HIR se
producen tras el cambio de temperatura. Aunque se ha determinado que la induccién de HIR
es transitoria (Botello y Jiménez-Sanchez, 1997), no se conoce el tiempo durante el que tienen
lugar los inicios de la replicacién termoinducida tras el cambio de temperatura.

Para determinar el periodo en el que HIR inicia tras el cambio de temperatura, de cultivos
de la estirpe AB1157 de E. coli creciendo exponencialmente en medio minimo M9 con
casaminodacidos a 30 °C una alicuota se transfirié 41 °C, y a ambos volimenes se les afiadid
rifampicina a 150 ug/ml al mismo tiempo del cambio de temperatura; a tiempos posteriores al
cambio se devolvieron a 30 °C alicuotas del volumen a 41 °C; en todos los casos se permitio
qgue las replicaciones en marcha se completaran y se determind la acumulacién de DNA
alcanzada y el porcentaje de origenes inducidos en los volimenes que habian estado a 41 °C
(apartados 4.2.2 y 4.2.3 de Métodos). En la Figura 33 se muestran los porcentajes de origenes
inducidos obtenidos para cada uno de los tiempos registrados (induccion). Se observa que
inicialmente cuanto mas tiempo se mantiene la alicuota a la temperatura elevada, mayor es el
porcentaje de induccidon que se obtiene. Esto sucede hasta que la alicuota se mantiene 30
minutos a 41 °C antes de devolverla a 30 °C, situacién en la que el porcentaje de origenes
inducidos alcanzé el valor mdximo, en torno al 20 %. Este porcentaje se mantuvo sin variacién
en el resto de las alicuotas incubadas durante mas de 30 minutos a 41 °C antes de devolverlas
a 30 °C. Por tanto, los inicios de HIR tienen lugar durante los 30 primeros minutos tras el
cambio de temperatura. Este tiempo necesario para alcanzar la induccion maxima de HIR se
considerd como el tiempo éptimo para la toma de muestras que se analizaron por qPCR para
determinar la relacién origen/término en HIR (apartado 1.4.2 de Resultados).
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Figura 33. Porcentaje de origenes inducidos (induccidn) en cultivos de E. coli AB1157 creciendo en medio
minimo M9 con casaminoacidos a 30 °C y sometidos al cambio a 41 °C junto con la adicién de rifampicina a
150 ug/ml a tiempo cero, devolviendo alicuotas de 41 °C a 30 °C a los tiempos posteriores indicados. El
tratamiento con rifampicina se mantuvo tres horas para todas las muestras.

1.6.2. Analisis por citometria de flujo del efecto del cambio de temperatura
en cultivos no tratados

El analisis de cultivos creciendo exponencialmente a 30 °C y tras el cambio de 30 °C a 41 °C
siguiendo el crecimiento en masa y la sintesis de DNA, lleva a un aumento de la relacion
DNA/masa tras el cambio de temperatura en E. coli (apartado 1.1.1 de Resultados, Figura 13)
(Botello y Jiménez-Sanchez, 1997). Para analizar los cambios que experimenta el cultivo tras el
cambio de 30 °Ca 41 °C se llevé a cabo su analisis por citometria de flujo.

La estirpe AB1157 de E. coli se crecid exponencialmente en medio minimo M9 con
casaminoacidos a 30 °C y cuando el cultivo alcanzé una absorbancia entre 0,08 y 0,10 una
parte se transfirido a 41 °C. A tiempos posteriores al momento del cambio de temperatura, se
separaron alicuotas de ambos volimenes y se trataron con rifampicina a 150 ug/ml vy
cefalexina a 50 ug/ml durante cuatro horas. Los cultivos presentaron tiempos de generacion
de 54 minutos a 30 °C y de 32 minutos tras el cambio a 41 °C. Las muestras tratadas con
rifampicina y cefalexina fueron analizadas por citometria de flujo. En la Figura 34 se muestra la
distribucion de cromosomas por célula en las muestras tratadas. A partir de estos histogramas
se calculé el nimero medio de cromosomas por célula (cromosomas equivalentes/célula) en
las muestras de 30 °C y tras el cambio a 41 °C y los datos obtenidos se hicieron relativos al
valor medio obtenido a 30 °C. De igual manera se procedié con la relacién masa/célula
determinada en estas muestras por citometria, considerando el parametro dispersién de luz
(LS/célula).

Los resultados obtenidos se presentan el la Figura 35. El cultivo creciendo
exponencialmente a 30 °C mantuvo los pardmetros analizados en torno a su media. Tras el
cambio de temperatura, se observd un aumento del nimero de cromosomas por célula
durante los primeros 20 minutos, que va acompafiado por el aumento de la masa celular. A
tiempos posteriores, las células disminuyeron su contenido en cromosomas al producirse la
division celular, alcanzando niveles inferiores a los que mantiene el cultivo exponencial a 30 °C.
Por tanto, el cambio de temperatura de 30 °C a 41 °C, induce la replicacion y la elongacién
celular durante la primera generacién tras el cambio; a tiempos posteriores, se inducen
divisiones celulares extras, que llevan a disminuir el tamafio celular y el contenido
cromosémico por célula a valores inferiores a los del cultivo a 30 °C. Durante los primeros
minutos tras el cambio, el incremento en cromosomas es mas rapido y mas alto que el
aumento de la masa celular, lo que llevaria al aumento de la relacion DNA/masa observado
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anteriormente (Figura 13). Las divisiones posteriores disminuyen el tamafio o masa celular de
forma similar a la reduccion de cromosomas por célula, manteniéndose asi los valores

DNA/masa altos en el cultivo.
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Figura 34. Distribuciéon de cromosomas por célula en cultivos de E. coli AB1157 creciendo en medio
minimo M9 con casaminoacidos a 30 °C (linea superior) y tras el cambio a 41 °C (linea inferior). La adicién de
rifampicina a 150 ug/ml y cefalexina a 50 pug/ml se llevé a cabo a los tiempos posteriores al cambio de
temperatura indicados en cada histograma, tanto a alicuotas del cultivo creciendo exponencialmente a 30 °C
como a alicuotas del cultivo cambiado a 41 °C. El tratamiento con rifampicina y cefalexina se mantuvo cuatro
horas para todas las muestras. Tiempos de generacién: 54 min a 30 °C y 32 min a 41 °C.
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Figura 35. Relaciones cromosomas equivalentes/célula y masa/célula obtenidas por citometria de flujo
tras tratamiento con rifampicina a 150 ug/ml y cefalexina a 50 ug/ml a cultivos de E. coli AB1157 creciendo en
medio minimo M9 con casaminoécidos a 30 °C (O) y tras el cambio a 41 °C (@) a tiempo cero. La adicién de
rifampicina y cefalexina se llevé a cabo a los tiempos posteriores al cambio de temperatura indicados, para
ambos cultivos, y el tratamiento se mantuvo cuatro horas para todas las muestras.
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2. REPLICACION EN MINICROMOSOMAS Y PLASMIDOS DE E. coli

En el primer apartado de Resultados se presentan datos que indican que la replicacidon
inducida por estrés térmico HIR no es exclusiva de E. coli, sino que también tiene lugar en otras
especies bacterianas. Preliminarmente se habia observado que moléculas de diferentes
plasmidos muestran una respuesta a la temperatura similar a HIR (Gonzalez-Soltero, 2007). En
el presente apartado se amplia el estudio y la caracterizacidn de la replicacion termoinducida a
minicromosomas y plasmidos de E. coli. También se estudia el efecto de la temperatura de
crecimiento sobre la replicacion de minicromosomas y plasmidos en condiciones de
crecimiento exponencial a 30 °C, 37 °C y 41 °C. De igual modo que en los origenes de
replicacion de cromosomas bacterianos, se han localizado sitios SIDD en los replicones
estudiados. Finalmente se analiza la funcién de la proteina RecA para la replicacion plasmidica.
El andlisis de la replicacion mediante marcaje radiactivo se ve dificultado en el estudio de
plasmidos debido a su pequefio tamafio, que impide la deteccidn fiable de la sefial radiactiva al
trabajar con densidades dpticas bajas, a diferencia de su estudio en cromosomas (apartado 1.1
de Resultados); en este trabajo se ponen a punto y se comparan diferentes métodos para
determinar el nimero de copias de plasmido, como la espectrofluorimetria, la citometria de
flujo y la gPCR.

2.1. Induccidon de la replicacion por estrés térmico en minicromosomas y
plasmidos

Trabajos anteriores han demostrado que la emisién de fluorescencia por la proteina de
fluorescencia verde GFP puede utilizarse para cuantificar la dosis génica o el nimero de copias
de un plasmido (Gonzalez-Soltero, 2007; Lobner-Olesen, 1999; Mendoza-Chamizo et al., 2012).
En este trabajo se ha aprovechado dicha emisién para estudiar HIR en distintos plasmidos
portadores del gen GFPmut2 clonado bajo el control del promotor del operdn arabinosa, pBAD,
y de su proteina reguladora AraC (apartado 12 de Métodos; Cormack et al., 1996; Lobner-
Olesen, 1999). Sistemas como éste, basados en la medida de la fluorescencia de GFP, permiten
el uso de técnicas como la espectrofluorimetria y la citometria de flujo para la determinacion
de su dosis génica o del niumero de copias de plasmido, porque no miden la actividad
enzimatica de GFP, sino su fluorescencia intrinseca. Previamente a este trabajo se comprobd
qgue el promotor pBAD no es inducible por el cambio de temperatura de 30 °C a 41 °C
(Gonzalez-Soltero, 2007).

Se han estudiado diferentes replicones con diferentes mecanismos de control de la
replicacién: los minicromosomas oriC y oriC sopABC, y los plasmidos F, P1 AincA, pSC101, R1,
pl5A y pBR322 (apartado 4 de Introduccién). Las estirpes bacterianas empleadas son
portadoras de los minicromosomas o plasmidos: pALO264 (oriC), pALO267 (oriC sopABC),
pALO280 (F), pALO270 (P1 AincA), pALO284 (pSC101), pALO261 (R1), pALO275 (pl5A) o
pALO269 (pBR322) en MC1000 (serie ALO, Tabla 2). En el estudio por espectrofluorimetria,
cada valor de fluorescencia, una vez corregido para evitar el efecto de filtro interno (12.1.1 de
Métodos), se hizo relativo a la absorbancia de las muestras y se utilizé para determinar el
nimero de copias de plasmido por masa (FL/masa). En el anélisis por citometria de flujo se
trabajé con el valor medio de cada distribucién de fluorescencia por célula de la poblacion
analizada y éste valor se utilizd para determinar el nimero de copias de plasmido por célula
(FL/célula) (apartado 12.2.1 de Métodos). En todos los experimentos se mantuvo siempre
activo el promotor pBAD mediante la adicidn al medio de cultivo de arabinosa al 0,2 % (p/v),
consiguiendo asi que la cantidad de fluorescencia de GFP detectada sea proporcional al
numero de genes GFPmut2 en la célula.

En este estudio, los cultivos se crecieron exponencialmente a 30 °C vy, al alcanzar una
absorbancia de 0,06 y 0,08, medida a 488 nm, una alicuota del cultivo se incubd a 41 °C. Se
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utilizdé medio minimo M9 con glicerol como fuente de carbono, suplementado con
casaminodcidos al 0,1 % (p/v) y arabinosa al 0,2 % (p/v), y se adiciond el antibidtico al que cada
plasmido confiere resistencia segun la estirpe analizada (apartado 2.1 de Materiales). Se
tomaron muestras a lo largo del crecimiento exponencial a 30 °C y tras el cambio de
temperatura, y se analizd su fluorescencia mediante espectrofluorimetria y citometria de flujo
(apartado 12 de Métodos). En el estudio de la replicacion termoinducida en minicromosomas y
plasmidos no se hace uso de los antibidticos rifampicina o cloranfenicol, utilizados en el
apartado anterior para inhibir los inicios de la replicacidn ciclica, puesto que el analisis se basa
en la medida del aumento de la fluorescencia de GFP y el tratamiento inhibidor detendria la
sintesis de nuevas proteinas.

Los datos de fluorescencia obtenidos para cada replicén, relativos a la masa (FL/masa) o a
la célula (FL/célula), se representaron frente al tiempo de toma de muestras. Puesto que los
valores FL/masa y FL/célula obtenidos durante el crecimiento a 30 °C en cada cultivo fueron
practicamente constantes a lo largo del tiempo, los datos que se representan se hicieron
relativos a la media de estos valores de las muestras tomadas a 30 °C para cada replicdn
(Figuras 36, 38 y 39).

2.1.1. Induccion de la replicacion en minicromosomas

Los minicromosomas son plasmidos que se replican exclusivamente a partir de una copia
del origen de replicacidon cromosémico, oriC, y estan sujetos al mismo control de la replicacion
gue el cromosoma bacteriano. Se ha estudiado la induccién de la replicacién por estrés
térmico en los minicromosomas pALO264 (oriC) y pALO267 (oriC sopABC). El minicromosoma
pALO264, a diferencia de los replicones plasmidicos naturales, no acopla su replicacion al
numero de copias por célula puesto que no contiene informacion para efectuar un reparto
equitativo en el momento de la division celular. EI minicromosoma pALO267 contiene el
sistema de particion sopABC del plasmido F, que lleva a cabo un reparto activo y estable entre
las células hijas (Lobner-Olesen, 1999; Niki y Hiraga, 1999). En la Figura 36 se representan los
valores para FL/masa y FL/célula a lo largo del crecimiento exponencial a 30 °C y tras el cambio
a 41 °C paralas estirpes ALO1455 (a) y ALO1456 (byc), que albergan los minicromosomas
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Figura 36. Relacién FL/masa relativa obtenida por espectrofluorimetria (a, b) y FL/célula obtenida por
citometria de flujo (c) en las estirpes ALO1455 (a) y ALO1456 (b, c), portadoras de los plasmidos pALO264
(oriC) y pALO267 (oriC sopABC), respectivamente, durante el crecimiento exponencial a 30 °C (O) y tras el
cambio de temperatura a 41 °C a tiempo cero (@®). El valor medio de la relacién FL/masa de las muestras
tomadas a 30 °C se utiliz6 como referencia.
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Figura 37. Distribucién de la fluorescencia por célula obtenida por citometria de flujo en muestras
tomadas a 30 °C (absorbancia de 0,1) para las estirpes ALO1455, AL01456, ALO15465, ALO1459, ALO1469,
ALO1454, ALO1460 y ALO1458, portadoras respectivamente de (a) los minicromosoma pALO264 (oriC, linea
continua negra) y pALO267 (oriC sopABC, linea discontinua azul), (b) los plasmidos con control de la
replicaciéon por iterones (b) pALO280 (F, linea continua negra), pALO270 (P1AincA, linea discontinua) y
pALO284 (pSC101, linea punteada fucsia), y (c) para los pladsmidos con control por RNA antisentido pALO261
(R1, linea continua), pALO275 (p15A, linea discontinua azul) y pALO269 (pBR322, linea punteada fucsia).

pALO264 (oriC) y pALO267 (oriC sopABC), respectivamente. Para cuantificar el aumento del
numero de copias de minicromosoma se dividio el valor alcanzado cuatro horas después del
cambio de temperatura a 41 °C entre el valor medio obtenido a 30 °C (Tabla 19). Los
resultados obtenidos por espectrofluorimetria indican que el nimero de copias de los
minicromosomas por masa aumenta tras estrés térmico un 35 % tanto para pALO264 como
para pALO267. De este modo ambos presentarian un nivel de induccidon de la replicacién
analogo al del cromosoma. En la cuantificacion del nimero de copias por célula, para el
minicromosoma pALO264 (oriC) se obtuvo una distribucion bimodal (Figura 37),
correspondiente a la coexistencia de dos subpoblaciones celulares debido a la falta del sistema
de reparto sopABC (Lobner-Olesen, 1999); este motivo hace que la cuantificacion del nimero
medio de copias por célula sea inexacto para este plasmido. Para pALO267 (oriC sopABC) se
obtuvo un aumento en el nimero de copias por célula del 65 % tras el cambio a 41 °C, superior
al obtenido por espectrofluorimetria (Tabla 19, Figuras 36 y 37 a).

Tabla 19. Incremento del niimero de copias de pldsmido tras el cambio a 41 °C con respecto al crecimiento
exponencial a 30 °C, medido por espectrofluorimetria (AFL/masa) y por citometria de flujo (AFL/célula), y
tamafio celular medio relativo (LS/célula) a 30 °C y tras el cambio a 41 °C en las diferentes estirpes indicadas
(n = namero de cultivos analizados).

Estirpe Plasmido Replicon Espectrofluorimetria  Citometria de flujo Tamaiio celular

(AFL/ masa) (AFL/célula) (LS/célula)

n n 30°Ca  —41°Cb

AL01455 pALO264 oriC 1,35 2 - - 0,89 -
ALO1456 pALO267 oriC sopABC 1,35 3 1,65 3 1,09 0,92
AL01465 pALO280 F 1,13 3 2,20 4 0,99 1,02
AL01459 pALO270 P1 AincA 1,39 3 2,00 4 1,01 1,02
ALO1469 pALO284 pSC101 1,55 4 2,00 3 0,98 1,05
AL01454 pALO261 R1 1,30 3 1,80 4 1,15 1,21
ALO1460 pALO275 p15A 2,00 3 2,90 5 1,00 1,04
AL01458 pALO269 pBR322 1,65 3 4,60 6 1,00 1,36
MC1000 - - - - - 3 1,00 1,13

a Tamafio celular relativo al tamafio celular medio de la estirpe MC1000 creciendo exponencialmente a 30 °C.
b Variacion del tamafio celular tras el cambio a 41 °C (4h) relativo al tamafio celular durante el crecimiento exponencial a 30 °C.
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2.1.2. Induccion de la replicacion en plasmidos con control de la replicacion
por iterones.

Los plasmidos con control de la replicacion por iterones son aquellos que contienen
secuencias directamente repetidas, o iterones, en sus origenes de replicacion. Estas secuencias
son el lugar de unién para la proteina iniciadora Rep, codificada por el propio plasmido
(apartado 4.2.1 de Introduccidn). Dentro de esta categoria, en este apartado se estudian los
plasmidos pALO280 (F), pALO270 (P1AincA) y pALO284 (pSC101).

En la Figura 38 se muestran los valores para FL/masa (a, b, c) y FL/célula (d, e, f) en la
estirpe ALO1465, portadora del pALO280 (F); ALO1459, portadora de pALO270 (P1 AincA); y
ALO1469, portadora del pALO284 (pSC101). Tras cinco horas del cambio de temperatura a
41 °C, el nimero de copias de pladsmido en el pALO280 (F) aumenta un 13 % por masa y el
incremento es del 120 % al cuantificarlo por célula (Figura 38, a y d, respectivamente). En las
mismas condiciones, el nimero de copias de pldsmido por masa aumenta un 40 % para
pALO270 (P1 AincA) y un 55 % para pALO284 (pSC101) (Figura 38 b y c, respectivamente),
mientras que por célula se alcanzan valores superiores, aproximadamente del 100 % para
ambos plasmidos (Figura 38 e y f, respectivamente). Estos resultados también se recogen en la
Tabla 19. La emision de fluorescencia obtenida por citometria para los plasmidos estudiados
mostro una distribucién gaussiana en todos los casos (Figura 37 b).

Considerando estos resultados, en todos los casos estudiados de plasmidos con control de
la replicacion por iterones se puede concluir que tiene lugar la induccidn de la replicacion por
estrés térmico, cuando los plasmidos se encuentran libres en la célula.
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Figura 38. Relacién FL/masa relativa obtenida por espectrofluorimetria (a, b, ¢) y FL/célula obtenida por
citometria de flujo (d, e, f) en las estirpes ALO1465 (a, d), ALO1459 (b, e) y ALO1469 (c, f), portadoras de los
plasmidos pALO280 (F), pALO270 (P1 AincA) y pALO284 (pSC101), respectivamente, durante el crecimiento
exponencial a 30 °C (O) y tras el cambio de temperatura a 41 °C a tiempo cero (@). El valor medio de la
relacidon FL/masa de las muestras tomadas a 30 °C se utilizé como referencia.
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2.1.3. Induccion de la replicacion en plasmidos con control de la replicacion
por RNA antisentido

Los RNA antisentido son pequeiias moléculas codificadas en el DNA del plasmido que al
unirse a su diana especifica pueden ejercer control sobre la regulacién de la replicacion, la
estabilidad segregacional y la conjugacion del propio plasmido (apartado 4.2.2 de
Introduccién).

En la Figura 39 se presenta el analisis del nidmero de copias de plasmido por
espectrofluorimetria y por citometria de flujo de la estirpe ALO1454 (a, d), portadora del
plasmido pALO261 (R1) de bajo numero de copias, y de las estirpes ALO1460 (b, e) y ALO1458
(c, f), portadoras de los plasmidos pALO275 (p15A) y pALO269 (pBR322), ambos de la familia
ColE1 y de elevado numero de copias. En todos los plasmidos estudiados se observa induccion
de la replicacion, aunque a diferentes niveles. Para el plasmido R1 se obtiene, después de 5
horas tras el cambio de temperatura, un aumento del nimero de copias del 30 % relativo a la
masa, frente al 80 % que se obtiene por célula (Figura 39 ay d). En el caso de los pldsmidos con
elevado numero de copias, el plasmido p15A presenta un aumento que varia entre el 100 % y
el 190 % segun se determine por espectrofluorimetria o por citometria de flujo (Figura 39 by
e); para pBR322 el aumento es del 65 % por masa, mientras que por célula asciende hasta un
360 % (Figura 39 c y f). Los aumentos del nimero de copias se recogen en la Tabla 19. En la
Figura 37 c se muestra la distribucién gaussiana de fluorescencia obtenida por citometria para
los plasmidos con control por asRNA.
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Figura 39. Relacién FL/masa relativa obtenida por espectrofluorimetria (a, b, ¢) y FL/célula obtenida por
citometria de flujo (d, e, f) en las estirpes ALO1454 (a, d), ALO1460 (b, e) y ALO1458 (¢, f), portadoras de los
plasmidos pALO261 (R1), pALO275 (p15A) y pALO269 (pBR322), respectivamente, durante el crecimiento
exponencial a 30 °C (O) y tras el cambio de temperatura a 41 °C a tiempo cero (@). El valor medio de la
relacion FL/masa de las muestras tomadas a 30 °C se utilizé como referencia.
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En el caso del plasmido pALO269 (pBR322), los valores obtenidos de su andlisis por
citometria, tras el cambio de temperatura, parecen ajustarse a un incremento exponencial y
no a las curvas de acumulacion obtenidas en el resto de los casos (Figura 39 f, linea
discontinua). Esta observacién llevd a plantearse si el aumento del numero de copias
observado en los minicromosomas y plasmidos podia ser debido a una adaptacion fisioldgica a
la nueva temperatura y no debido a una respuesta especifica frente al estrés térmico (ver
apartado 2.2 de Resultados).

2.1.4. Variacion del tamaifio celular por cambio de temperatura

Dada la diferencia entre los valores del aumento del nUmero de copias de plasmido tras
estrés térmico cuantificados por espectrofluorimetria (FL/masa) y por citometria de flujo
(FL/célula), con el fin de interpretar la discrepancia observada se determind el tamafio celular
en cada estirpe estudiada, creciendo exponencialmente a 30 °C y tras el cambio en Ia
temperatura de incubacion a 41 °C. El aumento del tamafo celular tras el cambio a 41 °C
podria justificar las diferencias observadas.

En los cultivos analizados por citometria de flujo, se utilizdé el pardmetro dispersién de luz
(LS) para determinar el valor medio del tamafio celular (LS/célula), en las diferentes muestras.
Los datos obtenidos para los cultivos creciendo exponencialmente a 30 °C se hicieron relativos
a la media obtenida para la estirpe MC1000, de la cual derivan el resto de las estirpes
utilizadas por transformacion. La variacién en el tamafio de las células tras el cambio de
temperatura y posterior crecimiento a 41 °C, durante las 4 horas siguientes, se presenta
relativa al tamafio de cada estirpe creciendo a 30 °C. Los resultados obtenidos se presentan en
la Tabla 19. Todas las estirpes empleadas presentan un tamafio similar al de la estirpe control
MC1000 cuando se mantienen creciendo a 30 °C, con excepcién de la estirpe portadora del
plasmido pALO261 (R1) que presenta un tamafio ligeramente superior (15 %). Tras el cambio a
41 °C, en la mayoria de las estirpes analizadas el tamafio celular se mantuvo invariable; las
excepciones fueron la estirpe ALO1454, portadora de pALO261 (R1), para la que se observo un
incremento en el tamafio celular del 21 %, y la estirpe ALO1458, portadora de pALO269
(pBR322), para la cual el incremento fue del 36 %. Por tanto, la variacion del tamafio celular no
justifica la discrepancia entre FL/masa y FL/célula; quiza la diferencia en la eficacia de la
deteccidn de fluorescencia entre las dos técnicas es la que lleva a la divergencia encontrada.

2.2. Numero de copias de minicromosoma y plasmido en crecimiento
exponencial a diferentes temperaturas

En el apartado 2.1 de Resultados se ha determinado la induccién de la replicacion tras
estrés térmico, que lleva al aumento del numero de copias en todos los minicromosomas vy
plasmidos de E. coli analizados y que podria considerarse equivalente a HIR en el cromosoma.
Con el fin de descartar que la induccion de replicaciones extras en minicromosomas vy
plasmidos por el estrés térmico al que son sometidos los cultivos, con el cambio de
temperatura de crecimiento de 30 °C a 41 °C, tenga relacion con la temperatura de
crecimiento y no con el estrés térmico, en este apartado se analiza el nimero de copias en
cultivos creciendo exponencialmente a 30 °C, 37 °C 6 41 °C. Se determind el nimero de copias
de minicromosoma y plasmidos en las estirpes estudiadas (Tabla 2), creciendo a las diferentes
temperaturas, mediante espectrofluorimetria y citometria de flujo (apartado 12 de Métodos).

Para el crecimiento de las estirpes se utilizd medio minimo M9 con glicerol, suplementado
con casaminoacidos al 0,1 % vy arabinosa al 0,2 %, y con la adicién del antibidtico
correspondiente. Un cultivo nocturno crecido durante 24 horas a 30 °C se diluyé en tres
voliumenes de medio fresco y cada uno se mantuvo creciendo a 30 °C, 37 °C 6 41 °C durante 24
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Resultados

Tabla 20. Valores medios de fluorescencia corregida por masa (FL/masa) obtenidos por
espectrofluorimetria en cultivos de las estirpes indicadas creciendo exponencialmente en medio minimo M9
con glicerol, suplementado con casaminoacidos y arabinosa, y en presencia del antibidtico correspondiente; a
30°C,37°Cy 41 °C (+ desviacion tipica; n = nimero de cultivos analizados).

Estirpe Plasmido Replicon FL/masa

30°C 37°C 41°C n
ALO1456 pALO267 oriC sopABC 107,06 = 54,30 146,53 £ 61,00 155,54 + 69,04 3
ALO1465 pALO280 F 30,91 +533 40,66 +839 36,94 6,97 3
ALO1459 pALO270 P1 AincA 160,59 £24,78 225,10 £23,69 264,76 £ 40,95 4
ALO1469 pALO284 pSC101 102,59 %2037 151,66 = 49,04 171,54 + 46,31 3
ALO1454 pALO261 R1 44,94 £ 2037 66,01 = 24,23 74,69 :2900 4
ALO1460 pALO275 pl5A 400,77 102,12 737,33 :23384  863,97:37573 5
AL01458 pALO269 pBR322 910,19 + 109,27 1121,71 +572,58 826,49 67221 7

horas. El tercer dia, cada cultivo se diluyé nuevamente en medio fresco precalentado a la
misma temperatura a la que habia estado creciendo y al alcanzar una absorbancia entre 0,06 y
0,08, se comenzo la toma de muestras (apartado 12 de Métodos). De este modo se asegura
gue se esta estudiando la misma colonia bacteriana original en las tres condiciones de
temperatura y se estabiliza la fisiologia bacteriana a las diferentes temperaturas de
crecimiento antes de comenzar la toma de muestras.

Durante el crecimiento exponencial todas las estirpes mantuvieron constante las
relaciones FL/masa y FL/célula a todas las temperaturas de incubacion estudiadas. En las
Tablas 20 y 21 se presentan los resultados obtenidos, indicando su valor medio absoluto a lo
largo del crecimiento para cada temperatura. Para la mayoria de las estirpes analizadas se
observa un incremento en los pardmetros FL/masa y FL/célula dependiente del aumento de la
temperatura de incubacion. La excepcidn es la estirpe que lleva el plasmido pALO269 (pBR322),
para la que se observa una disminucién de la fluorescencia en el crecimiento a 41 °C con
respecto a 37 °C. El incremento de la fluorescencia dependiente del aumento de la
temperatura de incubacion observado en la mayoria de las estirpes pone de manifiesto que las
replicaciones inducidas tras el cambio de temperatura de 30 °C a 41 °C observadas en el
apartado 2.1 de Resultados posiblemente no estén determinadas tanto por el estrés térmico al
gue se someten los cultivos, sino por el cambio de la fisiologia celular para la adaptacion a la
nueva temperatura de crecimiento.

Con el propdsito de comparar la diferencia en la induccion de la replicacién observada
tras estrés térmico por cambio de temperatura con el incremento del nimero de copias al
aumentar la temperatura de incubacion durante el crecimiento exponencial, en la Tabla 22 se
recogen las relaciones en tanto por uno de la induccion de la replicacién por cambio de
temperatura y los incrementos en crecimiento exponencial a 37 °Cy 41 °C relativos a 30 °C. En

Tabla 21. Valores medios de fluorescencia por célula (FL/célula) obtenidos por citometria de flujo en
cultivos de las estirpes indicadas creciendo exponencialmente en medio minimo M9 con glicerol,
suplementado con casaminodacidos y arabinosa, y en presencia del antibiético correspondiente; a 30 °C, 37 °Cy
41 °C para los diferentes minicromosomas y plasmidos estudiados (+ desviacion tipica; n = niimero de cultivos
analizados).

Estirpe Plasmido Replicon FL/célula

30°C 37°C 41°C n
AL01456  pALO267  oriC sopABC 4,20 £1,11 5,78 1,30 6,86 +1,92 3
ALO1465 pALO280 F 0,78 0,10 1,12 +0,16 1,19 0,20 3
ALO1459  pALO270  P1 AincA 4,64 £094 8,32 +081 9,76 202 4
ALO1469 pALO284 pSC101 2,52 £040 4,60 +0,65 6,73:083 3
AL0O1454 pALO261 R1 1,54 042 2,32+038 3,95 :1,32 4
ALO1460 pALO275 pl5A 17,66 £ 2,68 44,83 +1057 74,13 :1428 5
ALO1458 pAL0269  pBR322 38,00 £ 8,58 103,42 3207 67,97 :6555 7
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Tabla 22. Incremento del niimero de copias de plasmido tras el cambio de 30 °C a 41 °C y en crecimiento
exponencial a 37 °Cy a 41 °C con relacién al crecimiento a 30 °C en las estirpes indicadas.

Estirpe Plasmido Replicon Espectrofluorimetria Citometria de flujo
Cambio de . Cambio de .
Exponencial Exponencial
temperatura temperatura

—41°C 37°C  41°C —41°C 37°C  41°C
AL01456 pALO267 oriC sopABC 1,35 1,28 1,32 1,65 1,39 1,63
AL01465 pAL0280 F 1,13 1,28 1,18 2,20 1,44 1,52
AL01459 pAL0270 P1 AincA 1,39 1,45 1,75 2,00 1,85 2,09
AL01469 pALO284 pSC101 1,55 1,45 1,68 2,00 1,83 2,44
AL01454 pALO261 R1 1,30 1,37 1,52 1,80 1,52 2,52
AL01460 pALO275 p15A 2,00 1,80 2,86 2,90 2,56 4,45
AL01458 pALO269 pBR322 1,65 1,24 0,88 4,60 2,84 2,09

esta Tabla se muestra de forma evidente el aumento en la fluorescencia, tanto por masa como
por célula, dependiente de la temperatura exponencial de crecimiento, para todas las estirpes
estudiadas. En casi todos los casos, el aumento del nimero de copias por crecimiento
exponencial a 41 °C en relacion al de 30 °C es superior al que se observa tras el cambio de
30 °C a 41 °C. Estos resultados parecen indicar que la induccidn de la replicacion observada no
es debida al cambio de temperatura aplicado, sino que parece ser una respuesta de
adaptacion a la nueva temperatura de crecimiento.

El Unico caso en el que la inducciéon por cambio de temperatura es superior a la que se
obtiene al aumentar la temperatura en crecimiento exponencial, tanto por
espectrofluorimetria como por citometria de flujo, es en el caso del plasmido pALO269
(pBR322). Sorprende obtener este resultado para un plasmido derivado de ColE1 cuando para
el plasmido pALO275 (replicon p15A), de la misma familia, se observa el efecto contrario. En el
apartado 2.4 de Resultados se muestran los perfiles de inestabilidad de la doble hélice en Ila
secuencia del origen de replicacion de ColE1l, p15A y pBR322 (Figura 43), que presentan
diferencias entre estos origenes que seran discutidas posteriormente.

2.2.1. Tamaio celular durante el crecimiento exponencial a diferentes
temperaturas

Del mismo modo que se presenta en el anadlisis del cambio de temperatura de 30 °C a
41 °C (apartado 2.1.4 de Resultados), se estudid la variacion del tamafio celular en las
diferentes estirpes portadoras de minicromosoma o plasmidos en las condiciones de
crecimiento exponencial a 30 °C, 37 °C y 41 °C. Por citometria de flujo se recogieron los datos
de dispersién de luz (LS) de muestras de cultivos, a lo largo del crecimiento exponencial a las
temperaturas estudiadas, y se determind el valor medio de cada histograma LS. Para obtener
un valor final del tamafio celular (LS/célula) de cada estirpe a cada temperatura, se calculd la
media de los valores medios de los histogramas LS de las muestras tomadas de cada cultivo, a
lo largo del crecimiento. En la Tabla 23 se presentan los tamafios celulares relativos calculados
respecto al tamafio celular de cada estirpe a 30 °C. En todos los casos, a 37 °C el tamano
celular se mantuvo constante con respecto al valor a 30 °C. Sin embargo en el crecimiento
exponencial a 41 °C, aunque algunas estirpes mantuvieron el tamafio invariable (las que
contenian los plasmidos pALO267 (oriC sopABC) y pALO270 (P1 AincA)), para la mayoria de los
plasmidos el tamafio de sus células portadoras aumentd, aunque en diferente proporcién:
siendo menor cuando el pladsmido pertenece al grupo de control por iterones (12 % para los
plasmidos pALO280 (F) y pALO284 (pSC101)), que cuando la regulacién de la replicacién es por
RNA antisentido (36 % para el pldsmido pALO275 (p15A)).
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Resultados

Tabla 23. Tamafio celular relativo obtenido por citometria de flujo (LS/célula) en cultivos de las estirpes
indicadas creciendo exponencialmente en medio minimo M9 con glicerol, suplementado con casaminodacidos y
arabinosa, y en presencia del antibiético correspondiente; a 30 °C, 37 °C y 41 °C para los diferentes
minicromosomas y plasmidos estudiados (n = nimero de cultivos analizados).

Estirpe Plasmido Replicon Tamaiio celular (LS/célula) *

30°C 37°C 41°C n
ALO1456 pALO267 oriC sopABC 1,00 0,98 1,04 3
AL01465 pALO280 F 1,00 1,01 1,12 3
AL01459 pALO270 P1 AincA 1,00 0,99 0,98 4
ALO1469 pALO284 pSC101 1,00 1,02 1,12 3
AL01454 pALO261 R1 1,00 1,03 1,23 4
ALO1460 pALO275 p15A 1,00 0,99 1,36 5
AL01458 pALO269 pBR322 1,00 1,23 1,25 7

* Tamafio celular relativo a la media obtenida para cada estirpe a 30 °C.

2.3. Numero de copias de plasmido a distintas velocidades de crecimiento

Dado que las estirpes portadoras de minicromosoma o plasmidos creciendo a diferentes
temperaturas presentan un nimero de copias de estos replicones que, en general, aumenta al
aumentar la temperatura de incubacion del cultivo, nos preguntamos si esta respuesta es un
efecto directo de la temperatura de incubaciéon o es debida a la distinta velocidad de
crecimiento del cultivo. Parametros importantes del ciclo celular bacteriano dependen de la
velocidad de crecimiento, como el tamafio celular, el nimero de copias de un gen, o el nivel de
expresion génica (Bremer y Dennis, 1996; Klumpp et al., 2009; Schaechter et al., 1958). En
plasmidos, el nimero de copias puede mostrar fuerte dependencia de la velocidad de
crecimiento por la influencia de ésta sobre el control de la replicacion (Klumpp, 2011).

En este apartado se presenta el analisis del efecto de la variacion de la velocidad de
crecimiento sobre el nimero de copias de plasmido. La variacion de la velocidad de
crecimiento de los cultivos se obtuvo por incubacién a distintas temperaturas y por
crecimiento en diferentes medios.

2.3.1. Variacion de la velocidad de crecimiento debida a la temperatura

Los datos FL/masa y FL/célula presentados en las Tablas 20 y 21) se hicieron relativos,
para cada parametro, a los que presenta la estirpe ALO1465 portadora del plasmido pALO280
(F) a 37 °C. Los valores obtenidos representan el nimero relativo de copias de cada plasmido
(pcn relativo), en este caso, relativo al plasmido pALO280 (F) a 37 °C. Considerando los
pardmetros FL/masa y FL/célula, se determinan asi el numero relativo de copias de plasmido
por masa (pcn/masa) y numero relativo de copias de plasmido por célula (pcn/célula),
respectivamente. Los tiempos de generacién de cada cultivo analizado y a cada temperatura
se presentan en la Tabla 24; a partir de ellos se obtuvo el parametro velocidad de crecimiento,
u (apartado 1 de Métodos).

Tabla 24. Tiempo de generacién (t) de las estirpes indicadas creciendo exponencialmente en medio

minimo M9 con glicerol, suplementado con casaminoacidos y arabinosa, y en presencia del antibidtico
correspondiente; a 30 °C, 37 °Cy 41 °C (n = numero de cultivos analizados).

Estirpe Plasmido Replicon © (min)

30°C 37 °C 41 °C n
ALO1456 pALO267 oriC sopABC 90,42 66,00 63,57 7
ALO1465 pALO280 F 107,00 75,66 71,00 6
ALO1459 pALO270 P1 AincA 93,37 74,37 65,75 7
ALO1469 pALO284 pSC101 94,87 70,50 66,75 8
ALO1454 pALO261 R1 87,62 71,50 64,62 8
ALO1460 pALO275 p15A 111,60 100,50 95,35 10
ALO1458 pALO269 pBR322 125,00 102,80 99,80 10
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Los valores relativos de pcn/masa y pcn/célula obtenidos se representaron frente a la
velocidad de crecimiento de cada estirpe a 30 °C, 37 °C y 41 °C (Figura 40). Se observa una
correlacidn lineal directa para ambos parametros (pcn/masa y pcn/célula) y la velocidad de
crecimiento, para la mayoria de los plasmidos; aumentando el nimero de copias cuando lo
hace la velocidad de crecimiento, en funcidn de la temperatura de incubacién del cultivo. Los
datos obtenidos para el plasmido pALO269 (pBR322), en el intervalo de velocidad de
crecimiento estudiado, muestran, para ambos parametros (pcn/masa y pcn/célula), un
aumento incial (pcn 37 °C/30 °C) seguido de una reduccion (pcn 41 °C/37 °C).

2.3.2. Variacion de la velocidad de crecimiento debida al medio

Para llevar a cabo este mismo analisis, pero variando la velocidad de crecimiento en
funcion de la composicién del medio de cultivo, se analizaron por espectrofluorimetria las
estirpes ALO1465, ALO1459 y ALO1460, portadoras, respectivamente, de los plasmidos
pALO280 (F), usado como referencia; pALO261 (R1), como plasmido de bajo nimero de
copias; y pALO275 (p15A) como plasmido con alto nimero de copias. Las estirpes se crecieron
a 37 °C en medio minimo M9 con glucosa, glicerol o succinato al 0,4 % como fuente de
carbono, suplementado con casaminodacidos al 0,1 % y con arabinosa al 0,2 %, y con la adicion
del antibidtico correspondiente. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 25. Los
datos FL/masa se hicieron relativos a los que presenta la estirpe ALO1465, portadora del
plasmido pALO280 (F), creciendo en el medio con glicerol y se representaron frente a la
velocidad de crecimiento de cada estirpe en los tres medios de crecimiento (Figura 41). En
todos los casos se observd dependencia del numero de copias del plasmido en relacién a la
velocidad de crecimiento, pero al contrario que en el caso de la variacion de la velocidad de
crecimiento debida a la temperatura de incubacidn, se obtuvo una reduccidon del nimero de
copias de plasmido al aumentar la velocidad de crecimiento. Mientras que para el plasmido
pALO275 (p15A), de alto nimero de copias, se obtuvo una correlacién lineal inversa de los
parametros representados, en el caso de los plasmidos de bajo nimero de copias, pALO261
(R1) y pALO275 (p15A), los datos obtenidos parecen indicar que a baja velocidad de
crecimiento (medios con glicerol o succinato) el nimero de copias es estable y sdlo disminuye
cuando la velocidad de crecimiento supera un umbral (medio con glucosa). La correlacién
entre el nimero de copias de plasmido y la velocidad de crecimiento ya ha sido descrita
cuando la velocidad de crecimiento varia segin el medio de cultivo, estableciéndose la
correlacion directa entre el nimero de copias de plasmido por célula y la velocidad de
crecimiento (Lin-Chao y Bremer, 1986; Klumpp, 2011).

Por tanto, variando la velocidad de crecimiento por los dos métodos empleados, se
observa que el nimero de copias de un plasmido depende de la velocidad de crecimiento,
pero con tendencias opuestas para el caso de la variacién por la temperatura o por el medio
de cultivo.

Tabla 25. Valores medios de fluorescencia corregida por masa (FL/masa) y tiempo de generacién (t) de
las estirpes indicadas creciendo exponencialmente en medio minimo M9 con distintas fuentes de carbono,
suplementado con casaminodacidos y arabinosa, y en presencia del antibiético correspondiente, a 37 °C (*
desviacién tipica; n = nimero de cultivos analizados).

Estirpe Plasmido Replicon FL/masa t (min)
M9 glucosa M9 glicerol M9 succinato M9 .M9 Mg
glucosa glicerol succinato
ALO1465 pAL0280 F 15,54 £1,93 40,75 £ 7,67 37,93 £3,91 47,66 74,13 77,66 3
ALO1454 pALO261 R1 20,44 £ 4,93 70,89 £ 18,06 71,51 £4,50 52,50 70,40 111,50 3
ALO1460 pALO275 pl5A 33,64:913 798,15:22426 756,50 £ 76,62 59,50 100,50 165,00 3
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Figura 40. Numero relativo de copias de minicromosoma o pldsmido por masa (pcn/masa; simbolos
abiertos) y por célula (pcn/célula; simbolos cerrados) en funcién de la velocidad de crecimiento (i) en cultivos
creciendo exponencialmente a 30 °C, 37 °C y 41 °C en medio minimo M9 con glicerol, suplementado con
casaminoacidos y arabinosa, y en presencia del antibidtico correspondiente, de las estirpes portadoras de los
minicromosomas o pldmidos (a) pAL0264 (oriC; O) y pALO267 (oriC sopABC; ), (b) pAL0280 (F; O),
pALO270 (P1 AincA; O0) y pALO284 (pSC101; A), (c) pALO261 (R1), y (d) pALO275 (p154; O) y pALO269
(pBR322; ). El nimero de copias obtenido para pAL0280 (F) a 37 °C se utiliz6 como referencia.

pcn/masa

2 T T T T T T T T 50
a OR=0,9864 b AR =0,9580
o OR=0,8617 A 140
1,6 +
430
1,2 +
A 120
0,8 -
410
04 1o
0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 0,4 0,6 0,8 1 1,2

u (duplicaciones/hora)

Figura 41. Numero relativo de copias de plasmido por masa (pcn/masa) en funcién de la velocidad de
crecimiento (p) en cultivos creciendo exponencialmente a 37 °C en medio minimo M9 con diferente fuente de
carbono, suplementado con casaminoacidos y arabinosa, y en presencia del antibiético correspondiente, de las
estirpes de los plasmidos pAL0280 (F, O), pALO261 (R1, [1) y pALO275 (p15A, A). El nimero de copias

obtenido para pALO280 (F) creciendo en glicerol se utilizé como referencia.
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2.4. Analisis de sitios SIDD en los origenes de replicacion de plasmidos

Los origenes de replicacion de todos los plasmidos estudiados contienen regiones ricas en
pares AT, con repeticiones de secuencias analogas a los trecémeros de oriC, donde tiene lugar
la apertura de la doble hélice de DNA previa al ensamblaje del replisoma (revisado en
Rajewska et al., 2012). En el apartado 1.2 de Resultados se muestra la existencia de sitios de
desestabilizacion de la doble hélice inducida por estrés (SIDD) en los origenes de las diferentes
bacterias estudiadas (Figura 31). Del mismo modo, se analizo la presencia de sitios SIDD en los
origenes de replicacion de todos los plasmidos estudiados.

Mediante el uso de la aplicacién WebSIDD (Bi y Benham, 2004), se representd el perfil de
desestabilizacion para los diferentes origenes plasmidicos (Figuras 42 y 43). Las secuencias
empleadas y su procedencia se recogen en la Tabla 4 en Materiales. En la Figura 43, ademas
del origen de replicacion del plasmido R1 (a), se presenta el analisis del origen de ColE1 (b)
junto a los origenes de p15A (c) y pBR322 (d), al presentar ciertas diferencias la secuencia de
ambos plasmidos con respecto a la de ColE1 (Seizer et al., 1983).
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Figura 42. Perfil de probabilidad de desestabilizacién de la doble hélice (p(x)) para la secuencia de los
origenes de replicacién de los plasmidos con control de la replicacién por iterones: F (oriS, a, y oriV, b), P1
AincA (oriR, c) y pSC101 (ori, d) (Tabla 3).
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Figura 43. Perfil de probabilidad de desestabilizacién de la doble hélice (p(x)) para la secuencia de los
origenes de replicacién de los plasmidos con control de la replicacién por RNA antisentido: R1 (oriR1, a), ColE1
(ori, b), y los derivados de ColE1 p15A (ori, c) y pPBR322 (ori, d) (Tabla 3).

Se localizaron sitios SIDD en todas las secuencias analizadas. Los origenes oriS de F y ori de
pSC101 presentaron perfiles con sitios SIDD localizados en secuencias concretas, de manera
analoga a los oriC de los cromosomas bacterianos; mientras que en el resto de origenes, los
sitios SIDD aparecen mas dispersos. Hacer notar que en el caso de las secuencias de los
origenes de pSC101 y R1, las secuencias analizadas deben estar invertidas en relacién a los
esquemas para estos origenes presentados en Introduccién (Figuras 7 y 8).

2.5. Influencia de RecA en la replicacién de plasmidos

Dado que en el apartado 1.5 de Resultados se ha mostrado que la proteina RecA es total o
parcialmente requerida para la induccion de HIR en los cromosomas bacterianos (Tabla 18), en
este apartado se presenta el estudio del efecto de la proteina RecA bacteriana sobre la
replicacién y el nUmero de copias de los plasmidos en cultivos sometidos a estrés térmico, por
el cambio en la temperatura de incubacion de 30 °C a 41 °C, y en cultivos creciendo
exponencialmente a 30 °C, 37 °Cy 41 °C.
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Las estirpes analizadas se presentan en la Tabla 2 (serie BMC). Se aislaron el
minicromosoma oriC sopABC y los plasmidos contenidos en las estirpes de la serie ALO de la
Tabla 2 (apartado 5.2.1 de Métodos) y se transformaron las estirpes 1C2319, recA13, y su
estirpe parental, 1C2320, que se usé como control de fondo genético (Tabla 2). La estirpe
recA13 presenta un fenotipo RecA nulo (Lauder y Kowalczykowski, 1993). Las
transformaciones se realizaron mediante el método de cloruro calcico, excepto en los casos de
plasmidos de bajo niumero de copias que se llevaron a cabo por electroporacién (apartado 9
de Métodos).

El analisis de estas estirpes se realizd por espectrofluorimetria (apartado 12.1 de
Métodos). Los datos FL/masa se hicieron relativos a la media de la fluorescencia de las
muestras procedentes del cultivo creciendo exponencialmente a 30 °C para cada estirpe.

2.5.1. Influencia de RecA en el nimero de copias por masa con cambio de
temperatura

En este apartado se presenta el anadlisis de la dependencia de la proteina RecA en la
replicacién plasmidica en condiciones de estrés térmico. Se tomaron muestras a partir de
cultivos creciendo exponencialmente a 30 °C y tras someter a una parte del cultivo a un
cambio de temperatura a 41 °C al alcanzar un valor de absorbancia entre 0,06 y 0,08, medida a
488 nm.

En la Figura 44 se muestra la variacién de FL/masa para el minicromosoma pALO267 (oriC
sopABC). Se obtuvo un nivel de induccién del 25 % a 41 °C con respecto a 30 °C en la estirpe
recA13, frente al 34 % de la estirpe parental. Por tanto, la proteina RecA funcional no es
estrictamente necesaria para la induccion de la replicacion tras estrés térmico en el
minicromosoma estudiado.
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Figura 44. Relacién FL/masa relativa obtenida por espectrofluorimetria en las estirpes BMC17 (recA+) y
BMCO03 (recA13), portadoras del minicromosoma pALO267 (oriC sopABC; a y b, respectivamente), durante
crecimiento exponencial a 30 °C (O) y tras el cambio de temperatura a 41 °C a tiempo cero (@). El valor medio
de la relacién FL/masa de las muestras tomadas a 30 °C se utilizéd como referencia. Se indica el incremento del
numero de copias de plasmido tras el cambio de temperatura (AFL/masa).
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Figura 45. Relacién FL/masa relativa obtenida por espectrofluorimetria durante el crecimiento
exponencial a 30 °C (O) y tras el cambio de temperatura a 41 °C a tiempo cero (@) en las estirpes portadoras
de plasmidos controlados por iterones: BMC25 (recA+) y BMC11 (recA13), portadoras de pALO280 (F; ay d,
respectivamente); BMC21 (recA+) y BMCO07 (recA13), portadoras de pALO270 (P1 AincA; b y e,
respectivamente); y BMC27 (recA+) y BMC13 (recA13), portadoras de pALO284 (pSC101; c y f,
respectivamente). El valor medio de la relacién FL/masa de las muestras tomadas a 30 °C se utilizé como
referencia. Se indica el incremento del nimero de copias de plasmido tras el cambio de temperatura
(AFL/masa).

En la Figura 45 se muestra la induccion de la replicacidon por cambio de temperatura en las
estirpes recA+y recA13 portadoras de los plasmidos con control de la replicacién por iterones.
En los tres plasmidos se observa una mayor induccién de la replicacidon en ausencia de RecA
funcional. Para el plasmido pALO280 (F) se obtiene una induccién del 50 % en recA13, frente a
un 15 % en la estirpe parental; para pALO270 (P1 AincA), un 75 % frente a un 25 %; y para
pALO284 (pSC101) las inducciones son del 55 % frente al 10 %, respectivamente. Por tanto, en
ausencia de RecA, estos plasmidos inducen tras estrés térmico niveles de replicacién de 3 a 5,5
veces superiores a los cuantificados en la estirpe parental.

Los resultados obtenidos en este analisis para los plasmidos con control de la replicacion
por RNA antisentido se muestran en la Figura 46. De manera analoga a lo obtenido para los
plasmidos controlados por iterones, en todos los plasmidos controlados por RNA antisentido la
induccién de la replicacidn tras el cambio de temperatura fue mayor en la estirpe recA13 que
en la parental. Sin embargo, estos plasmidos presentan una menor diferencia entre la
induccién alcanzada en recA13 respecto a la alcanzada en la estirpe parental: la induccion de
pALO261 (R1) aumentd 1,5 veces en recA13 (un 30 % en recA13 frente a un 20 % en recA+);
pALO275 (p1l5A) aumentd 2 veces (50 % en recAl3 frente a 25 % en recA+); y pALO269
(pBR322) aumentd 2,5 veces (100 % en recA13 frente a 40 % en recA+).
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Figura 46. Relacién FL/masa relativa obtenida por espectrofluorimetria durante el crecimiento
exponencial a 30 °C (O) y tras el cambio de temperatura a 41 °C a tiempo cero (@) en las estirpes portadoras
de plasmidos controlados por RNA antisentido: BMC15 (recA+) y BMCO1 (recA13), portadoras de pALO261
(R1; a y d, respectivamente); BMC23 (recA+) y BMC09 (recA13), portadoras de pALO275 (pl54A; b y e,
respectivamente); y BMC19 (recA+) y BMCOS5 (recA13), portadoras de pALO269 (pBR322; c¢ y f,
respectivamente). El valor medio de la relaciéon FL/masa de las muestras tomadas a 30 °C se utilizé6 como
referencia. Se indica el incremento del nimero de copias de pldsmido tras el cambio de temperatura
(AFL/masa).

Por tanto, la induccién de la replicacién por cambio de temperatura parece ser
parcialmente dependiente de la funcion de RecA en el minicromosoma pALO267 (oriC
sopABC); mientras que en los plasmidos analizados, el nivel de induccidon de la replicacién
aumenta en ausencia de la proteina RecA funcional.

2.5.2. Influencia de RecA en el numero de copias por masa en cultivos
exponenciales

En el apartado 2.2 de Resultados se determind que, para la mayoria de los plasmidos
estudiados, la induccion de los inicios de replicacion que se observd tras el cambio de la
temperatura de incubacion del cultivo esta determinado en mayor medida por la temperatura
de crecimiento del cultivo que por el estrés térmico. Considerando los resultados obtenidos en
el apartado anterior, se planted el estudio de la funcion de RecA en la replicacion de los
plasmidos analizados durante el crecimiento exponencial a distintas temperaturas.

Para el analisis en estas condiciones de las estirpes de la serie BMC (Tabla 2), a partir de
un cultivo nocturno de 24 horas crecido a 30 °C, se hicieron diluciones en tres volimenes de
medio fresco y cada uno se incubd de nuevo durante 24 horas a 30 °C, 37 °Cy 41 °C. El tercer
dia, cada uno de estos cultivos se diluyd nuevamente en medio fresco a la misma temperatura
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Tabla 26. Valores medios de fluorescencia corregida por masa (FL/masa) obtenidos por
espectrofluorimetria en cultivos de las estirpes indicadas creciendo exponencialmente a 30 °C, 37 °Cy 41 °C; y
numero de copias relativo en las estirpes recA+ respecto a las recA13 para cada plasmido y a cada temperatura
(recA+/recA13; n = nimero de cultivos analizados; ND = no determinado).

Estirpe Plasmido Replicon FL/masa recA+/recA13

portadora 30°C 37 °C 41°C 30°C 37°C  41°C n
BMC17 (recA13) pALO267  oriC sopABC 38,08 50,66 ND 110 098 i 3
BMCO3 (recA+) 42,12 49,68 55,77 ’ i 3
BMC11 (recA13) pALO280 F 71,83 107,01 105,35 157 144 i 3
BMC25 (recA+) 110,88 154,25 ND ’ ! 3
BMCO7 (recA13) pALO270 P1 AincA 312,05 641,17 814,33 183 172 i 4
BMC21 (recA+) 571,92 1100,90 ND ’ i 4
BMC13 (recA13) pALO284 pSC101 170,03 307,49 294,55 116 101 210 3
BMC27 (recA+) 198,40 310,80 619,43 ’ i i 3
BMCO1 (recA13) pALO261 R1 99,26 126,01 157,12 127 131 113 5
BMC15 (recA+) 126,28 165,42 176,88 ’ i i 3
BMCO9 (recA13) pALO275 pl5A 1237,44 2017,83 1422,63 202 005 i 6
BMC23 (recA+) 2498,47 107,27 ND ’ i 4
BMCO5 (recA13) pALO269 pBR322 1734,07 51,14 76,09 0,90 742 6,03 6
BMC19 (recA+) 1558,28 379,72 458,63 6

de incubacidn previa y cuando alcanzaron una absorbancia entre 0,06 y 0,08, medida a 488 nm,
se procedid a la toma de muestras y su analisis por espectrofluorimetria (apartado 12.1.1 de
Métodos).

Los cultivos mantuvieron la relacion FL/masa constante a lo largo del crecimiento
exponencial a las diferentes temperaturas. En la Tabla 26 se presentan los valores FL/masa
medios de cada cultivo. A partir de estos datos se obtuvo el nimero de copias relativo en las
estirpes recA+ respecto a las recA13, para cada plasmido y a cada temperatura, dividiendo el
valor FL/masa de la estirpe recA+ entre este valor de recA13.

El minicromosoma pALO267 (oriC sopABC) presenta el mismo nimero de copias en la
estirpe parental recA+ que en el mutante recA13, tanto a 30 °C (1,10) como a 37 °C (0,98). En
el caso de los plasmidos, para la mayoria se obtuvo que el nimero de copias es mas alto en la
estirpe parental recA+, a cualquier temperatura de crecimiento. Excepcionalmente, el nimero
de copias del plasmido pALO275 (p15A) a 37 °C, se reduce en la estirpe recA+ con respecto a la
estirpe recA13. Las diferentes temperaturas de crecimiento no parecen tener efecto en la
relacidon estudiada (FL/masa recA+ / FL/masa rec13), ya que los valores de esta relacion se
mantienen aproximadamente constantes para cada plasmido, con algunas excepciones
(pPALO284 (pSC101) a 41 °C, sube la relacién; pALO261 (R1) a 41 °C, baja la relacidn; y pALO269
(pBR322)). En el caso de pALO269 (pBR322) es destacable el aumento relativo de su nimero
de copias en la estirpe parental, respecto a la estirpe recA13, a 37 °C (7,42) y a 41 °C (6,03),
cuando a 30 °C la relacién es préxima a 1 (0,90).

Por tanto, en contraste con los resultados obtenidos en el estudio del cambio de
temperatura, en crecimiento exponencial a diferentes temperaturas, la ausencia de la proteina
RecA lleva a una bajada en el nimero de copias de plasmido; el minicromosoma presenta igual
numero de copias en presencia o ausencia de RecA funcional.

2.6. Determinacion del nimero de copias de plasmido por qPCR

En las ultimas décadas la técnica gqPCR se ha asentado como un método util para la
cuantificacion de la dosis génica, la expresién génica y el nimero de copias de plasmido
(Carapuca et al., 2007; Hildebrand et al., 2011; Lee et al., 2006; Rebrikov y Trofimov, 2006).
Con el objetivo de validar las técnicas espectrofluorimetria y citometria de flujo utilizadas en
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este trabajo para la determinacion del nimero de copias de plasmido, se hizo uso de la qPCR.
Se determind el nimero de copias de plasmido mediante la cuantificacidon de la secuencia del
gen GFPmut2, presente en todos los plasmidos estudiados, amplificada por la pareja de
cebadores gfpl y gfp2 (apartado 13.4 de Métodos; Tabla 3). Se analizaron por gqPCR los
plasmidos con control de la replicaciéon por iterones pALO280 (F), pALO270 (P1 AincA) y
pALO284 (pSC101), y los plasmidos con control de la replicacién por RNA antisentido pALO261
(R1), pALO275 (p15A) y pALO269 (pBR322) (serie ALO en Tabla 2).

2.6.1. Validacion del método: curvas estandar y eficiencia de la reaccion

Para asegurar la eficiencia de las reacciones con el par de cebadores empleado para la
amplificacion de GFPmut2, se elaboraron las rectas estandar de calibracion, tanto para
reacciones con DNA plasmidico aislado y purificado, como para reacciones con muestras de
células. La preparacion de las muestras de DNA plasmidico y de suspensiones celulares se
detalla en el apartado 13.1 de Métodos. Todas las reacciones se llevaron a cabo por triplicado,
utilizando el kit para gPCR DyNAmo Flash Sybr Green de Thermo Scientific (apartado 13.2 de
Métodos).

Para el analisis de las reacciones de gPCR se establecid un umbral de fluorescencia,
mediante el software iCycler de Bio-Rad, para cada grupo de reacciones que conformaran una
recta de calibrado. Los umbrales determinados se muestran en las Tablas 27 y 28. Estos
umbrales se utilizaron posteriormente para determinar los Ct de las muestras problema.
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Figura 47. Rectas de calibrado de las reacciones de qPCR obtenidas por regresion lineal de la
representacion de la media de ciclo umbral obtenido (Ct, threshold cycle) frente a la diluciéon empleada a partir
de muestras de DNA plasmidico purificado (O) y de muestras de células ([1) para la pareja de cebadores gfp1
y gfp2. (a) pALO280 (F), ALO1465; (b) pALO270 (P1 AincA), ALO1459; (c) pALO284 (pSC101), ALO1469; (d)
pALO261 (R1), ALO1454; (e) pALO275 (p15A), ALO1460; (f) pALO269 (pBR322), ALO1458. Se muestran las
barras de error para los valores de Ct y los coeficientes de correlacién lineal R2.
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Para obtener las rectas estandar de calibrado por regresion lineal, los Ct obtenidos en las
reacciones se representaron frente a la dilucion empleada (apartado 13.3 de Métodos; Figura
47). La desviacion estandar del triplicado de cada muestra siempre presenté valores inferiores
al 13 %; el coeficiente de correlacién R® para cada uno de los plasmidos, en los dos tipos de
muestra estudiados, en todos los casos fue préoximo a 1.

En la Tabla 27 se presentan para cada plasmido aislado el rango dinamico de deteccidn de
DNA conseguido, el umbral fijado por el software iCycler, la pendiente de la recta estandar, y
la eficiencia de las reacciones expresada segun la ecuacion de Rasmussen y en tanto por ciento
(Rasmussen, 2001). En todos los casos se obtuvieron eficiencias préximas al 100 %, alcanzando
hasta un 15 % de desviacidon estandar. Las eficiencias obtenidas para las reacciones con
suspensiones celulares se recogen en la Tabla 28, junto con el rango de deteccidn en funcion
de la absorbancia del cultivo a 488 nm, el umbral definido por el software iCycler y la
pendiente obtenida en la recta de calibracién. Las eficiencias se mantienen en todos los casos
estudiados alrededor del 100 %, con hasta un 15 % de desviacion estandar.

La obtencién de eficiencias similares y préximas al 100 % en ambos tipos de reacciones,
para todos los plasmidos estudiados, permitié en los analisis posteriores simplificar la
preparacion de las muestras. Se prescindid del aislamiento, purificacién y cuantificacion del
DNA plasmidico que, a la vez de ser un proceso mas laborioso, resulta en la pérdida de
material genético, y se procedio al andlisis directo de células completas por qPCR.

Tabla 27. Eficiencia de la reaccién de qPCR, expresada segun la ecuacién de Rasmussen (2001) y en tanto
por ciento (E'y %), para la pareja de cebadores gfpl y gfp2 con muestras de DNA plasmidico purificado de los
plasmidos indicados. Se muestra el rango lineal de deteccién conseguido en cada caso, el umbral fijado por
iCycler para optimizar la cuantificacién de la fluorescencia y la pendiente de la recta de calibrado.

Plasmido Replicon Rango de deteccion Umbral Pendiente Eficiencia
(ng de DNA) iCycler de larecta E* %

pALO280 F 1,00-10-3-100 194,0 -3,2777 2,01 101,87
pALO270 P1 AincA 1,00-10-3-100 248,8 -3,0646 2,11 111,98
pALO284 pSC101 0,85-10-3- 85 99,7 -3,3463 1,98 98,99
pALO261 R1 0,50-10-3- 50 432,8 -3,1275 2,08 108,80
pALO275 p15A 1,00-10-3-100 324,9 -3,2846 2,01 101,58
pALO269 pBR322 1,18-103-118 245,1 -3,6067 1,89 89,35

* Eficiencia de la reaccion segiin la ecuacion E = 10-1/pendiente (Rasmussen, 2001).

Tabla 28. Eficiencia de la reaccidén de qPCR, expresada segun la ecuacién de Rasmussen (2001) y en tanto
por ciento (E'y %), para la pareja de cebadores gfpl y gfp2 con muestras de células de las estirpes indicadas.
Se muestra el rango lineal de deteccién conseguido en cada caso, el umbral fijado por iCycler para optimizar la
cuantificacién de la fluorescencia y la pendiente de la recta de calibrado.

Estirpe Plasmido Replicon Rango de deteccion Umbral Pendiente Eficiencia
(masa por A4ss) iCycler delarecta
E* %
AL01465 pAL0280 F 0,337-104-0,337 1759 -2,9900 2,15 115,99
AL01459 pAL0270 P1 AincA 0,226-104-0,226 185,8 -3,0913 2,10 110,63
AL01469 pALO284 pSC101 0,325-104-0,325 186,0 -3,4950 1,93 93,91
AL01454 pALO261 R1 0,335-105-0,335 223,6 -3,1080 2,09 109,77
AL01460 pALO275 p15A 0,252-10-5- 0,252 151,5 -3,1466 2,07 107,87
AL01458 pALO269 pBR322 0,262:10-4-0,262 151,5 -3,0591 2,12 112,27

* Eficiencia de la reaccion segiin la ecuacion E = 10-1/pendiente (Rasmussen, 2001).
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Tabla 29. Numero de copias de plasmido por reaccién (pcn/reaccién) obtenido por qPCR, y
transformacién en niimero de copias por masa (pcn/masa) y por célula (pcn/célula) considerando los valores
de Asss y cfu/ml en cultivos exponenciales de las estirpes indicadas, creciendo en medio minimo M9 con
glicerol, suplementado con casaminodacidos y arabinosa, y en presencia del antibié6tico correspondiente, a 37 °C
(+ desviacidn tipica; n = nimero de cultivos analizados). Se indica el tamafo de cada pldsmido en pares de
bases (pb).

Estirpe Plasmido Replicon Tamaiio pcn/reaccion 2 pcn/masab pcn/célula n
plasmido (pb)

ALO1465 pALO280 F 12784 1,10- 106 7,75 - 106 0,87 3
+0,38- 106

ALO1459 pALO270 P1 AincA 6579 10,06 - 106 55,31 - 106 5,77 3
+7,66- 106

ALO1469 pALO284  pSC101 8625 30,13 - 106 152,72 - 106 10,36 3
+15,82 - 106

ALO1454 pALO261 R1 7325 1,40 - 106 9,16 - 106 1,24 2
+0,63-106

ALO1460 pALO275 pl5A 6570 143,46 - 106 717,32 - 106 83,90 1

ALO1458 pALO269 pBR322 10724 32,07 - 106 155,62 - 106 54,27 3
+23,36- 106

a Numero de copias de pldsmido en 1 ul de suspensidn celular, en un volumen de reacciéon de 20 ul.
b Nimero de copias de plasmido por unidad de masa (Asss=1) en 1 ul de cultivo.

2.6.2. Cuantificacion del numero de copias de plasmido por qPCR en
cultivos exponenciales

Las muestras a analizar se tomaron de cultivos exponenciales de las estirpes portadoras
de los plasmidos (serie ALO en Tabla 2), creciendo a 37 °C, en medio minimo M9 con glicerol,
suplementado con casaminoacidos al 0,1 % y arabinosa al 0,2 %, y en presencia del antibidtico
correspondiente, siguiendo el protocolo indicado en el apartado 13.1 de Métodos. Las
reacciones se prepararon por triplicado, afiadiendo en cada caso 1 ul de la suspensién celular
(apartado 13.2 de Métodos). Los Ct se analizaron con el software iCycler. Para las muestras
correspondientes a cada plasmido se fijé6 el mismo umbral de deteccion de fluorescencia
establecido en las muestras utilizadas para la calibracidon con ese mismo plasmido a partir de
DNA aislado y purificado (Tabla 27). Se comprobd que todos los Ct se encontraban dentro de
los rangos lineales de deteccidn de las rectas de calibrado. Se calculd la media de los Ct de los
triplicados de cada muestra y, para obtener la cantidad de DNA plasmidico presente en la
muestra, esa media se extrapold en la recta patrdon trazada a partir de muestras de DNA
plasmidico aislado, purificado y cuantificado. Teniendo en cuenta el tamafio de cada plasmido
y la cantidad de DNA plasmidico en la reaccién, se empled la expresidon propuesta por Whelan
y cols. para obtener el nimero absoluto de copias de plasmido en la reaccion (Tabla 29;
apartado 13.4 de Métodos).

2.6.3. Transformacion de la cuantificacion del nimero de copias de
plasmido por qPCR a copias por masa y copias por célula

Para hacer comparables los resultados obtenidos por gPCR (pcn/reaccién) con los
obtenidos por espectrofluorimetria (pcn/masa) y citometria de flujo (pcn/célula), los valores
del nimero de copias de plasmido por gPCR se hicieron relativos a la absorbancia del cultivo
en el momento de la toma de la muestra (pcn/masa), y al nimero de células presentes en la
reaccién (pcn/célula).
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Tabla 30. Tiempos de duplicacién (ta) del ntimero de células en las diferentes estirpes, creciendo
exponencialmente en medio minimo M9 con glicerol, suplementado con casaminodcidos y arabinosa, y en
presencia del antibiético correspondiente, a 37 °C; obtenidos mediante el seguimiento del crecimiento en masa
(A4ss), el recuento de células con citémetro de flujo y el recuento de células viables por siembra en placa (% =
porcentaje de la diferencia entre crecimiento en masa y recuento de células; n = nimero de cultivos
analizados). Se incluye el nimero de unidades formadoras de colonias por ml (cfu/ml) obtenido a una
absorcién de 0,2.

it Plismido  Replicon A4.ss Cit()nlletro de flujo Siem.bra en placa cfu/ml (-107)
ta(x; min) n td (min) % n td (min) % n A4g = 0,2
MC1000 - - 61,4 4 73,0 188 4 57,3 6,7 3 11,02
AL01465 pALO280 F 68,8 3 149,6 1174 3 64,1 68 3 10,19
AL01459 pALO270  P1 AincA 64,0 3 1159 79,7 3 63,4 08 3 10,70
AL01469 pALO284  pSC101 62,8 3 81,0 289 3 56,6 98 3 14,80
ALO1454  pALO261 R1 62,6 3 83,6 335 3 51,1 183 3 9,23
AL01460 pALO275 pl5A 85,0 3 106,6 255 3 78,9 71 3 8,55
AL01458 pALO269  pBR322 151,0 4 137,0 92 3 113,9 245 3 3,20

Para hacer relativos los valores de la cuantificacion obtenidos por qPCR a la masa, se
considerd la absorbancia (masa) del cultivo en el tiempo de la toma de muestras para la
reaccion de qPCR.

Para determinar el nimero de células en el volumen de la suspension celular analizada por
gPCR, se llevo a cabo el recuento de células por volumen dado mediante el analisis de células
viables y haciendo uso de un citémetro de flujo, a lo largo del crecimiento exponencial de
cultivos de las estirpes analizadas (apartado 11 de Métodos). El nimero de células por
volumen determinado por ambos métodos se representd, en una grafica semilogaritmica,
frente al tiempo de la toma de las muestras. A partir de las rectas obtenidas se determiné el
tiempo de duplicacion del nimero de células, por recuento de viables y por recuento con
citometro. En la Tabla 30 se presentan los tiempos de duplicacién obtenidos por ambos
métodos de recuento para cada estirpe, junto con el tiempo de duplicaciéon de la masa del
cultivo obtenido por la medida de la absorbancia (tiempo de generacion). Se indican los
porcentajes de diferencia entre los tiempos de duplicaciéon determinados por los métodos de
recuento y los determinados por absorbancia. En el analisis de viables, la mayoria de las
diferencias se mantienen debajo del 10 %; mientras que en el recuento con citometro la
mayoria de las diferencias esta por encima del 20 %. Considerando estas diferencias, se
determind que el método mas eficiente para la determinacién de células por volumen es el
analisis de viables. Considerando el recuento del nimero de células por viables, los resultados
obtenidos de la cuantificacion del nimero de copias de plasmido obtenido por qPCR se
hicieron relativos al nimero de células de la reaccién para obtener el parametro pcn/célula.

En la Tabla 29 se presenta, para cada plasmido, el valor medio absoluto del nimero de
copias de plasmido en la reaccion, por unidad de masa y por célula a partir de la determinacion
del nimero de copias de plasmido por gPCR.

2.7. Comparaciéon de la cuantificaciéon del nimero de copias de plasmido por
gPCR, espectrofluorimetria y citometria de flujo

Para poder comparar los resultados obtenidos por qPCR (Tabla 29) con los obtenidos por
espectrofluorimetria (Tabla 20, columna 37 °C) y citometria de flujo (Tabla 21, columna 37 °C),
los valores obtenidos en cada andlisis se hicieron relativos al que presenta la estirpe ALO1465,
portadora del plasmido pALO280 (F), a 37 °C. El plasmido pALO280 (F) es el que presenta el
numero de copias mas bajo de los analizados y por esto es utilizado como referencia. Los
valores relativos asi obtenidos se presentan en la Tabla 31. La comparacion de los valores
obtenidos para el parametro pcn/masa por qPCR y espectrofluorimetria muestra una
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coincidencia aceptable para la determinacion del numero de copia de los plasmidos pALO270
(P1 AincA), pALO261 (R1) y pALO269 (pBR322); en el caso de los plasmidos pALO284 (pSC101)
y pALO275 (p15A), la cuantificacién por qPCR es aproximadamente 5 veces superior a la
obtenida por espectrofluorimetria. En el caso del parametro pcn/célula, la comparacion de los
valores obtenidos por gPCR y citometria de flujo muestran mejor coincidencia para los
plasmidos pALO270 (P1 AincA) y pALO261 (R1); de manera analoga que con el parametro
pcn/masa, los valores pcn/célula para los plasmidos pALO284 (pSC101) y pALO275 (p15A) son
superiores mas de 2 veces por qPCR; la cuantificacién del plamido pALO269 (pBR322) resultd
en este caso superior por citometria de flujo.

Con el propdsito de dirimir las diferencias encontradas en la cuantificacidon del nimero de
copias de los plasmidos pALO284 (pSC101) y pALO275 (p15A) entre las diferentes técnicas, se
llevo a cabo la transformaciéon de los valores del parametro pcn/masa, obtenidos por qPCR y
espectrofluorimetria, y los valores del parametro pcn/célula, obtenidos por qPCR y citometria
de flujo, al parametro pcn/ori (nUmero de copias de plasmido/oriC). Los plasmidos pALO284
(pSC101) y pALO275 (p15A) han sido cuantificados previamente por Southern blot en las
mismas estirpes usadas en este trabajo y en las condiciones de crecimiento de este analisis,
obteniéndose asi sus valores relativos a pALO280 (F) en el parametro pcn/ori (Lobner-Olesen,
1999).

Con el fin de transformar los valores de los parametros pcn/masa y pcn/célula a pcn/ori, se
usaron las siguientes expresiones:

pcn/masa ' masa/célula

pcn/ori = o
célula
pcn/
. célula
pcn/ori = VR
célula

Para realizar estas transformaciones se obtuvieron las relaciones masa/célula y ori/célula
del andlisis por citometria de flujo de cultivos de las estirpes portadoras de los plasmidos
pALO284 (pSC101) y pALO275 (p15A) y de la estirpe portadora de pALO280 (F), que se uso
como referencia. La relacion masa/célula se obtuvo del andlisis de muestras de cultivos
exponenciales con absorbancia entre 0,1 y 0,2, considerando el parametro dispersién de luz
(LS). La relacién ori/cell se obtuvo de muestras tratadas con rifampicina 150 ug/ml y cefalexina
50 ug/ml durante 4 horas, con el fin de que las replicaciones en marcha terminaran; de este
modo, el nimero de cromosomas por célula obtenidos representa el valor del nimero de
origenes de replicacidon por célula en el momento del inicio del tratamiento inhibidor. Los
datos obtenidos en este analisis se presentan en la Tabla 31.

Considerando los datos obtenidos por citometria para los parametros masa/célula y
cromosomas/célula (ori/célula) y haciendo uso de las expresiones anteriormente descritas, se
transformaron los valores de pcn/masa (qPCR y espectrofluorimetria) y pcn/célula (QPCR y
citometria de flujo) a pcn/ori. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 31, junto a la
cuantificacion por Southern blot publicada de estos plasmidos (Lobner-Olesen, 1999).
Comparando los valores transformados obtenidos en este trabajo con el valor por Southern
blot para los plasmidos analizados, las cuantificaciones realizadas por espectrofluorimetria son
las que menos se desvian de las de Southern blot, mientras que las que mas se diferencian son
las realizadas por qPCR. Estos resultados indican que la metodologia mas precisa de las
utilizadas en este trabajo para la determinacidon del numero de copias de plasmido es la
espectrofluorimetria.
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Discusién

Las células de todos los organismos, y especialmente las de organismos unicelulares, han
desarrollado mecanismos que les permiten detectar diferentes cambios ambientales vy
responder frente a ellos adaptandose a las nuevas condiciones del entorno para sobrevivir.
Entre las diferentes respuestas a los cambios ambientales esta la respuesta a la temperatura.
Trabajos anteriores de nuestro grupo de investigacién demostraron que un aumento de diez o
mas grados centigrados en la temperatura de incubacién de un cultivo bacteriano de
Escherichia coli induce replicaciones extras aciclicas. Esta replicacion inducida por estrés
térmico se denomind HIR (heat induced replication). HIR no depende de la respuesta de
choque térmico, se inicia en oriC y, a diferencia de la replicacién ciclica, no requiere la
actividad de la RNA polimerasa ni la sintesis de proteinas de novo (Botello y Jiménez-Sanchez,
1997).

Para el presente trabajo se planteé la ampliacién del estudio de HIR a genomas de especies
bacterianas modelo alternativas a E. coli, y a varios plasmidos de E. coli con diferentes
mecanismos de control de la replicacion. También se planteé profundizar en la caracterizaciéon
de la replicacién inducida por calor en el cromosoma de E. coli. El propdsito global de este
trabajo es el de conocer la generalidad del mecanismo de HIR en el mundo bacteriano y
analizar los efectos de las replicaciones inducidas fuera del control ciclico sobre otros procesos
y parametros del ciclo celular, tanto en E. coli como en el resto de las especies bacterianas
incluidas en este trabajo. Los resultados obtenidos permiten proponer a HIR como una
replicaciéon general en el mundo bacteriano que tiene lugar tras una situaciéon de estrés
térmico. Sin embargo, en los replicones plasmidicos esta replicacién no tiene lugar, siendo el
aumento de la replicacién observado efecto de la propia temperatura de crecimiento y no del
estrés al que se someten los cultivos con el cambio en la temperatura de crecimiento.

1. Lareplicacion inducida por estrés térmico es una respuesta generalizada en
los cromosomas bacterianos

El primer objetivo de este trabajo fue analizar si el aumento en la temperatura de
crecimiento de cultivos de distintas especies bacterianas producia el mismo efecto observado
y descrito para E. coli, o si por el contrario HIR es una respuesta especifica del cromosoma de E.
coli. Se ha estudiado la replicacion en condiciones de estrés térmico en Salmonella
typhimurium, enterobacteria Gram-negativa cercana filogenéticamente a E. coli; en Bacillus
subtilis, como organismo modelo de especies Gram-positiva y cuyo habitat natural es el medio
ambiente y no el intestino de animales de sangre caliente; y en Vibrio cholerae, que, a
diferencia de la mayoria de las bacterias, reparte su genoma en dos cromosomas. El mayor de
ellos es similar al de E. coli y el menor similar a un plasmido, por tanto presentan diferente
control de su replicacién en el ciclo celular (Egan et al., 2005). El analisis de la replicacién en
Vibrio respecto a bacterias con un Unico cromosoma representa mayor complejidad técnica, ya
gue se deben analizar simultdaneamente dos replicones distintos. Se ha observado la aparicion
de replicaciones inducidas por aumento de la temperatura en todas las estirpes bacterianas
estudiadas, aunque a diferente nivel. Con fines comparativos, en este trabajo se han realizado
para la estirpe AB1157 de E. coli los mismos analisis que en el resto de las bacterias analizadas,
aunque estos resultados ya han sido descritos anteriormente.

La replicaciéon inducida por calor ya ha sido descrita y caracterizada en E. coli en trabajos
anteriores (Botello, 1994; Botello y Jiménez-Sanchez, 1997; Gonzalez-Soltero et al., 2006a;
Gonzalez-Soltero et al., 2006b; Gonzalez-Soltero, 2007; Gonzalez-Soltero et al., 2008; Guzman
et al., 1988; Jiménez-Sanchez et al., 1993). Tras un aumento en la temperatura de crecimiento
de un cultivo de E. coli de 30 °C a 41 °C junto con la inhibicién de la replicacidon ciclica, el
incremento de DNA, medido por marcaje radiactivo, alcanza valores mayores que en los
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cultivos tratados que se mantienen a 30 °C 0 41 °C a lo largo del crecimiento, lo que evidencia
la aparicién de nuevas replicaciones inducidas por la temperatura y diferentes de la replicacién
canodnica (Botello y Jiménez-Sanchez, 1997). HIR es una replicacidén resistente a rifampicina,
gue sigue iniciandose hasta 30 minutos después de la adicién del antibidtico (apartado 1.6.1
de Resultados, Figura 33). Este aumento en la sintesis relativa de DNA es originado por la
induccién térmica del inicio de la replicacién en un porcentaje de los origenes presentes en el
momento del comienzo del tratamiento. Se ha estudiado la aparicidon de HIR en cultivos de E.
coli AB1157 en diferentes medios de crecimiento y con diferentes tratamientos para la
inhibicion de los inicios de la replicacién ciclica (Figura 12, Tabla 7). Se ha obtenido una
induccién de HIR tras el cambio de 30 °C a 41 °C e inhibicidn con rifampicina mas alta en medio
rico (aproximadamente del 30 %) que en medio minimo (aproximadamente del 25 %). El uso
de cloranfenicol como inhibidor de la replicacidon ha dado lugar a mayores niveles de induccion
gue los observados al tratar los cultivos con rifampicina. La rifampicina es un antibidtico que
interacciona con la RNA polimerasa bacteriana, impidiendo la transcripcion y la replicacién de
manera casi inmediata. El tiempo de retraso en la inhibicion de los inicios de replicacién por el
uso de rifampicina fue determinado en la primera Tesis Doctoral sobre HIR y es practicamente
despreciable (Botello, 1994). El cloranfenicol actia a nivel del ribosoma y hace que se inhiba la
sintesis de proteinas, lo que lleva a la inhibicidon del inicio de la replicacién, puesto que éste
requiere la sintesis de proteinas de novo. Debido al modo de actuacidon de ambos antibiéticos,
se ha descrito que el efecto sobre la replicacion es mas lento en el caso del cloranfenicol,
mientras que la rifampicina actuaria en los primeros minutos del tratamiento (Lark, 1972;
Theocharis et al., 1992). Este hecho explicaria que en los cultivos tratados con cloranfenicol se
alcancen porcentajes de induccién superiores, al no detenerse la replicacion en el momento
del comienzo del tratamiento.

Mediante citometria de flujo y microscopia de fluorescencia se cuantificé el nUmero medio
de cromosomas por célula en los cultivos de E. coli AB1157 estudiados (Figuras 21 y 22, Tabla
11). En medio rico el numero de cromosomas por célula a 30 °C es superior al obtenido en
medio minimo, justificado por la presencia de mas ciclos de replicacion solapados cuando la
velocidad de crecimiento es mayor. En ambos medios de crecimiento se detecta un discreto
aumento en el DNA por célula tras la induccion de HIR, que también se observa en el
histograma presentado en la Figura 20, d, aunque no representa el porcentaje de induccién
calculado mediante el andlisis de la acumulacién de DNA. En el caso del tratamiento con
rifampicina en medio minimo M9, el nUmero medio de origenes por cromosoma presentes a
30 °C es de 4,92. Tras el cambio a 41 °C se ha calculado una induccién del 24,97 %, es decir,
subiria a 6,14 origenes por cromosoma de media. En el supuesto de que en las células del
cultivo a 30 °C hubiera un solo cromosoma por célula, estos datos podrian compararse con el
numero de cromosomas por célula obtenidos mediante citometria de flujo, 4,29 a 30 °Cy 4,89
tras el cambio a 41 °C. El porcentaje de induccién obtenido por citometria de flujo en este
supuesto es del 14 %, inferior al calculado por el incremento en la acumulacién de DNA. Esta
subestimaciéon del niamero de cromosomas por célula obtenido por citometria de flujo
Unicamente podria explicarse por la aparicion de divisiones celulares que escapen a la
inhibicion impuesta por la cefalexina. El método habitual de condensacién de los nucleoides
para su visualizacion por microscopia es el tratamiento con cloranfenicol, aunque también
puede provocar coalescencia de los nucleoides atribuida a la pérdida de uniones entre la
envoltura celular y el DNA al inhibirse la sintesis de proteinas (Chai et al., 2014; van Helvoort et
al., 1996). La rifampicina, empleada en las muestras analizadas por microscopia, provoca que
los nucleoides muestren tendencia a disgregarse y adquieran una forma alargada que abarque
todo el eje longitudinal celular (Zimmerman y Murphy, 2001). La calidad de las imagenes
obtenidas por microscopia de fluorescencia para los cutivos de E. coli AB1157 con los medios
técnicos disponibles no permitié el recuento de nucleoides por célula en todos los casos

134



Discusién

planteados, aunque si permite apreciar la variacion del tamafio celular debida al medio de
crecimiento y a la temperatura.

En S. typhimurium la replicacién cromosdmica procede de una manera muy similar a como
transcurre en E. coli, por lo que cabe esperar que los requerimientos de la replicacion de sus
cromosomas sean muy parecidos (Chan y Lark, 1969). Se ha estudiado la replicacion del
cromosoma de S. typhimurium LT2 en condiciones de cambio de temperatura junto con la
adicion de rifampicina o cloranfenicol a distinta concentracion (Figura 14, Tabla 8). En la
mayoria de los casos se ha observado la aparicién de la replicacion termoinducida descrita
para E. coli. Esta replicacién en S. typhimurium siempre da lugar a porcentajes de induccién de
la replicacion superiores a los descritos para el cromosoma de E. coli, y que también guardan
una relacién con la riqueza del medio de cultivo: a mayor cantidad de nutrientes, un mayor
porcentaje de los origenes presentes en la célula son inducidos. Del mismo modo que en E. coli,
el uso de cloranfenicol como inhibidor de la replicacidon al mismo tiempo que se aumenta la
temperatura da lugar a un mayor nivel de induccidn de la replicacion, posiblemente debido al
retraso en la inhibicién del inicio de la replicacion por este antibidtico.

Del estudio por citometria de flujo de la induccién de HIR en crecimiento en medio minimo
y medio rico en S. typhimurium LT2 se obtuvo que el nimero de cromosomas por célula fue
mayor para los cultivos creciendo en medio rico, de aproximadamente 4 cromosomas por
célula determinado por citometria de flujo, mientras que en medio minimo se alcanza una
media entre 2 y 3 cromosomas por célula (Figuras 23, 25, Tabla 12). El mayor solapamiento de
rondas de replicacién en los cultivos creciendo en medio rico a mayor velocidad, determinado
por n, explica esta observacion. En relacion con los cultivos a 30 °C, el nimero de cromosomas
por célula contabilizado fue en todos los casos superior tras el cambio de temperatura (Figuras
23,26y 24).

El estudio de la replicacion en condiciones de aumento de temperatura en la Gram-positiva
B. subtilis también muestra aparicidon de nuevas replicaciones tras el estrés (Figura 16, Tabla 9).
Para la estirpe BG219 de B. subtilis, cuando el antibidtico empleado para la inhibicion de la
replicacién es la rifampicina se obtienen incrementos en la sintesis de DNA mas bajos que
cuando se usa cloranfenicol, lo que lleva a pensar que la rifampicina es mejor inhibidor para
detener los inicios de la replicacion. Se obtienen en todos los casos niveles de induccion
superiores a los obtenidos en E. coli AB1157, llegando incluso a rondar el 100 % de los origenes
presentes tras el estrés térmico cuando la inhibicion es con cloranfenicol. Al comparar estos
resultados con el estudio de la replicacidon por citometria de flujo, se comprueba que en el
caso de B. subtilis sélo se observan cromosomas cuya replicacion esta completa en el caso de
inhibicion por cloranfenicol (Figuras 27 y 28). En el caso del uso de rifampicina, la citometria
revela picos menos definidos correspondientes a cromosomas que no han terminado de
replicarse, explicables por el hecho de que este antibidtico inhibiria en B. subtilis la elongacién
de la replicacion del DNA ademas del inicio. Se ha descrito anteriormente el efecto bactericida
de la rifampicina sobre la transcripcidon tanto en células vegetativas como en esporas de B.
subtilis, en las primeras por afectar a la replicacién del DNA y en las segundas por requerir una
elevada sintesis de proteinas para su mantenimiento (Coote et al., 1973; Séror et al., 1994). La
toxicidad de la rifampicina impediria el progreso de la sintesis de DNA y la obtencidon de
cromosomas completamente replicados. Por este motivo, el nimero de origenes por
cromosoma calculado con el tratamiento con rifampicina presentado en la Tabla 13 estaria
subestimando el valor real. A pesar de que la replicacidon termoinducida en B. subtilis generd
una induccién cercana al 100 % tanto en medio rico como en medio minimo, esta induccion no
se ve reflejada en el dato de nimero medio de cromosomas por célula obtenido por citometria
de flujo y no se observa en los histogramas. Ademas, se obtiene una mayor cantidad de
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cromosomas por célula en medio minimo que en los cultivos en medio rico. Por microscopia se
observo que las células de B. subtilis permanecieron formando largas cadenas en casi todos los
casos registrados, siendo estas cadenas mas largas y con células de mayor grosor en el caso de
inhibicion con cloranfenicol en medio minimo (Figuras 27 y 28). La tendencia de las células
hijas de B. subtilis a permanecer conectadas en cadenas celulares durante un tiempo variable
tras la formacién del septo de division ha sido descrita anteriormente como una de las
diferencias mas evidentes entre el ciclo celular de B. subtilis con respecto al de E. coli (Paulton,
1971; Séror et al., 1994; Sharpe et al., 1978). La longitud de las cadenas celulares depende de
la velocidad de crecimiento, llegando a acumularse hasta dieciséis células en una misma
cadena en los medios mas enriquecidos, que se separan en un tiempo variable en funcion del
medio de crecimiento dando lugar a células individuales. Esta tendencia también ha sido
descrita para E. coliy S. typhimurium, aunque el maximo de células por cadena es solamente
de dos (Paulton, 1971). La formacidon de cadenas celulares en B. subtilis podria ser la
explicacion de que se haya obtenido por citometria de flujo un nimero de cromosomas por
célula mayor en el caso de crecimiento en medio minimo que en medio rico. En esta situacion,
la determinacion del contenido cromosdmico de B. subtilis por citometria de flujo
sobreestimaria el nimero de cromosomas por célula presentes en el cultivo.

La ultima especie bacteriana en la que se ha estudiado la replicacién termoinducida es la
Gram-negativa V. cholerae, cuyo DNA esta repartido en dos cromosomas con diferente
estructura y control de la replicacion (Diugou et al., 2006). Para la estirpe ALO2495 de V.
cholerae se observd la aparicion de replicaciones extra inducidas por el cambio en Ia
temperatura de crecimiento en la mayoria de las situaciones analizadas, aunque con
degradacion del DNA acumulado en varias de las condiciones (Figura 18 y Tabla 10). El mejor
perfil de acumulacion de DNA sin degradacion en el tratamiento con rifampicina o
cloranfenicol se obtuvo con medio minimo AB, aunque este medio no resultd el 6ptimo para el
analisis por citometria de flujo (Figura 29). A pesar de que los dos cromosomas de V. cholerae
son sensibles a rifampicina, pues ambos necesitan sintesis de proteinas de novo para iniciar su
replicacién, la rifampicina tarda mas tiempo en inhibir la replicacion del cromosoma Il que la
del cromosoma | (Rasmussen et al., 2007). Posiblemente debido a la diferente sensibilidad a la
rifampicina de ambos cromosomas, se lograron mejores resoluciones en los histogramas con
distribuciones de genomas completos por célula por citometria de flujo en los casos en los que
se empled cloranfenicol como inhibidor de la replicacién (Figuras 29 y 30). En los histogramas
presentados en estas figuras fue posible observar el aumento del nimero de células con
mayor nimero de cromosomas tras el aumento de temperatura (Figuras 29 o, y 30 a y f).

El incremento en la sintesis de DNA que se registra tras el aumento de temperatura en
cultivos con inhibicion del inicio de la replicacion, en E. coli va acompafnado de un aumento en
la cantidad de DNA con respecto a la masa en cultivos no tratatos y sometidos al aumento de
temperatura (Botello y Jiménez-Sanchez, 1997). El analisis de la relacion DNA/masa en E. coli
AB1157 revela que este aumento, que se mantiene durante las siguientes generaciones, no es
debido meramente a la temperatura elevada de crecimiento. Los cultivos en crecimiento
exponencial tanto a 30 °C como a 41 °C mantienen un valor constante de la relacion DNA/masa
a lo largo del crecimiento, caracteristico de cultivos equilibrados, y similar entre ambos (Figura
13; Gonzalez-Soltero et al., 2008). En S. typhimurium y V. cholerae se obtuvo la misma
respuesta para la relacion DNA/masa observada en E. coli tras el cambio de temperatura,
llegando a estabilizarse en un nivel similar y manteniéndose en ese valor a lo largo del
crecimiento (Figuras 15 y 17, respectivamente). La relacion DNA/masa en B. subtilis tras el
cambio de temperatura, a diferencia del resto de las bacterias estudiadas, se mantuvo
constante a lo largo del tiempo en un valor muy parecido al registrado a 30 °C (Figura 17). Este
resultado podria indicar que la temperatura afecta de diferente forma a las bacterias Gram-
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positiva que a las Gram-negativa. La principal diferencia entre ambos tipos de bacterias es la
composicion de su pared celular, y se conoce que la conformacion de las proteinas de la
membrana de B. subtilis y también la composicion en acidos grasos pueden verse modificados
por variaciones en la temperatura (Bravo et al., 2005; Neale y Chapman, 1970; Schumann,
2003). Estas variaciones en las caracteristicas de la membrana celular debidas a la temperatura
podrian tener relacién con la interaccién del cromosoma con la membrana durante la
replicaciéon del DNA, lo que podria explicar el diferente comportamiento observado en los
cambios de temperatura. Tanto en B. subtilis como en el resto de las especies estudiadas, la
relacion DNA/masa en crecimiento exponencial tanto a 30 °C como a 41 °C se mantiene
constante durante las generaciones analizadas, y en S. typhimurium y V. cholerae en valores
inferiores a la relacidn obtenida tras el cambio de temperatura.

Desde la determinacion de las secuencias completas del genoma de muchas especies, la
atencion de los investigadores se ha centrado en la comprension de la replicacién del DNA.
Dado que la replicacion es la tarea mas importante que tiene lugar en una célula y que el
control de este proceso se ejerce en la etapa de inicio de la replicacion, los eventos que tienen
lugar en el origen de replicacidon cobran importancia para todo el ciclo celular. La region del
origen de replicacion en procariotas, bien sea de plasmidos, fagos o cromosomas, presenta
elementos estructurales muy conservados (Gao, 2014). Las caracteristicas estructurales
derivadas de las posiciones y las secuencias de los origenes de replicacion son fundamentales
para la organizacion cromosdmica, y explican el hecho de que sean estas regiones y no otras
las que funcionen como origen de replicacion (Gao, 2015; Song et al., 2015). En los ultimos
anos se han desarrollado multiples herramientas computacionales para la prediccién e
identificacion de los origenes de replicacion en base a la distribucion de secuencias en torno a
oriC diferente al resto del genoma (Sernova y Gefland, 2008; revisado en Roggenkamp, 2007;
Parikh et al., 2015). Haciendo uso de la base de datos DoriC se consultd la predicciéon de los
origenes de replicacién en los cinco cromosomas de las cuatro especies estudiadas en este
trabajo mediante la representacion de la curva Z (apartado 15.1 de Métodos; Gao y Zhang,
2007; Gao et al., 2013). Para todos los cromosomas estudiados se predice una Unica region de
origen de la replicacidn, cuya localizacion se tomd de referencia para analizar la probabilidad
de apertura de la doble hélice en las regiones del origen mediante el analisis de sitios SIDD. En
todas las secuencias del origen de replicacion estudiadas se han localizado sitios con alta
probabilidad de desestabilizacion por estrés, debido al alto contenido en pares AT (Figura 31).
La probabilidad de apertura en el origen de E. coliy S. typhimurium presenta bastante similitud
en la zona que corresponde a la region de los trecémeros, situada a la izquierda de oriC. Esta
similitud sefala que la secuencia de la region del origen de replicacidon puede utilizarse como
marcador filogenético entre enterobacterias (revisado en Roggenkamp, 2007). En el
cromosoma | de V. cholerae, la zona de la secuencia del origen con mayor probabilidad de
apertura probablemente corresponda también a la region de los trecémeros. En los origenes
de B. subtilis y el cromosoma |l de V. cholerae no hay trecémeros, pero si secuencias ricas en
AT, situadas en B. subtilis a ambos extremos de oriC y en V. cholerae en el extremo de la
izquierda. Estas regiones corresponden a los sitios SIDD revelados en este analisis. La
distribucion de los sitios SIDD puede orientar no sélo de la relacién evolutiva entre distintas
bacterias, sino del patron de apertura de la regiéon del origen previa al ensamblaje del
replisoma en cada especie. Los resultados obtenidos mediante la prediccién de sitios SIDD
sefialan los lugares en los que seria mas probable la apertura de la doble hélice en situacion de
estrés térmico, como en el caso de HIR, y apoyan la hipdtesis ya formulada para E. coli de que
la desestabilizacion térmica del origen de replicacién es necesaria para la apertura de la
secuencia del origen en el inicio de HIR.

Se ha establecido oriC como el Unico lugar cromosdmico para el inicio de la replicacion HIR
en E. coli, y dentro de oriC es esencial la secuencia del trecémero L, rico en pares AT, donde
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tiene lugar la desestabilizacién de la doble hélice de DNA inducida por la temperatura.
Probablemente suceda del mismo modo en el resto de las especies, aunque harian falta
investigaciones mas profundas para descartar que el inicio de la replicacidon termoinducida
tuviera lugar en otras secuencias del cromosoma.

La técnica de gPCR se puede emplear para el estudio de la replicacion como complemento
al andlisis de la acumulacién de DNA. El estudio de la induccion de HIR a través de la
acumulacién de DNA presenta limitaciones para el calculo del nimero de origenes por
cromosoma presentes en el cultivo en el momento de la inhibicion de la replicacion en el caso
de genomas repartidos como ocurre en V. cholerae. En este trabajo se complemento el estudio
de HIR haciendo uso de la técnica de qPCR para identificar en qué proporcién participa cada
uno de los cromosomas de V. cholerae al incremento en la sintesis de DNA registrado. Asi
mismo se determind la relacién origenes por término en los cromosomas de E. coli, S.
typhimurium y B. subtilis, y los dos cromosomas de V. cholerae por separado, en diferentes
momentos tras la induccién de HIR (apartado 13.3 de Métodos; Tabla 17). En la estirpe AB1157
de E. coli se obtuvo mayor relacion ori/ter tras el cambio de temperatura en medio rico que en
medio minimo, coherente con el nivel de induccion obtenido del analisis de la acumulacién de
DNA (Tabla 7). Cabria esperar que en las muestras tomadas tras 180 minutos del tratamiento
se alcanzara una relacion de 41 °C con respecto a 30 °C de 1, y sin embargo siempre se
obtienen relaciones mayores. Podria ser que, al ser HIR una replicacién mas lenta que la
exponencial, en el momento de la toma de la muestra no hubiera transcurrido el tiempo
necesario para que la ronda de replicacién finalice (Botello, 1994; Botello y Jiménez-Sanchez,
1997). En todos los casos y cromosomas estudiados, la relacion origen/término tras 180
minutos del aumento de temperatura de 30 °C a 41 °C fue inferior al dato obtenido tras 30
minutos. Los resultados obtenidos en el apartado 1.6.1 de Resultados sefialan el momento en
el que se alcanza la maxima induccion de HIR aproximadamente 30 minutos después del
cambio de temperatura (Figura 33). La relacion ori/ter a 41 °C con respecto a 30 °C obtenida
en minuto 30 es siempre superior a la que se obtiene a tiempos posteriores, cuando los
cromosomas comienzan a completar las replicaciones en marcha. Este dato apoya la aparicion
de HIR observada por acumulacion de DNA en todas las especies. La Unica excepcién fue el
cromosoma Il de V. cholerae, donde no se obtuvo induccién de la replicacidon con el aumento
de temperatura en ninguno de los supuestos analizados. Desde el inicio de la descripcion del
genoma de V. cholerae, el cromosoma |l siempre ha sido comparado y descrito como una
molécula similar a un plasmido, al ser de menor tamano que el cromosoma | y por la similitud
de sus caracteristicas estructurales y de control de la replicacién con muchos plasmidos
(Heidelberg et al., 2000). En el apartado 2.2 de Resultados se plantea que los plasmidos
estudiados en este trabajo no presentan HIR. Es posible que la secuencia oriC del cromosoma ll,
posiblemente procedente de un plasmido, no haya conseguido que desaparezcan los
elementos que impiden la aparicién de la replicacion termoinducida en plasmidos, o bien el
desarrollo de los sistemas necesarios para la aparicion de HIR. Alternativamente, la ausencia
de HIR en el cromosoma Il de V. cholerae puede ser debida a la coordinacién de su replicacion
con el cromosoma |; ambos finalizan la replicacidon conjuntamente, por lo que el inicio de la
replicacién del cromosoma |l sucede a tiempos posteriores que en el cromosoma | en el ciclo
celular (Rasmussen et al., 2007). Los resultados obtenidos en este analisis de la relacion
origen/término, llevan a proponer a oriC como el lugar de inicio de HIR en los cromosomas que
inducen la replicacidn por estrés térmico.

La proteina RecA estd implicada en diversas funciones del metabolismo del material
genético. Es la principal recombinasa implicada en recombinacion homéloga y reparacion del
DNA y también actia como sensor de dafo en el DNA para la activacién de la respuesta SOS
(revisado en Cox, 2003). RecA interviene también en la estabilizacién y reparacién de las

138



Discusién

horquillas de replicacién detenidas. Se ha descrito en E. coli que para que HIR tenga lugar se
requiere la funcionalidad de RecA, en concreto la actividad asociada al mantenimiento de
estructuras de replicacién (Botello y Jiménez-Sanchez, 1997; Gonzalez-Soltero et al., 2008b).
Se presume que las estructuras de replicacion de HIR serian mas inestables que las de la
replicacién ciclica, y por este motivo necesitarian la funcionalidad de RecA. El grado de
conservacién de RecA entre especies bacterianas es tan elevado que es habitual su uso en
estudios filogenéticos (Eisen, 1995). Para determinar si la funcion de RecA en HIR es
compartida por los cromosomas bacterianos analizados, se ha estudiado la replicacion
termoinducida en mutantes recA nulos de las diferentes especies. Al contrario que lo ya
descrito en E. coli, en todas las especies tiene lugar HIR a pesar de la ausencia de la proteina
RecA funcional, aunque el porcentaje de induccidon es siempre menor que en la estirpe
silvestre. En especies como S. typhimurium o B. subtilis, HIR no presenta una estricta
dependencia de RecA, a diferencia de en E. coli, sino que la induccién térmica de la replicacion
se reduce a valores que corresponden aproximadamente con la mitad de la induccidn silvestre
(Tabla 18). En V. cholerae los resultados obtenidos no son concluyentes al ser muy variables,
desde no presentar induccién en medio minimo AB con cloranfenicol como inhibidor de Ila
replicacién, hasta no observarse ningun efecto en ausencia de RecA, como en medio minimo
con rifampicina. La diferencia en el requerimiento de RecA entre S. typhimurium o B. subtilis y
la que presenta E. coli discrepa con la alta homologia que presentan las proteinas RecA de
todos las especies estudiadas (Eisen, 1995; Galitski y Roth, 1997; Goldberg y Mekalanos, 1986).
Esta diferencia podria justificarse si la proteina RecA no presentara exactamente las mismas
funciones en todas las bacterias, a pesar de la elevada homologia de esta proteina en el
mundo bacteriano. En este sentido, se ha descrito que la proteina RecA de E. coli parece ser la
Unica que posee actividad motora, acoplando el movimiento del DNA en el intercambio de
cadenas durante la recombinacion con la hidrdlisis de ATP (Lusetti y Cox, 2002). Una segunda
opcion para explicar la menor dependencia de RecA para HIR en las especies diferentes a E.
coli estaria basada en la complejidad del sistema de recombinacion, donde la redundancia
haria que en ausencia de una proteina RecA funcional exista otro mecanismo que supla su
funcion y permita el inicio de la replicacién inducida por calor. Una situacion similar se ha
descrito en E. coli, donde el inicio de HIR es posible en ausencia de RecA sélo cuando la
actividad exonucleasa de RecBCD también esta ausente (Gonzalez-Soltero, 2007; Gonzalez-
Soltero et al., 2008).

Esta diferencia funcional de HIR acerca del requerimiento de la proteina RecA lleva a
plantear que la replicacion inducida por estrés térmico sea funcionalmente diferente en otras
especies con respecto a E. coli. Trabajos posteriores deberdan ampliar la caracterizacion
funcional de la dependencia de RecA y otras proteinas para HIR en las nuevas especies.

1.1. Ampliacién de la caracterizacion de HIR en E. coli

Anteriormente a este trabajo se habia descrito que la replicacién HIR era transitoria,
teniendo lugar Unicamente durante un corto periodo de tiempo tras el estrés térmico (Botello
y Jiménez-Sanchez, 1997). Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el tiempo en
el que dejan de activarse nuevos inicios de HIR esta entre 25 y 30 minutos tras el aumento en
la temperatura del cultivo (Figura 33). Este resultado confirma que la induccién de HIR es
transitoria. HIR se indujo paulatinamente durante los primeros 30 minutos tras el aumento de
temperatura, en presencia de rifampicina, mostrando asi su independencia de la actividad de
la RNA polimerasa, requerida para el inicio de la replicacidn ciclica.

Mediante el estudio de la evolucion de las relaciones DNA/célula y masa/célula por
citometria de flujo de un cultivo de E. coli tras el cambio de 30 °C a 41 °C es posible interpretar
el efecto que tiene el aumento de la temperatura de crecimiento sobre estos parametros
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celulares (Figuras 34 y 35). Los parametros DNA/célula y masa/célula mostraron un aumento
de estas relaciones de manera inmediata y prolongada tras el cambio a 41 °C. La cantidad de
DNA por célula tras el cambio a 41 °C aumentd con mayor velocidad y hasta un nivel relativo
mas alto que la masa por célula, lo que llevaria al aumento DNA/masa descrito anteriormente
(Figura 13). El aumento de la masa celular tras un aumento en la temperatura de crecimiento
ha sido descrito anteriormente en E. coli (Taschner et al., 1987). Estos resultados muestran
qgue la induccidn de la replicacién y la elongacion celular tienen lugar en los primeros 20-25
minutos tras el cambio de temperatura. Después del minuto 25, los pardmetros DNA/célula y
masa/célula disminuyen, indicando la apariciéon de divisiones celulares extras. La bajada de
estas relaciones, DNA/célula y masa/célula de forma similar, en el caso del analisis DNA/masa
lleva al mantenimiento en valores constantes. Las divisiones celulares extras podrian venir
determinadas por el aumento del nivel de replicacién y la coordinacién entre replicacion y
division, o, al igual que HIR, estar inducidas por el estrés térmico. De nuevo, con estos
resultados se observa la inducciéon de la replicacion, en este caso en ausencia de tratamiento,
durante unos 25 minutos tras el aumento de temperatura.

2. Elestrés térmico induce la replicacion de minicromosomas y plasmidos
como adaptacion a la nueva temperatura de crecimiento

El segundo objetivo general de este trabajo fue determinar si HIR es una replicacion
especifica del cromosoma o puede darse en otro tipo de replicones. Se ha estudiado la
replicacién termoinducida en diferentes condiciones en minicromosomas y plasmidos de E. coli
por cuantificacion de la proteina de fluorescencia verde GFPmut2 clonada bajo el control del
promotor pBAD y la proteina AraC (Cronan, 2006; Guzman et al., 1995). La proteina reguladora
AraC funciona como activador de la transcripcion de pBAD en presencia de L-arabinosa,
mientras que en ausencia de este azucar la expresion del promotor es muy reducida (revisado
en Schleif, 2000). Trabajos anteriores han determinado que la medida de fluorescencia de
GFPmut2 es un método eficaz para la determinacion de la dosis génica en plasmidos
(Gonzalez-Soltero, 2007; Lobner-Olesen, 1999).

El estudio de la replicacidon termoinducida en minicromosomas y plasmidos a través de la
expresion de GFPmut2 presenta algunas limitaciones con respecto al estudio de HIR en el
cromosoma. A diferencia de la replicacion ciclica, HIR es resistente a rifampicina, y la manera
de distinguir entre ambas replicaciones es la adicién del antibidtico en el momento del
aumento en la temperatura de crecimiento. En los pldsmidos no es posible efectuar un
tratamiento con rifampicina, pues se inhibiria la sintesis de proteinas, entre ellas de GFPmut2,
y en esa situaciéon no podria determinarse el nimero de copias de plasmido mediante
fluorescencia. Una posibilidad para estudiar la induccion de HIR en los origenes plasmidicos
seria integrarlos en el cromosoma de E. coli en ausencia de oriC. Mediante esta aproximacion
se ha visto que HIR no es un fendmeno exclusivo de oriC y que puede tener lugar a partir del
origen de replciacion del plasmido R1, oriR1, cuando el plasmido esta integrado en el
cromosoma. Sin embargo, la integracion del plasmido F en el cromosoma no da lugar a la
induccién de HIR (Gonzalez-Soltero, 2007). Si cada replicdn presenta una respuesta al estrés
térmico, es posible que los plasmidos dispongan de mecanismos propios basados en
diferencias estructurales o funcionales, que jutifiquen la disponibilidad de los origenes
plasmidicos integrados en el cromosoma para la induccion de las replicaciones inducidas por el
estrés térmico.

Se estudid la replicacidon de minicromosomas y plasmidos mediante determinacion de su
numero de copias por medida de la fluorescencia de GFPmut2, mediante espectrofluorimetria
y citometria de flujo, en condiciones de estrés térmico por aumento de la temperatura de
crecimiento de 30 °C a 41 °C (Figuras 36, 38 y 39 y Tabla 19). En todos los minicromosomas y
plasmidos se detectd el aumento del nimero de copias en mayor o menor medida tras el
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cambio de temperatura mediante las dos técnicas empleadas (Figuras 36, 38 y 39). En todas las
estirpes la tendencia de la fluorescencia por célula o por masa es mantenerse constante a
30 °C, mientras que la fluorescencia recogida tras el cambio de temperatura aumenta
progresivamente con una cinética de acumulaciéon hasta alcanzar el valor en el que se
estabiliza. Para la estirpe con el plasmido pALO269 (pBR322), el aumento de la fluorescencia
por célula tiende a aumentar siguiendo un patron exponencial, estabilizandose al cabo de
varias horas. Esta observacion Unicamente se aprecia en la fluorescencia por célula de este
cultivo y no en el resto de los plasmidos, y llevd a pensar en la posibilidad de que el aumento
en la fluorescencia obtenido no se debiera al estrés térmico sino a una adaptacion a la
temperatura de crecimiento. Se determinaron los parametros de fluorescencia por célula y
fluorescencia por masa en cultivos en crecimiento exponencial a diferentes temperaturas, y la
relacion de la fluorescencia obtenida a 41 °C con respecto a 30 °C supero en todos los casos a
la inducida por el cambio de temperatura (Tabla 22). El Unico caso donde el incremento de la
fluorescencia obtenido en crecimiento exponencial no superd el alcanzado tras estrés térmico
fue en las células con pALO269 (pBR322). Es probable que el aumento en la fluorescencia
inducido por el cambio de temperatura no represente una replicacién termoinducida, sino que
se deba al control mas laxo de la replicacion en plasmidos.

El tamafio celular medio de las estirpes portadoras de los plasmidos analizados no mostré
variacién tras el aumento de la temperatura en relaciéon con el tamafio a 30 °C en la mayoria
de los casos (Tabla 19). Se detecta que el tamafio de la estirpe con el plasmido R1 es, a 30 °C,
superior a los tamafios del resto de los plasmidos, y con el cambio de temperatura las células
gue lo contienen aumentan su tamano. Otros casos en los que el tamafio celular aumenta con
el cambio de temperatura son la estirpe portadora de pBR322, la que muestra mayor aumento
de tamarfio, y la estirpe parental sin plasmido, cuyo tamafio aumenta aunque en menor
medida que las anteriores. Los tamafios de las células en crecimiento exponencial a diferentes
temperaturas, aunque en la mayoria de las estirpes estudiadas se mostraron invariables, en
ciertos casos también presentaron un aumento relacionado con la temperatura de crecimiento
(Tabla 23). Las estirpes portadoras de los plasmidos pALO280 (F), pALO284 (pSC101) y los tres
con control por RNA antisentido pALO261 (R1), pALO275 (p15A) y pALO269 (pBR322) vieron su
tamano incrementado cuando crecieron a 41 °C. Incluso la estirpe con el plasmido pALO269
(pBR322) aumenté su tamario celular en el crecimiento a 37 °C con respecto al de 30 °C (Tablas
23 y 30). Estos aumentos en el tamafio celular podrian explicar las diferencias obtenidas entre
el incremento de la fluorescencia obtenido por célula o por masa en estas estirpes, bien sea
por crecimiento exponencial a 41 °C o tras el aumento de temperatura, con respecto a la de
30 °C. El parametro FL/masa en estas estirpes con respecto a 30 °C aumenta en menor medida
que FL/célula, debido a que el aumento en el tamafio de las células hace que la relacion
FL/masa no sea tan alta como cabria esperar. En los casos de pALO275 (p15A) y pALO269
(pBR322), ambos derivados de ColE1 y con un elevado nimero de copias, podria ser que la
gran carga plasmidica pueda ejercer algun efecto sobre el tamafo de las células que los
contienen. En células con elevado nimero de plasmidos se ha descrito que la carga metabdlica
gue supone el mantenimiento de los plasmidos pueden reflejar alteraciones en la fisiologia y el
metabolismo de la célula hospedadora, dando lugar incluso a respuestas de estrés que podrian
llevar a la reduccién del numero de copias del plasmido o incluso reducir la velocidad de
crecimiento del cultivo o el tamafio de las células hospedadoras (Silva et al., 2009; Wang et al.,
2006).

2.1. El nimero de copias depende directamente de la velocidad de
crecimiento de un cultivo determinada por la temperatura

En el ciclo celular bacteriano hay parametros relevantes que dependen de la velocidad de
crecimiento de un cultivo, como el tamafio celular, el nimero de copias de un gen, o el nivel
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de expresién génica (Bremer y Dennis, 1996; Klumpp et al., 2009; Schaechter et al., 1958). En
plasmidos, el nimero de copias puede depender de la velocidad de crecimiento por la
influencia que ésta tiene sobre el control de la replicacién (Klumpp, 2011). Para estudiar la
influencia de la velocidad de crecimiento en el establecimiento del nimero de copias de
plasmido, se modificd la velocidad de crecimiento de los cultivos fijando diferentes
temperaturas de crecimiento y por otra parte modificando la composicion del medio de cultivo.
Se observd una correlacién lineal directa entre el nimero de copias por masa y por célula, de
los minicromosomas y los plasmidos, y la velocidad de crecimiento determinada por la
temperatura del cultivo (Figura 40). Cuanto mayor fue velocidad de crecimiento, se obtuvo un
mayor niumero de copias para la mayoria de los plasmidos. El Unico plasmido que no mostro
dependencia lineal de la velocidad de crecimiento fue el pALO269 (pBR322). El coeficiente de
correlacion del numero de copias por masa del pALO269 (pBR322) con la velocidad de
crecimiento mostré un valor de 0,10; aunque el numero de copias por célula se ajusté mas (R =
0,76). El numero de copias por célula aumenta cuando la temperatura de crecimiento es de
37 °C y disminuye cuando la temperatura se eleva hasta 41 °C. Parece haber un control celular
para limitar el nUmero maximo de copias de plasmido que la célula puede albergar.

El segundo método para variar la velocidad de crecimiento fue la modificacién del medio de
cultivo (Figura 41). En los tres casos estudiados, los valores de copias por masa y duplicaciones
por hora muestran una relacidn lineal inversa con un ajuste en la correlacion de alrededor del
0,9. Al contrario que la tendencia del mismo parametro en relacién a la velocidad de
crecimiento dependiente de la temperatura, cuanto mayor es la velocidad de crecimiento
inducida por el medio de cultivo, menor es el nimero de copias. La mayoria de los trabajos
publicados sobre la dependencia del nimero de copias de plasmido en funcidn de la velocidad
de crecimiento emplean diferentes medios de cultivo para modificar dicha velocidad. En estas
condiciones, el parametro copias por célula aumenta con la velocidad de crecimiento,
mientras que las copias por masa disminuyen (Klumpp, 2009; Lin-Chao y Bremer, 1986). La
dependencia del nimero de copias de un plasmido de la velocidad de crecimiento es un hecho
conocido, y se utiliza en las estrategias para la maximizacion del nimero de copias de plasmido
en células de E. coli para la produccidn eficiente de proteinas recombinantes (Martinez-Garcia
et al., 2015; Silva et al., 2009; Silva et al., 2012).

2.2. Lainfluencia de RecA en la replicaciéon de minicromosoma y plasmidos
depende de las condiciones de crecimiento

Como se ha comentado anteriormente, RecA estd implicada en varias funciones
relacionadas con el mantenimiento y el procesamiento del DNA. En plasmidos, se conoce que
la mayoria de la recombinacién es dependiente de RecA. En situacion de dafio en una molécula
de plasmido, la actividad RecA promueve el emparejamiento homodlogo de moléculas
plasmidicas y cataliza el intercambio de cadenas para el restablecimiento de la secuencia (Biy
Liu, 1994; Luisi y Deluca, 1989). Se estudio el efecto de la ausencia de la proteina RecA sobre la
variacién del numero de copias por masa de minicromosoma y plasmidos en el mutante nulo
recA13. Si la funcién de RecA fuera esencial para la replicacion de los plasmidos en condiciones
de estrés térmico, se esperaria que la fluorescencia de GFPmut2 no aumentara tras el cambio
de temperatura de 30 °C a 41 °C. En el minicromosoma estudiado, la ausencia de RecA reduce
el incremento en la fluorescencia por masa con respecto a la estirpe parental (Figura 44). La
replicacién del minicromosoma se asemeja a la del cromosoma, donde la actividad de RecA es
necesaria para HIR, y parece que para la replicacion termoinducida en el minicromosoma seria
necesaria parcialmente la actividad RecA. En los plasmidos, la ausencia de proteina RecA
funcional llevé a una mayor induccién del nimero de copias por estrés térmico con respecto a
sus estirpes parentales (Figuras 45 y 46). Se observé un incremento del nimero de copias por
masa en todos los plasmidos estudiados, y en todos los casos en un porcentaje superior en las
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estirpes recA13 que en las estirpes control, aunque en diferente proporcién. Estos resultados
sorprenden en el sentido de que lo esperable seria que la funcién de RecA fuera necesaria para
la replicacion y reparacién de plasmidos, o al menos no supusiera un impedimento para la
induccién de la replicacion por estrés térmico. Sin embargo, este no seria un hecho aislado;
hay evidencias de otros procesos relacionados con el mantenimiento del DNA plasmidico que
transcurren en ausencia de RecA. En estudios de reparacion de DNA, ha sido descrita la
independencia de la funcion de RecA para la recuperacion de plasmidos dafados al ser
introducidos en células competentes, a diferencia de la dependencia de RecA para la
reparacion de los plasmidos enddgenos (Jeiranian et al., 2012). Otra posible explicacion seria
gue la actividad de RecA no sea esencial para la replicacién en plasmidos, como varios estudios
han sugerido, a favor de otras proteinas con funcidon redundante que suplan la funcidn ausente
(Berardini et al., 1997; Roberts y Strike, 1986; Strike y Roberts, 1982). Si esta fuese la
explicacion, quiza seria la activacion de alguna ruta silenciada por RecA activa, la que
favoreciera el nimero de copias de plasmido en el mutante recA13.

En condiciones de crecimiento exponencial a diferentes temperaturas, la influencia de
RecA sobre la replicacién de plasmidos contrasta con la que presentd tras el cambio de
temperatura (Tabla 26). Para la mayoria de los plasmidos hay mas replicacidon en presencia de
RecA. La replicacion del minicromosoma en crecimiento exponencial no muestra dependencia
de RecA funcional. El efecto positivo de RecA sobre la replicacién de los plasmidos en
crecimiento exponencial podria explicarse por la existencia de algin efecto regulador que
ejerciera la proteina RecA, directa o indirectamente, sobre algin proceso implicado en la
replicacién plasmidica. Aunque la presencia de RecA en crecimiento exponencial facilita la
replicacidon; parece ser que en condiciones de estrés térmico sea mas favorable la ausencia de
RecA activa.

2.3. Los origenes de replicacion de plasmidos presentan sitios SIDD

Los origenes de replicacion de los plasmidos con control por iterones estudiados en este
trabajo tienen caracteristicas similares a las de oriC. Todos presentan secuencias ricas en AT en
las que tiene lugar la apertura de la doble hélice, y el porcentaje en adenina y timina varia
desde aproximadamente el 60 % para el pldsmido P1, hasta el 84 % en pSC101, e incluso el
90 % en el plasmido F. Se cree que el numero y la longitud de las secuencias de la regidn rica
en AT de cada plasmido podrian jugar un papel en el inicio de la replicacién (revisado en
Rajewska et al., 2012). Se ha obtenido el perfil desestabilizacion de la doble hélice por
presencia de sitios SIDD para la secuencia del origen de replicaciéon de los plasmidos con
control por iterones utilizados en este trabajo (Figura 42). Todos los perfiles obtenidos
muestran lugares con alta probabilidad de desestabilizacién, que seguramente se
correspondan con las secuencias ricas en AT presentes en todos los origenes. Aunque estos
plasmidos no presentan induccion de HIR, estos sitios seran los mas susceptibles a abrirse en la
doble hélice para el inicio de la replicacion de los plasmidos.

Se obtuvieron los perfiles de inestabilidad de los origenes de replicacién de los plasmidos
con control por RNA antisentido (Figura 43). En estas representaciones, los lugares de mayor
probabilidad de apertura aparecen dispersos por la region del origen de los plasmidos, al
contrario que en los origenes cromosomicos. En los origenes de replicacién de los plasmidos
con control por RNA antisentido no es comun la presencia de regiones ricas en AT (Rajewska et
al., 2012). El plasmido R1 si presenta tres regiones de 9 pb ricas en AT a la derecha de su
origen de replicacién, donde presumiblemente se abriria la doble hélice para el inicio de la
replicaciéon (Figura 8). En los plasmidos derivados de ColE1 la apertura de la doble hélice tiene
lugar por la transcripcién del pre-cebador RNA II, y no por la probabilidad de apertura de
ciertos puntos del origen, lo que explica los perfiles tan diferentes. Las diferencias obtenidas
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entre los perfiles de p15A y pBR322, ambos derivados de ColE1l, podrian ser debidas a las
diferencias en la secuencia de sus origenes y también con respecto a ColE1 (Bird, 1981; Selzer
et al., 1983). Se han encontrado diferencias en la secuencia del RNA | en los origenes de los
tres plasmidos, que dan lugar a variaciones en los tres lazos que conforman las estructuras |, Il
y lll de la molécula. El RNA | tiene un papel importante como inhibidor de la replicacién, pues
su interaccion con el pre-cebador RNA Il es lo que regula el inicio de la replicacién. Las
diferencias en los sitios de interaccién del RNA | con el RNA Il de p15A y pBR322 podrian ser las
responsables del limite al aumento del nimero de copias de pBR322 tras aumento de
temperatura a 41 °C descrita anteriormente y no observada para p15A.

2.4. Laespectrofluorimetria, un método eficiente para la determinacion del
numero de copias de plasmido

Debido a su impacto en las comunidades microbianas y su potencial natural para actuar
como vectores de clonacidn, la investigacion en torno a los plasmidos es intensa en base a
perspectivas clinicas, biotecnoldgicas y de investigaciéon fundamental (revisado en del Solar et
al., 1998). El uso de plasmidos en la produccidn eficiente de proteinas se basa en la eleccién de
sistemas de expresion génica apropiados, disponer de un plasmido de alto nimero de copias y
la optimizacién de las condiciones de crecimiento. Tan importante como la mejora de la
produccion plasmidica es disponer de una técnica para determinar el nimero de copias de
plasmido con eficiencia, precisidon y sencillez. En este trabajo se han utilizado tres técnicas para
el calculo de los parametros pcn/masa, pcn/célula 'y pcn/volumen (Tabla 31).

A pesar de la precision que caracteriza la deteccion de secuencias especificas amplificadas
por qPCR, esta metodologia presenta un porcentaje de desviacion alto debido probablemente
a la gran cantidad de procesos que implica el uso de esta técnica (Tabla 29). Desde la toma de
muestras hasta la obtencién del nimero de copias por masa, por célula o por ori, hay multitud
de pasos en los que cualquier variacion minima puede resultar en una gran desviacién en los
resultados finales. Entre las técnicas basadas en la deteccién de fluorescencia de la proteina
GFPmut2, los valores absolutos medios de fluorescencia por masa obtenidos para cada
plasmido mediante espectrofluorimetria presentaron una desviacion estandar algo superior en
porcentaje a la calculada para los valores medios de fluorescencia por célula procedentes de
citometria de flujo (Tablas 20 y 21). Esta observacidon pone de manifiesto que la técnica de
citometria de flujo da valores medios mas precisos para la cuantificacion del numero de copias
de plasmido en base a la fluorescencia de GFPmut2.

A partir de los datos de pcn/volumen procedentes de gPCR, y tras su transformacion a
pcn/masa y pcn/célula, pcn/masa de espectrofluorimetria y pcn/célula de citometria de flujo,
se calculd el parametro pcn/ori, directamente comparable con las estimaciones por Southern
blot (Tabla 31). En esta comparacion, la espectrofluorimetria es la técnica que mdas precision
presenta en la obtencion del nimero relativo de copias de plasmido. La espectrofluorimetria
es un método mas sencillo que la citometria de flujo y que la qPCR, tanto por la toma de
muestras y su procesamiento, como por el manejo de los equipos de medida; ademas es el
método menos costoso y mas rapido. Se propone, por tanto, la espectrofluorimetria como la
técnica mas conveniente para la determinacion del nimero de copias de plasmido, con
respecto a la citometria de flujo y a la gPCR.

La espectrofluorimetria presentaria dos limitaciones. En primer lugar, el uso de esta
técnica para la determinacién del numero de copias de plasmido requiere disponer del gen de
alguna proteina fluorescente clonado en el plasmido de interés. El otro requisito es la
necesidad de disponer de un espectrofluorimetro en el que realizar la medida. Las aplicaciones
de la espectrofluorimetria en la determinacién del nimero de copias de plasmido podria tener
gran importancia para la monitorizacién a bajo coste de plasmidos usados en la produccion
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biotecnolégica para la produccion de proteinas valiosas, como vacunas o productos
terapéuticos y para otras aplicaciones de ingenieria metabdlica.
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Conclusiones / Concluding remarks

El aumento de la temperatura de incubacién a un cultivo de S. tyhpimurium, B. subtilis
o V. cholerae induce replicaciones cromosdmicas extra en presencia de rifampicina.
Esta replicacion ha sido descrita previamente en E. coli y denominada HIR (Heat
Induced Replication). En V. cholerae, el cromosoma Il no induce HIR.

A temperature shift-up induces extra rounds of chromosome replication in the presence
of rifampicin in S. tyhpimurium, B. subtilis and V. cholerae. This replication has been
previously described in E. coli and it has been termed HIR (Heat Induced Replication).
Chromosome Il in V. cholerae does not induce HIR.

HIR inicia en oriC o en zonas proximas en S. tyhpimurium, B. subtilis y V. cholerae
(oricl).

HIR iniciates in oriC or its close proximity in S. tyhpimurium, B. subtilis and V. cholerae

(oriCl).

En el origen de replicacion de los cromosomas de B. subtilis, S. typhimurium y V.
cholerae se han localizado sitios SIDD (Stress Induced Duplex Destabilization) que
podrian justificar los inicios de la replicacidon termoinducida.

Replication origins in B. subtilis, S. typhimurium and V. cholerae chromosomes present
SIDD sites (Stress-Induced Duplex Destabilization), that could acount for HIR initiation.

HIR es parcialmente dependiente de la actividad RecA en S. tyhpimurium, B. subtilis y V.
cholerae.

HIR is partially dependent on RecA activity in S. tyhpimurium, B. subtilis and V. cholerae.

Para inhibir el inicio de la replicacion en B. subtilis es mejor usar cloranfenicol que
rifampicina, ya que la rifampicina también inhibe la elongacién de la replicacién.

In B. subtilis, chloramphenicol must be used instead of rifampicin to inhibit initiation of
replication, since rifampicin also blocks replication elongation.

El aumento de la temperatura de incubacidn a un cultivo exponencial de B. subtilis no
lleva al aumento de la relacion DNA/masa.

DNA/mass ratio does not increase after a temperature shift-up in exponentially
growing B. subtilis cultures.

En E. coli, HIR se induce durante los primeros 30 minutos tras el aumento de
temperatura.

In E. coli, HIR initiation takes place during the first 30 minutes after a temperature
shift-up.
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El aumento de temperatura a cultivos exponenciales de E. coli, inicialmente induce la
replicacidén y a tiempos posteriores la division celular.

A temperature shift-up in exponentially growing E. coli cultures, first induces
chromosome replication, and time later cell division is induced.

El estrés térmico induce la replicacion de minicromosomas y plasmidos como
adaptacion a la nueva temperatura de crecimiento, en funciéon de la velocidad de
crecimiento. Esta respuesta no debe ser considerada analoga a HIR.

Heat stress induces minichromosome and plasmid replication in response to the new
growing temperature, depending on growth rate. This response must not be considered
similar to HIR.

El nimero de copias de minicromosoma y plasmido, tanto por masa como por célula,
aumenta al aumentar la temperatura de crecimiento, en funcidon de la velocidad de
crecimiento.

Minichromosome and plasmid copy number, both per mass and per cell, increases as
long as the growing temperature rises, according to growth rate.

En crecimiento exponencial a 41 °C, el tamano de las células de E. coli portadoras de
plasmidos con control por RNA antisentido aumenta con respecto a 30 °C.

In exponential growth at 41 °C, the size of E. coli cells carrying plasmids controlled by
antisense RNA increases compared to cells growing at 30 °C.

En minicromosomas, la induccién de la replicacién por aumento de temperatura es
parcialmente dependiente de la funcién de RecA; mientras que en crecimiento
exponencial, la replicacién del minicromosoma no depende de RecA.

In minichromosomes, induction of replication by temperature shift-up is partially
dependent on RecA function; while in exponential growth, minichromosome replication
does not depend on RecA.

En plasmidos, la induccion de la replicacion por aumento de temperatura es superior
en ausencia de la actividad de RecA; mientras que en crecimiento exponencial, la
presencia de RecA funcional favorece la replicacion.

In plasmids, induction of replication by temperature shift-up is higher in the absence of
RecA activity;, while in exponential growth, a functional RecA protein favours
replication.

Para la determinacion del nimero de copias de plasmido, la espectrofluorimetria es un
método mas preciso y rdpido, y menos costoso, que la citometria de flujo y la qPCR.

For plasmid copy number determination, spectrofluorometry is a more accurate and
faster, and less costly method than flow cytometry and qPCR.
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