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1 e EL CICLO CELULAR BACTERIANO

El ciclo celular bacteriano engloba todos los procesos que una
bacteria debe realizar desde su nacimiento hasta la divisién celular.
Entre las fases mds importantes estdn la replicacién y segregacion del
cromosoma y la formacién del septo para la divisién celular. El
funcionamiento adecuado de estos procesos requiere la localizacién
precisa de las maquinarias necesarias implicadas y la regulacién
coordinada, tanto espacial como temporal, para asegurar la generacién
de una descendencia viable.

En contraste con el ciclo celular eucariético, donde puntos de
control estrictos aseguran que la iniciacién de un paso dependa de la
finalizacién de un paso anterior y que una etapa no comience mientras
no haya concluido la anterior (Elledge, 1996), el ciclo celular
bacteriano, dependiendo de las condiciones de crecimiento, puede
solapar dos o mds rondas de replicacién consecutivas (Cooper y
Helmstetter, 1968). A pesar de esta diferencia en organizacién, ambos
tipos de células deben asegurar que el genoma entero sea replicado una,
y s6lo una vez, en cada ciclo celular.

El ciclo celular bacteriano comprende tres periodos bien
diferenciados: B, Cy D (Cooper y Helmstetter, 1968) (Fig. 1).

| |
O © o3Ne

El periodo B transcurre desde el nacimiento de la célula hasta
el inicio de la replicacién y se corresponde con la fase GI en
eucariontes. El periodo C es el tiempo dedicado a la duplicacién del
material genético y es el equivalente de la fase § en organismos
eucariéticos. El periodo D es el comprendido entre el final de la
replicacién y la divisién celular y equivale al periodo G2 en los

Introduccion

FIGURA 1. El ciclo celular

bacteriano.
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organismos eucariéticos. (Donachie e# al, 1979; Norris et al., 1994;
Norris, 1995; Weinberger y Helmstetter, 1979). En ambos tipos de
ciclo, la fase de mayor variabilidad es la que comprende el tiempo
transcurrido desde el nacimiento de la célula al inicio de la replicacién.
Esta fase desaparece totalmente en células que crecen ripidamente y
puede abarcar el ciclo completo en células quiescentes.

Cuando una poblacién bacteriana crece en un medio no
limitante, su crecimiento es continuo y exponencial. A lo largo de todo
el crecimiento exponencial los valores medios de los pardmetros
celulares no cambian (masa por célula y DNA, RNA y proteinas por
célula o por masa). A esto se denomina un crecimiento equilibrado.
Cuando las bacterias crecen en diferentes medios de cultivo méds o
menos ricos en nutrientes, se adaptan a estos medios con velocidades de
crecimiento mayores o menores, desde tres generaciones por hora hasta
una generacién cada muchas horas. A diferentes velocidades de
crecimiento la composicién de las células varia en términos de DNA,
RNA, proteinas o masa celular, independientemente del tipo de medio
utilizado para conseguir cada velocidad de crecimiento. El estado
fisiolégico celular depende de la velocidad de crecimiento y no de la
composicién del medio de cultivo. Las células que crecen lentamente
son mds pequefias y tienen menos DNA y RNA y menos nucleoides por
célula que las que crecen rdpidamente (Bremer, 1996).

Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con el RNA, con las
proteinas y con los otros componentes celulares, el DNA no es
sintetizado exponencialmente desde el nacimiento hasta la divisién de
la célula. La replicacién cromosémica transcurre linealmente a
velocidad constante durante el periodo C (Bogan y Helmstetter, 1996;
Haber, 1999).

La diferencia mds notoria entre el ciclo celular bacteriano y el
de organismos eucariéticos reside en que el tiempo requerido para
completar la replicacién del cromosoma bacteriano, C, puede ser
superior al del ciclo celular o tiempo de generacién, T, mientras que en
organismos eucaridticos el tiempo de replicacién es siempre inferior a la
duracién total del ciclo. Cuando el tiempo requerido para completar la
replicacién y divisién supera al transcurrido desde el nacimiento hasta
la divisién de la célula, es decir, cuando C + D > =, las replicaciones
que finalizan en un ciclo comienzan en el anterior o en dos
precedentes. En estas condiciones se da un solapamiento de rondas de
replicacién y comienza una ronda antes de que finalice la que estaba en
curso, pero siempre ha de darse una iniciacién y una terminacién por
ciclo aunque no se correspondan la una con la otra (Fig. 2).

Si se produjera mds de una iniciacién por ciclo celular se daria
mds de una terminacién por ciclo y la cantidad de DNA por célula
aumentaria hasta que el cultivo dejara de ser viable (Bird ez al., 1972;

Cooper y Helmstetter, 1968; Donachie, 1992, 1993). De este modo

durante el crecimiento celular equilibrado, independientemente de la

Introduccion
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velocidad y solapamiento de rondas de replicacién, el tiempo
transcurrido entre dos inicios consecutivos o tiempo de interiniciacién
(D), ha de ser igual al tiempo de generacién t. De este modo, el control
de la replicacién debe actuar sobre el inicio de la replicacién, siendo
independientes las velocidades de replicacién y de crecimiento celular.
Como la frecuencia de inicio determina la tasa de sintesis de DNA en
el cultivo, su valor se debe mantener constante para asegurar un
crecimiento equilibrado. De lo expuesto se concluye que el nimero de
ciclos de replicacién por cromosoma, 7, depende exclusivamente de la
relacién entre el tiempo de replicacién y el de generacion:

n=C/=

Este parimetro determina a su vez la relacién entre el nimero de
puntos de replicacién por cromosoma, 2(2"-1). La capacidad de
modular 7 facilita que a una temperatura determinada el periodo C
mantenga valores constantes en un amplio intervalo de velocidades de

crecimiento.

- > B *Q;

6
2

n°origenes/célula 4

puntos de 4
replicacion/célula

puntos de
replicacion/célula

o

& O o o
o

n° origenes/célula

N T
0

| ’| | — A

| | | | SR

| | | | = L
! o P c

| T | I

e 7] | 4

| ti tt | |
| | o |

| 1 | | L
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Introduccion

FIGURA 2. Puntos de
replicacién y ndmero de
origenes por célula en

funcién de la

(parte superior). Fases del

edad celular

ciclo celular en cultivos

creciendo  lentamente vy
ripidamente (parte inferior,
A y B

(modificado

Sédnchez, 1998).

respectivamente)
Jiménez-
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2 e LA REPLICACION EN E.coli

El cromosoma de E. co/i, constituido por DNA de doble cadena
con un tamafio de 4,6 Mpb, inicia su replicacién a partir de un origen
unico denominado oriC, localizado en el minuto 84,57 del mapa
genético. Desde oriC, la replicacién procede de forma bidireccional
hasta el término, fer, localizado aproximadamente en el lugar
diametralmente opuesto del cromosoma (Bird e a/, 1972; Yasuda y

Hirota, 1977).

El cromosoma bacteriano debe ser replicado una sola vez por
ciclo celular (Boye ez a/.,, 2000) y todos los elementos requeridos para
completar el proceso de replicacién tienen que estar disponibles en el
inicio. Una vez que la replicacién se inicia, no se requiere ni sintesis de
RNA ni de proteinas y el cromosoma es replicado en su totalidad en
ausencia de sintesis de cualquiera de estas dos macromoléculas. Esto
significa que todas las proteinas necesarias para el proceso completo
tienen que estar presentes en el inicio. Se estima que se necesitan al
menos 23 proteinas para el inicio y mds de 25 para la elongacién, cada
una con diferente nimero de copias (Baker y Wickner, 1992; Marians,
1992; McHenry, 2003). Si ademds incluimos las enzimas encargadas
de la sintesis de los precursores, entonces hay que afiadir de diez a
quince proteinas mds que deben funcionar de forma coordinada y
corregulada.

Las diferencias estructurales y funcionales observadas a lo largo
de la replicacién han determinado que su estudio se divida en tres
etapas: iniciacién, elongacién y terminacién.

2.1. Iniciacién
2.1.1 or:C

El origen de replicacién, oriC, es una secuencia de 260 pb
(Meijer e al., 1979; Messer et al., 1979; Sugimoto et al., 1979). De
izquierda a derecha, oriC contiene una secuencia de 12 pb rica en
A+T, tres secuencias de 13 pb ricas en A+T denominadas trecémeros
L, M y R que constituyen tres repeticiones directas, cada una de las

Introduccion
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cuales comienza por un sitio GATC, reconocido por la metilasa Dam y
la proteina SeqA, y cinco secuencias de unién de la proteina DnaA
(R1, R5, R2, R3 y R4) con la secuencia consenso 5-TTA/TTNCACA
(Fig. 3). Ademis, a lo largo de su secuencia, oriC presenta otros nueve
sitios GATC y tres secuencias de 6 pb de unién a DnaA-ATP (Messer,
2002; Schaper y Messer, 1995). Recientemente se han descrito otros
sitios de unién de la proteina DnaA que difieren en su secuencia
consenso de las secuencias R y que se han denominado sitios I
(McGarry et al., 2004). Los sitios I unen DnaA-ATP con mayor
afinidad que DnaA-ADP y se ha propuesto que juegan un papel
fundamental en el establecimiento de los niveles de DnaA-ATP
apropiados para que el proceso de apertura de oriC tenga lugar
(Leonard y Grimwade, 2005; Rice ef al., 1996). Dentro de oriC hay
otras secuencias que unen proteinas que contribuyen de forma
importante al inicio de la replicacién cromosémica. Asi, en la mitad
izquierda se localiza una secuencia reconocida por la proteina IHF,
mientras que en la zona derecha existe una secuencia diana para la

proteina Fis (Fig. 3).

CCTGGGTATTAAAAAGAAGATCTATTTATTTAGAGATCT GTTCTATTGTGATCTCTTATTAGQATCGCACTGCCCTGTGGATAACAAGGATCCGGI
(S| a———  (JSS———-—] S
R
AT cluster L 13mer M 13mer R 13mer
(=1,
101 “
|
TTTTAAGATCAACAACCT GGAAAGGATCATTAACTGTGAATGATCGGTGATCCTGGACCGTATAAGC T GGGATCAGAAT GAGGGGT TATACACAACTCAA
R — 3 2 Y r—
IHF A2

AAACTGAACAACAGTTGTTCTTTGGATAACTACCGGTTCATCCAAGCTTCCTGACAGAGTTATCCACAGTAGATLGCA
p——

s A
~ 3

FIS A3 N R4
B Rogiones ricas en AT A Cajas R de union de DnaA Cajas | de unién de DnaA
B Union de IciA / IHF/FIS/RobMNS —  Sitios GATC

La unién de IHF a oriC ocasiona un incremento en la curvatura
del DNA, favoreciendo la iniciacién (Rice ef al., 1996). La metilacién
de las secuencias GATC mejora la unién de IHF y, por tanto, ayuda a
la iniciacién (Polaczek, 1998; Polaczek ef al, 1998). Fis actta
contrarrestando la accién de IHF. Extractos de Fis inhiben in vifro la
apertura de oriC por DnaA, siendo esta accién suprimida por la adicién
de IHF (Hiasa y Marians, 1994; Hwang ez a/., 1990). En la secuencia
minima de oriC se ha localizado entre las secuencias R3 y R4 un sitio
de unién de la girasa (Lother ez al., 1984) y se han purificado proteinas
de membrana que se unen especificamente a zonas dentro de oriC,
tanto a DNA de cadena sencilla como doble (Polaczek, 1998; Weigel y
Seitz, 2002). Que el

inicio de la replicacién tenga lugar
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especificamente en oriC estd garantizado por la accién de varias
proteinas auxiliares, entre las que se incluyen la RNasa HI, la
topoisomerasa I y la proteina HU (Bahloul ez a/., 2001; Mizushima ez
al., 1996; Ogawa et al., 1984). Se ha descrito también la existencia de
sitios de unién de las proteinas IciA, H-NS, ROB y Cnu/Hha (Fig. 3)
(Kim ez al., 2005b; Lu et al., 1994; Skarstad y Boye, 1993).

2.1.2. Mecanismos de iniciacion

La interaccién de la proteina DnaA con oriC define el comienzo
del inicio de la replicacién. Cuando la proteina DnaA estd localizada en
oriC forma homo-oligémeros que dan lugar a un gran complejo
nucleoproteico visible al microscopio electrénico (Funnell ez a/., 1987).
Este ensamblaje de la proteina DnaA facilita la apertura de la doble
hélice en la region de oriC rica en AT, y da lugar a cadenas sencillas de
DNA que son necesarias para que se cargue la helicasa y tenga lugar el
posterior ensamblaje de la maquinaria de replicacién (Brambhill y

Kornberg, 1988).

Durante la mayor parte del ciclo celular la proteina DnaA
permanece unida a los tres sitios de mds alta afinidad (R1, R2 y R4) y
s6lo interacciona con los sitios R de menor afinidad (R3 y R5) y con los
sitios I, que son especificas para el DnaA-ATP, cuando comienza la
iniciacién (Cassler ez al., 1995; McGarry ef al., 2004). La interaccién
de DnaA con la secuencia R3 a concentraciones saturantes, parece ser
la sefial que establece el inicio de la replicacién (Cassler ez al., 1995;
Keyamura ez al., 2007; Ryan ef al., 2002) produciéndose la transicién
del complejo inicial (complejos nicleo-proteicos DnaA-DNA en oriC)
al complejo abierto (Kaguni, 1997; Langer ez al, 1996; Skarstad y
Boye, 1994). El resultado es la desnaturalizacién de la zona rica en
A+T comenzando en el trecémero derecho, 13mero-R, y procediendo
hacia la izquierda (Krause y Messer, 1999; Messer, 2002). De forma
consecutiva, la proteina DnaA recluta a la helicasa DnaB hexamérica
asociada con la DnaC unida a ATP, como un complejo BsCs, y la une a
la regién de cadena sencilla del complejo abierto. La proteina DnaC
carga a la DnaB helicasa en el complejo abierto para promover la
apertura de la doble hélice y formar el complejo pre-replicativo (Fig.
4). Durante este proceso, el ATP es hidrolizado y la proteina DnaC es
liberada. En E.co/i, no parece existir ningin control en el estado de
complejo pre-replicativo y la transiciéon de la replicacién procede
inmediatamente tras cargarse las holoenzimas DNA polimerasas III
(Mclnerney e# al, 2007). Cuando los dNTP estin presentes, la

replicacion puede comenzar (Herrick y Sclavi, 2007).
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2.1.3. Regulacion del inicio de la replicacion
cromosomica

No se conoce qué determina que la replicacién se inicie en el
momento adecuado, y simultineamente en todos los origenes de las
células con solapamiento de rondas de replicacién, pero si se conocen
los mecanismos que controlan que no haya inicios fuera del control del
ciclo celular.

Los mecanismos implicados en el secuestro del origen aseguran
que los nuevos origenes de replicacién no estén temporalmente
disponibles para nuevas rondas de replicacién, mientras que los
mecanismos que influyen en el ajuste, autorregulacién e inactivacién de
la proteina DnaA limitan la disponibilidad y la actividad de la proteina
iniciadora de la replicacién cromosémica.

a) Secuestro del origen: unién de SeqA al DNA hemimetilado

Los 11 sitios GATC de los origenes recién replicados estin
metilados Gnicamente en una cadena y a estos origenes hemimetilados
se une la proteina SeqA que tiene alta afinidad por los sitios GATC
hemimetilados. Esta unién ayuda a secuestrar los nuevos origenes
replicados y a prevenir los reinicios (Lu ez al., 1994). Es destacable que
diversos sitios GATC en oriC coinciden con sitios de unién débil de la
proteina DnaA. De esta forma, la unién de SeqA produce un bloqueo
directo de la unién de la proteina DnaA al DNA, previniendo la
formacién del complejo inicial (Campbell y Kleckner, 1990; von
Freiesleben ez al., 2000).

El secuestro del origen no sdlo sirve para prevenir los reinicios
inmediatos, sino que ademds los prepara para la nueva ronda de
iniciacién. Durante este tiempo, la proteina DnaA estd solamente
disponible unida a los sitios de alta afinidad R1, R2 y R4 (Nievera ez
al., 2006).
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Posteriormente, la enzima Dam metiltransferasa se encarga de
la mutilacién de las secuencias GATC permitiendo nuevos inicios.

b) Regulacién de la actividad y expresién de la proteina DnaA

La actividad de la proteina DnaA es inactivada durante el
periodo de replicacién por un proceso conocido como RIDA
(Inactivacién Reguladora de la proteina DnaA) por el que la proteina
activa DnaA unida al ATP es convertida a la forma inactiva unida a
ADP por hidrélisis del ATP (Katayama ef al., 1998). La actividad
RIDA implica a dos proteinas: la proteina Hda relacionada con DnaA
(Kato y Katayama, 2001) y la B-clamp de la holoenzima DNA pol III
(codificada por el gen dnaN) (Katayama e al., 1998). Estas proteinas
forman un complejo incluso cuando B no esti cargada en el DNA
(Kawakami e al, 2006). Sin embargo, solamente cuando f estd
cargada la proteina Hda puede estimular la actividad ATPasa del
DnaA y promover su conversion a la forma inactiva Dna-ADP
(Su'etsugu ez al., 2004). Al final del proceso de iniciacién, la hidrélisis
de DnaA-ATP por RIDA se acelera porque se forman las nuevas
horquillas de replicacién y mds subunidades  se cargan en el DNA

(Fig. 5).

E.coli no parece regular la actividad de DnaA mediante la
degradacién de la proteina, sin embargo, ademds del RIDA existe un
segundo mecanismo para la reduccién de la actividad DnaA durante el
periodo posterior a la iniciacién. Este método utiliza el mecanismo “de
secuestro” para reducir la expresién del gen dnad. Durante la
replicacién, la regién del promotor del gen dnad, que es rica en sitios
GATC, es hemimetilada y secuestrada durante el mismo periodo que
el origen de replicacién. El secuestro del promotor del gen dnad
bloquea su transcripcién (Campbell y Kleckner, 1990). Como el gen
dnad estd cercano al origen, su secuestro coincide con el secuestro de
oriC, asi se evita la sintesis de nuevas proteinas DnaA durante el
periodo de secuestro del origen.
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2.2. Elongacién

Una vez formado el punto de replicacion, la progresién de la
horquilla de replicacién requiere la accién coordinada de cuatro

DnaB helicasa, SSB, DNA primasa y DNA

polimerasa III. La DnaB helicasa tiene su actividad de apertura de la

actividades bdsicas:

doble hélice delante de la DNA polimerasa III con la que interacciona
fisicamente a través de la subunidad T, lo que incrementa su velocidad
de accién en mis de diez veces (Kim ez a/, 1996). La proteina SSB es
necesaria para mantener unicatenarias las cadenas de DNA recién
abiertas (Krause y Messer, 1999), lugar donde actuardn las proteinas
replicativas. Una vez preparada la estructura del DNA, la DNA
polimerasa ITT replica cada una de las cadenas complementarias. Esta
forma un complejo proteico compuesto por diez péptidos que se asocian
en tres complejos fundamentales: el nucleo Pol III, la abrazadera
deslizante B y el complejo y, cargador de la abrazadera (Fig. 6)
(Johnson y O'Donnell, 2005; Kelman y O'Donnell, 1995; McHenry,
1988, 2003).
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El nicleo Pol III estd compuesto por tres subunidades distintas:
a, € y 6 (McHenry y Crow, 1979; McHenry, 2003; Studwell-Vaughan
y O'Donnell, 1993). La subunidad a, codificada por el gen dnaF, es la
que tiene la actividad DNA polimerasa 5’—3’ (Maki ez al., 1985); la
subunidad &, codificada por drnaQ, tiene actividad exonucleasa 3’—5’ y
corrige los errores cometidos durante la polimerizacién. La subunidad
0, codificada por Ao/E, no tiene una funcién bien conocida salvo una
ligera estimulacién de la subunidad & (Studwell y O'Donnell, 1990).
Ademds, la delecion del gen Ao/E no tiene graves consecuencias para la
célula (Slater efal., 1994).

La subunidad f es necesaria para que el nicleo de la polimerasa
sea una replicasa eficiente y procesiva. Esta subunidad es codificada
por dnaN'y forma una abrazadera en forma de anillo que une el nicleo
o al DNA (Kong ef al., 1992; LaDuca et al., 1986; Reems et al., 1995;
Stukenberg ez al., 1991; Yao et al., 2000)

El complejo y, cargador de la abrazadera, es un complejo
formado por cinco subunidades que se unen con una estequiometria
definida, Y3811y 1yl y que son codificadas por los genes dnaX (47,5
kDa), hold, holB, holC'y holD respectivamente (Jeruzalmi e al., 2001;
Pritchard ez al., 2000). E1 complejo y proporciona la energia necesaria
para unir la abrazadera § al DNA mediante la hidrdlisis de ATP. Una
vez que carga la subunidad P, se separa del DNA dejando a la
abrazadera ensamblada, que a su vez une al nicleo a con el DNA
(Hingorani y O'Donnell, 1998; Studwell-Vaughan y O'Donnell, 1993;
Stukenberg ez al, 1991; Turner et al, 1999). El cargador de la
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abrazadera asociado con la holoenzima contiene una forma diferente del
gen dnaX. La subunidad y se produce mediante un salto ribosémico del
marco de lectura del mRNA del gen drnaX que causa la terminacién
casi inmediata de la traduccién y produce una proteina de 47,5 kDa
(Flower y McHenry, 1986; Tsuchihashi y Kornberg, 1990). El
producto completo del gen dnaX es la subunidad © (71,1 kDa), que
contiene la secuencia Y mds un dominio C-terminal de 23,6kDa (tC).
Este péptido tC, de 23,6 kDa, consta de dos dominios, IV y V, que
unen la DnaB y el ntcleo de la Pol III a través de la subunidad a (Gao
y McHenry, 2001a, b). La regién tC no es necesaria para la carga de la
abrazadera pero si es esencial para la viabilidad celular (Blinkova e# a/.,
1993), debido probablemente a su capacidad para organizar a todo el
complejo proteico.

Debido a la estructura antiparalela de la molécula de DNA, la
elongacién de las nuevas cadenas de DNA encuentra una asimetria en
el punto de replicacién por el hecho de que la DNA polimerasa sélo
sintetiza en el sentido 5’—3’ (McHenry, 2003). Por tanto, una de las
cadenas, la directa, se puede sintetizar de forma continua, mientras
que la complementaria, la cadena inversa, ha de sintetizarse de forma
discontinua en fragmentos de unas 2 kb, denominados fragmentos de
Okazaki. Dado que la DNA polimerasa no puede iniciar la sintesis de
novo, la DNA primasa es requerida para sintetizar pequefias secuencias
de RNA de unos 10-12 nucleétidos (Zechner ez al., 1992a, b) que son
utilizadas como cebadores para iniciar cada fragmento de Okazaki.
Puesto que un nuevo fragmento de Okazaki ha de iniciarse cada pocos
segundos, para asegurar que a esta velocidad la DNA primasa tiene
pleno acceso a las cadenas abiertas, su asociacién con el punto de
replicacién se realiza por su unién a la helicasa DnaB unida a la cadena
de DNA molde de la cadena inversa (Tougu er al, 1994). La
replicacién de la cadena inversa a partir de este cebador la lleva a cabo
la DNA polimerasa III pero esta sintesis se detendrd al encontrarse con
el siguiente fragmento de Okazaki. La unién de los fragmentos de DNA
se lleva finalmente a cabo por la actividad reparadora de la DNA
polimerasa I, que elimina la secuencia de RNA y los fragmentos son

finalmente unidos por la DNA ligasa (Okazaki, 2002).

Para la sintesis de la cadena directa y de la cadena inversa se
necesitan al menos dos polimerasas, por lo que se cree que el replisoma
de E. coli contiene dos nicleos Pol III unidos a un cargador t12y188yy.
Este complejo se ensambla con un orden especifico y es denominado
Pol III# (o Pol III estrella) (Glover y McHenry, 2000; Onrust ef al.,
1995; Pritchard ef al., 2000). La subunidad f se asocia con la Pol III:
de un modo dependiente de ATP para formar la Holoenzima Pol III.
La asociacién de todas estas proteinas requeridas para la replicacién del

DNA se denomina replisoma (Baker y Bell, 1998).

Al ser el cromosoma de E. co/i circular, la molécula de DNA no
tiene libertad de giro a medida que la DnaB helicasa va abriendo la
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doble hélice. La separacién de las dos cadenas supondria un incremento
del superenrollamiento positivo segin avanza la replicacién, de tal
manera que no podria replicarse mds de un diez por ciento del
cromosoma. Esto hace necesaria la accién de las DNA topoisomerasas I
y II que mantienen la topologia adecuada de la molécula de DNA
durante la replicacién. La DNA topoisomerasa I, codificada por el gen
topA, elimina superhélices negativas y relaja la  estructura
superenrollada habitual del cromosoma bacteriano y, en mayor medida,
tras el punto de replicacién. La DNA topoisomerasa II o girasa,
compuesta por dos subunidades, GyrA y GyrB, introduce superhélices
negativas y elimina el superenrollamiento positivo que se genera
delante del punto de replicacién. La accién combinada de estas
topoisomerasas permite la elongacién de la replicacién (Nollmann ez al.,
2007). Se ha comprobado ademds que mutaciones en pd o gyrAB
detienen la replicacién y resultan letales, lo que indica la necesidad de
estas actividades durante la replicacién (Grompone e al., 2003).

2.3. Terminacion

El avance de la replicacién bidireccional sobre un cromosoma
circular determina que los dos puntos de replicacién deben terminar de
replicar el cromosoma bacteriano en el punto diametralmente opuesto
al inicio. En esta regién estin las secuencias terminadoras 7er donde se
une la proteina terminadora Tus (Bussiere y Bastia, 1999; Neylon ez
al., 2005; Sharma y Hill, 1992). Los lugares 7er son diez secuencias de
unas 20 pares de bases, localizadas desde el minuto 23 al 48 del mapa
genético y agrupados en dos regiones con 5 sitios cada uno. Cada grupo
tiene una determinada polaridad, es decir, detiene las horquillas de
replicacién que proceden en una orientacién respecto a oriC y no
supone ningin impedimento para las horquillas que avanzan con la
orientacién opuesta. Las horquillas de replicacién iniciadas en oriC
avanzan a un lado y otro hasta encontrarse en las regiones 7er. Los 5
sitios 7er que afectan a cada horquilla estdn situados en el lado opuesto
al del avance de la elongacién con lo que el complejo Tus-7er bloquea
la replicacion de una manera polar (Bussiere y Bastia, 1999; Sharma y
Hill, 1995). La inversién de regiones del dominio 7er tiene efectos
deletéreos, lo que evidencia la importancia de su polaridad (Guijo ez al.,
2001). Estos lugares 7er se han identificado también en plismidos y en
otras bacterias.

Durante muchos afios, y a falta de resultados concluyentes que
apuntasen en otra direccién, se propuso el modelo de barricada
(roadblock) para la accion de Tus. Segtn este modelo, la unién Tus-Zer
seria una barrera fisica e inespecifica contra la que chocaria el complejo
de replicacién deteniéndose asi la sintesis de DNA. Sin embargo, se ha
comprobado que este modelo no era correcto porque, entre otras cosas,
al cromosoma estdn unidas distintas proteinas, algunas de ellas con alta
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afinidad, y la horquilla de replicacién concluye la replicacién del
cromosoma hasta el término a pesar de encontrarse con estas uniones
DNA-proteina en su avance. Posteriormente se descubrié que el
complejo Tus-Ter detiene la replicacion dependiendo de su direccién a
través de una interaccién entre Tus y la helicasa DnaB a la que Tus
inhibe su actividad helicasa impidiendo que se abra la doble cadena de
DNA en las regiones Ter e interrumpiendo asi la replicacién (Mulugu
et al., 2001). Se ha comprobado que Tus no actda sobre cualquier tipo
de helicasa, sino que es especifica de las helicasas replicativas como
DnaB y de la RNA polimerasa y que, sin embargo, es incapaz de
afectar la actividad de la helicasa Il y de Rep. Por tanto, Tus-7er actda
como una barrera especifica (Bussiere y Bastia, 1999; Mulugu ez a/,

2001).

2.4. Segregacion de los cromosomas

Muchos estudios han demostrado que el cromosoma bacteriano
presenta una orientacién definida dentro de la célula y las diferentes
regiones se mueven durante el ciclo celular para organizar esta
orientacién (Niki ef al., 2000a; Niki ¢z al., 2000b), contradiciendo la
idea de que las bacterias son simples “bolsas” de proteinas y DNA con
una pequefia organizacién interna. Una vez terminada la replicacién,
los dos cromosomas tienen que segregarse para que las células hijas que
se originan tras la divisién posean una dotacién genética completa.

El proceso de la segregacion comprende dos fases: la separacion
fisica de los cromosomas recién replicados y la particién o movimiento
de los cromosomas a extremos opuestos de la célula.

La separacién de los cromosomas hermanos requiere que la
célula deshaga los circulos concatenados resultantes de la replicacién
del término, que son desenlazados por la topoisomerasa IV, y que
resuelvan los cromosomas dimeros producto de una recombinacién
homoéloga entre los cromosomas hermanos, ya que durante toda la
replicacién se tienen dos copias idénticas del DNA recién sintetizado
en una misma estructura, con lo que es probable un gran nimero de
recombinaciones homdlogas. Si el nimero final de recombinaciones es
impar el resultado serd un cromosoma circular dimérico, mientras que
si éste nimero fuese par puede dar como resultado dos cromosomas
encadenados. La segregacién cromosémica es un proceso altamente
eficaz (en una poblacién exponencial aparecen menos del 0,03% de
células anucleadas), por lo que antes de la segregacion han de resolverse
estos dimeros al menos con la misma eficacia (Niki ez a/., 2000Db).

Esto se consigue con una recombinacién especifica de sitio
catalizada por las proteinas codificadas por los genes xerC y xerD
(Blakely ez al., 1991; Blakely ez al., 1993; Colloms ez al., 1990), que
llevan a cabo una recombinacién en la secuencia dif localizada en el
término de la replicacién (Cornet e# al, 1996; Perals ez al, 2000;
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Recchia ef al., 1999; Steiner y Kuempel, 1998). Tanto los mutantes
carentes de proteina XerC como los Adif son deficientes en la
segregacion cromosomica (Blakely ez al, 1991; Kuempel e al., 1991;
Sciochetti ez al., 1999) y este fenotipo se puede suprimir inhibiendo la
recombinacién homdloga por una mutacién en recd (Perals et al., 2001 ).
La construccién de una bacteria con el cromosoma lineal, que no
presenta el problema de la dimerizacién o del encadenamiento
cromosémico causados por recombinaciones entre los cromosomas
hermanos durante la replicacién, hace que en esta estirpe la secuencia
dif sea prescindible (Cui ez a/., 2007). Esta observacién es consistente
con los datos de las secuencias de las bacterias que tienen, de forma
natural, un cromosoma lineal, que carecen de los genes homdlogos a

xerC'y xerD (lkeda et al., 2003).

Mientras en eucariotas existe una clara separacién temporal de
la replicacién cromosémica y la particién, en bacterias no se conoce con
exactitud cémo y cudndo se produce la segregacién cromosémica,
existiendo principalmente dos modelos para entender este proceso (Fig.
7). Uno de ellos propone que las regiones del cromosoma bacteriano,
empezando por el origen, parecen estar destinadas ripidamente a la
particién tras su duplicacién, mientras el resto del cromosoma espera a
replicarse , mientras que otros autores creen que la segregacién es un
proceso discontinuo similar a la segregacién cromosémica en eucariotas.
El primero de ellos propuesto inicialmente por Dingman (1974) se
basa en la idea de que la maquinaria de replicacién estd situada en las
posiciones centrales de la célula de forma estacionaria. E1 cromosoma
pasa a través de esta maquinaria y los diuplex hermanos recién
replicados son empujados en direcciones opuestas hacia los polos
celulares para formar dos nuevas masas cromosémicas. (Fig. 7.A). De
este modo, la segregacién ocurre concomitante con la replicacién y
avanza desde el origen hasta el término (Dingman e al., 1974; Gordon,
1997; Jensen y Shapiro, 1999; Lemon y Grossman, 2000, 2001;
Nielsen ez al., 2007;Niki ez al, 2000a) . Por otra parte, algunos
estudios de fluorescencia de hibridacién iz sifu muestran evidencias de
una cohesién extensiva de las regiones oriC hermanas mientras procede
la replicacion, aproximadamente hasta la mitad (Hiraga ez a/., 2000) o
hasta el tltimo periodo de la fase de replicacién (Sunako e a/., 2001).
Segin este modelo, el DNA es replicado de forma que origina una
estructura conjunta, en la que la mayoria de los loci del cromosoma
permanecen acoplados después de la replicacién (Fig. 7.B). De esta
manera, la segregacién ocurre como un proceso independiente, con todo
o la mayoria del cromosoma separindose de sus cromdtidas hermanas
en un proceso Unico y coordinado (Bates y Kleckner, 2005; Hiraga ez
al., 2000; Sunako ez al., 2001).

En el cromosoma bacteriano atn no se ha encontrado ninguna
secuencia que pueda ser utilizada como zona centromérica ni ningin
lugar de anclaje del cromosoma a alguna molécula requerida para el
movimiento cromosémico. Aunque la regién oriC se une de forma
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temporal a la membrana, es dudoso que esta unién pueda tener un

papel esencial en la particién de los cromosomas ya que los plismidos

con oriC se mantienen de forma muy inestable y se pierden con

facilidad en una poblacién bacteriana en crecimiento activo. Sin

embargo, trabajos recientes parecen indicar que es la propia

hiperestructura de replicacién la que actia a modo de centrémero o

maquinaria de segregacién y particién del cromosoma (Riola ez al,

2007).
oriC
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FIGURA 7. Modelos de
particion o) migracion

cromosémica en E.coli.

(A) Modelo de captura-extrusion.
Después que la regiéon del origen es
replicada, los dos origenes hermanos se
alejan del centro donde se localiza el
replisoma y se sitGan en las posiciones Y4

y % de la célula.

(B) Modelo de cohesién de origenes.
Una vez que las regiones del origen es

replicada, los dos origenes hermanos se

mantienen unidos durante algin tiempo

mientras transcurre la replicacion.

En la representacién de ambos modelos
se ha asumido que los replisomas forman

fébricas replicativas
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3 .MOVIMIENTO DEL REPLISOMA DURANTE
LA REPLICACION CROMOSOMICA

El inicio de la replicacién genera dos puntos de replicacién por
origen (Kornberg, 1991). La explicacién de c6émo los replisomas de
cada punto de replicacién se mueven desde el origen hasta el término
ha ido variando a lo largo del tiempo y atin es una incégnita sin resolver.

Antes de 1983, el modelo dominante de la replicacién se
basaba en la idea de que las polimerasas de la cadena directa e inversa
se alejaban una de la otra debido a la naturaleza antiparalela de la
doble hélice de DNA. Resultaba dificil entender cémo estas
polimerasas podrian estar coordinadas para sintetizar ambas cadenas al
mismo tiempo. Alberts y colaboradores (1983) sugirieron una elegante
solucién para este problema, el modelo del trombén. Segin este
modelo, una cadena de DNA se enlaza, a modo de bobina, de forma
que las dos polimerasas estén unidas formando un replisoma junto a las
otras proteinas auxiliares. Posteriormente se confirmé que las
polimerasas hermanas estaban fisicamente unidas (Fradkin y Kornberg,
1992) y que no sdlo colocalizaban sino que ademds estaban
coordinadas, ya que se observé que bloqueando la replicacién de la
cadena directa se detenia el replisoma entero (Higuchi ez al., 2003;

Pages y Fuchs, 2003).

Actualmente, la cuestiéon que se plantea sobre la replicacién del
DNA in vivo concierne al movimiento de los replisomas de los dos
puntos de replicacién hermanos: ¢estin los replisomas fijos en una
posicién de la célula y es el DNA molde el que se mueve a través de
esta maquinaria o son estas estructuras las que se mueven a lo largo del
DNA molde? Digman (1974) fue el primero en proponer el modelo de
las fabricas de replicacién en el que los replisomas estaban unidos y fijos
en la célula. En este modelo, contrario al modelo de trenes sobre vias
en que los replisomas derecho e izquierdo se alejan uno del otro hasta
llegar al término (Fig. 8A), los replisomas estin  posicionados
estacionariamente en el centro de la célula, desde donde replican
ambas mitades del cromosoma (Lemon y Grossman, 2000) (Fig. 8C).
Este modelo se basa en la premisa de que los puntos de replicacién
estin unidos a la membrana celular (Ryter y Jacob, 1966) y esta unién
podria proporcionar un anclaje desde el que se puede generar suficiente
torsién para tirar del cromosoma hacia adentro y de las regiones
replicadas hacia fuera. Este modelo recibié poca atencién hasta que se
pudieron observar los puntos de replicacién al microscopio y se detecté
un numero de focos que era menor que el nimero de puntos de
replicacién en diferentes especies bacterianas (Lemon y Grossman,
1998). Aunque en un principio se propuso que el DNA estaba unido a
la maquinaria de replicacién, con el DNA recién replicado siendo
expulsado en direcciones opuestas (Lemon y Grossman, 2000), mds
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tarde esta idea fue modificada al comprobarse que los replisomas no
estaban anclados a ninguna estructura (Berkmen y Grossman, 2006).

Este modelo de organizacién de la replicacién da algunas
ventajas a la célula. Por una parte, la disposicién de los cromosomas
hermanos en orientaciones opuestas deberia facilitar la particién del
cromosoma (Lau ez al., 2003; Lemon y Grossman, 2001). Por otro lado,
los dNTPs y proteinas como SSB y f-clamp pueden ser concentradas
en un unico sitio, lo que mejoraria la velocidad y eficiencia de la
replicacién. Ademds el acceso de las proteinas de reparacién puede
llegar a ser mds ficil si la replicacién ocurre en un lugar Gnico.

En resumen, la organizacién del aparato de replicacién en una
unidad que contenga a las dos horquillas de replicacién originadas en el
mismo inicio sigue siendo aun controvertida. Se han propuesto
diferentes modelos que difieren, principalmente, en el tiempo que los
replisomas permanecen cohesivos. Uno de ellos sugiere que las
horquillas estin acopladas muy poco tiempo y después se separan (Fig.
8.B) (Bates y Kleckner, 2005; Brendler e# a/., 2000); otro propone que
s6lo estdn acopladas durante el primer tercio de la replicacién (Fig.
8.B) (Adachi er al., 2008; Hiraga et al, 1998; Sunako ez al., 2001);
existe otro que sugiere la presencia de una fibrica de replicacién
estacionaria, formada por una pareja de horquillas, durante la
replicacién de todo el cromosoma (Fig. 8.C) (Lemon y Grossman,
1998); y, un ultimo modelo, que modifica el anterior proponiendo que,
en cultivos con solapamiento de rondas de replicacién, la fibrica de
replicacién contiene cuatro horquillas en el inicio, lo que implicaria
cohesién de los origenes, y después las parejas de horquillas se mueven
en direcciones opuestas (Molina y Skarstad, 2004)).

Los ultimos resultados apoyan la idea de que las interacciones
que mantienen unidas a las horquillas son mis dindmicas que estdticas
(Migocki ez al., 2004) y que el movimiento de los replisomas en
replicaciones con multiples horquillas de replicacién puede ser
fundamentalmente diferente en células creciendo en diferentes
condiciones de crecimiento (Adachi ez a/., 2008; Molina y Skarstad,
2004; Molina ez al., 2008).
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FIGURA 8. Modelos de organizacién
de la replicacién del DNA en E.coli
(modificado de Hiraga, 2000).

(A) Modelo delos trenes sobre vias.
Los dos replisomas son independientes y se
mueven a lo largo del DNA molde.

(B) Modelo de las fdbricas replicativas
moviles.

Los dos replisomas estin colocalizados
unicamente durante una parte del periodo de
replicacién y después se alejan de direcciones
opuestas de la célula, hacia las posiciones % y % de
la misma forma que migran los grupos de SeqA.

B C
oriC oriC
Agrupamlento de SeqA
— unido a DNA S
& hemimetilado é
Migracidn bipolar de

14— —> 34 IS 14— —> 3

(C) Modelo de las fibricas replicativas fijas.
Los dos replisomas estin colocalizados y

relativamente estacionarios, formando una fibrica

desde donde se replican ambas cadenas del DNA.

Migracién bipolar y disociacidn

0

cuadrados amarillos hacen referencia a la Division celular Division celular

Las lineas y masas azules representan cadenas
de DNA recién replicadas hemimetiladas. Las

OO0 -

lineas y masas rosas representan cadenas de DNA
hermanas completamente metiladas. Los circulos y
los tridngulos negros representan los sitios 07 C'y zer,
respectivamente (se asume el modelo de cohesién

O

de los origenes para simplificar el esquema). Los

maquinaria de replicacién.
En el esquema se asume la migracién polar de
los agrupamientos de Seq-DNA

4. RIBONUCLEOSIDODIFOSFATO REDUCTASA

La ribonucleésidodifosfato reductasa (RNR) es la tnica enzima
requerida para la biosintesis de los desoxirribonucleétidos, los
precursores directos del DNA en todos los organismos, con contadas
excepciones que usan una ribonucledsidotrifosfato reductasa. La
funcién de dicha enzima fue necesaria para la aparicién del DNA en la
evolucién ya que se encarga de sintetizar los  cuatro
desoxirribonucleétidos  mediante  reduccién  directa de  los
correspondientes ribonucledtidos bifosfato (Stubbe ez al, 2001). Por
tanto, la proteina RNR es esencial para la sintesis de DNA vy,
consecuentemente, para la supervivencia de todos los organismos vivos

(Kolberg ez al., 2004).
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4.1. Estructura y clases

Se han descrito tres clases principales de reductasas,
clasificadas segin el generador del radical para su actividad catalitica
(Eklund ef al., 2001; Jordan y Reichard, 1998; Nordlund y Reichard,
2006; Reichard, 1993):

* Clase I: son enzimas dependientes de oxigeno con un radical libre de
tirosilo. Estdn presentes en pricticamente todos los organismos
eucaridticos, desde levaduras y algas hasta plantas y animales, y en la
mayoria de los procariontes y virus. La clase I estd dividida en dos
subclases, Ia y Ib, basadas en la homologia de sus secuencias y otros
comportamientos de regulacién alostérica. Las RNRs de la clase Ia son
enzimas tetraméricas (a2p2) (Fig. 9). El sitio activo de unién al
sustrato estd localizado en el homodimero mayor a2, llamado R1 en la
clase Ia y R1E en la clase Ib. E1 homodimero pequefio 2 contiene un
sitio de unién para dos dtomos de hierro en cada cadena polipeptidica y

se llama R2 en la clase Ia y R2F en la clase Ib (Kolberg ez al., 2004).

* Clase II: no dependen del oxigeno y estin confinadas a bacterias,
archaeas y unos pocos eucariontes unicelulares. Tienen una estructura
simple (o 0 a veces 02 ) (Panagou ez al, 1972; Tsai y Hogenkamp,
1980). Generan el radical a partir de adenosilcobalamina.

* Clase III: son enzimas sensibles a oxigeno y estin presentes en
organismos anaerébicos. Son heterotetrameros a2f32 similares a los de la
clase I (Ollagnier e al., 1996). El polipéptido a, codificado por el gen
nrdD, contiene un radical glicilo sensible a oxigeno (Sun ez al., 1996).
El polipéptido B, codificado por el gen nrdG, contiene un grupo hierro-
azufre que, junto con S-adenosilmetionina, puede generar el radical

glicilo (Ollagnier ez al., 1996).
La Clase I (Fig. 9) ha sido la mis estudiada ya que fue la

primera que se descubrié y con la que se han llevado a cabo la mayoria
de los trabajos (Ekberg ez al., 2003; Eklund ez al., 2001; Fontecave e#
al., 1992; Nordlund y Eklund, 1993). E. c/i contiene los genes que
codifican tres clases de RNR, las clases Ia, Ib y III. La clase Ia esta
formada por dos proteinas homodiméricas, R1 (a2), codificada por el
alelo nrdAd, y R2 (p2), codificada por el alelo nrdB (Fontecave et al.,
1992). El operén de la clase Ib consta de cuatro genes, nrdE y nrdF
codifican las subunidades o y B, nrdH codifica una proteina de
alrededor de 9 KDa que actia como donador de electrones especifico, y
nrdl codifica una proteina de 15 KDa cuya funcién permanece
desconocida. La RNR Ia y la RNR Ib tienen una identidad de
secuencia limitada pero comparten muchas propiedades cataliticas
(Jordan ez al., 1994). Ambas requieren oxigeno para la generacién del
radical tirosilo estabilizado por un centro de hierro que transfiere el
radical a una cisteina en el centro activo de NrdA o NrdE.
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FIGURA 9. Esquema de la
enzima RNR (propuesto por
Thelander y Reichard, 1979).

Se muestran los sitios de regulacién de la
especificidad de sustrato y de actividad.
El centro catalitico de la enzima se sittia
entre R1 y R2 con los grupos sulfidrilos y
los radicales tirosilos y su conexién a los
dtomos de hierro.
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Especificidad de sustrato
(ATP, dATP, dTTP, dGTP)

Actividad (ATP, dATP)

SH
HO SH

El crecimiento aerébico de E. co/i depende de la RNR Ia
(Jordan ef al., 1996) y es la proteina que ha sido analizada en este
trabajo. La clase aerébica Ib no es esencial para el crecimiento, se
expresa pobremente en condiciones normales y no puede realizar el
papel de la clase Ia a menos que sea sobrexpresada (Jordan e# al,
1994). Monje-Casas y colaboradores han sugerido que el papel
fisiolégico de la clase Ib es principalmente el de la respuesta a los dafios
causados en el DNA por el estrés oxidativo (Monje-Casas ez al., 2001).

El crecimiento de E. co/i en condiciones anaerdbicas requiere
una RNR de clase III funcional (Garriga ez al, 1996). Cuando se
cambia de condiciones aerdbicas a microaerofilicas o anaerdbicas, la
expresién de nrdAB es reprimida y se induce la de nrdDG. NrdAB
puede permitir el crecimiento en ausencia de NrdDG cuando existen
trazas de oxigeno, pero las células crecen pobremente, tienen una
morfologia anormal y exhiben una acusada filamentacién. Sin embargo,
bajo condiciones anaerdbicas estrictas, el crecimiento depende de una

NrdDG funcional (Torrents ez al., 2000).

4.2. Actividad y control alostérico

La actividad de la RNR es un proceso quimicamente complejo
y requiere la participacién de un radical orginico libre que es
almacenado por la enzima hasta su utilizacién (Reichard y Ehrenberg,
1983). La RNR estd formada por dos componentes, uno que genera el
radical y otro con la actividad reductasa. El generador del radical no es
el mismo para todas las RNR, mientras que el componente reductasa si
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es muy similar en todas ellas.

En el polipéptido a es donde se lleva a cabo la actividad
enzimdtica y donde se suceden las interacciones alostéricas.
Dependiendo de la configuracién alostérica, uno de los cuatro
ribonucledtidos se une al centro catalitico (Nordlund y Reichard, 2006;
Reichard, 1993, 1997). Ademis, la reaccién enzimitica requiere un
donador de electrones externo. Estos donadores son pequefias proteinas
(tioredoxinas y glutaredoxinas) con actividad redox (Holmgren vy

Bjornstedt, 1995; Nordlund y Reichard, 2006).

La unién de uno de los sustratos al sitio activo de la enzima
reducida marca el comienzo de la transferencia del radical desde el
residuo de tirosina, unido a los dos 4tomos de hierro oxidados en R2,
hasta el centro activo en R1. El radical se transfiere a R1, a una
cisteina que toma el hidrégeno del carbono 3’ de la ribosa del sustrato,
pasando el radical a dicho sustrato. Del carbono 2’ se libera el grupo
OH queddndose asi con el radical y protonado. Entonces aparecen
otras dos cisteinas del sitio activo cuandos grupos tioles reducen el
carbono 2’ de la ribosa gracias al potencial redox de los dos residuos que
quedan unidos por puentes disulfuro. Finalmente el dtomo de
hidrégeno de la primera cisteina vuelve al carbono 3’ y el sustrato pasa
a ser producto reducido (Eklund ez a/, 2001; Nordlund y Reichard,
2006; Yee et al., 2003). El reductor final del sistema es el NADPH
que pasa sus electrones a las cisteinas que habian quedado oxidadas y
unidas por puentes disulfuro. La enzima queda de este modo preparada
para la entrada de un nuevo sustrato (Eklund ez a/., 2001; Nordlund y
Reichard, 2006).

4.3. Regulacién de la actividad de la RNR

La fina regulacién de la actividad de la RNR y el tamafio
limitado del pool de nucledtidos reflejan dos hechos importantes: i) un
pool mal equilibrado resulta en alteraciones de la replicacién y
mutaciones (Gon ez al., 2006; Kim ez al., 2005a; Stubbe, 2000), y ii) la
velocidad de la horquilla de replicacién depende, entre otras cosas, de
la cantidad de RNR activa (Kim ez a/., 2005a; Manwaring y Fuchs,
1979). Asi, el control de la actividad de la RNR juega un importante
papel no sélo en la regulacién de la cinética de la replicacién sino
también en el mantenimiento de la integridad del genoma. Para
satisfacer los requerimientos de la actividad de la DNA polimerasa se
tienen que producir los cuatro desoxirribonucleétidos. Asi, la enzima
tiene en la subunidad R1 dos sitios de control alostérico, uno de
especificidad de sustrato y otro de actividad (Fig. 9); la unién de un
desoxirribonucleétido trifosfato concreto hace que el sitio catalitico se
adapte para la reduccién de un sustrato especifico (Brown y Reichard,
1969). La unién de ATP al sitio alostérico de actividad aumenta la
actividad enzimdtica mientras que la unién de dATP la inhibe
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(Reichard, 1993).

4.4. Regulacién de la expresiéon génica de la RNR

La expresiéon de nrddAB y el ciclo de replicacién estin
coordinados a través de un mecanismo de retroalimentacién (Hanke y
Fuchs, 1983). La transcripcién del operén nrdAB (Fig. 10) coincide
con el inicio de la replicacién (Jacobson y Fuchs, 1998; Sun y Fuchs,
1992, 1994). La inhibicién de la replicacién, induce el incremento de
la sintesis de RNR (Jacobson y Fuchs, 1998). Asi, los factores que
regulan la iniciacién bajo condiciones normales y en condiciones de

estrés parecen estar comunicados con los factores que regulan la
expresién de nrdAB (Herrick y Sclavi, 2007).

FIGURA 10. Promotor del ger

nrdAB (modificado de Herrick y 300 +50
Sclavi, 2006). I—Gﬂmﬂ [ AT—oo—AYEsEs ¢ Sl é ) I

IciA [ciA

La proteina iniciadora DnaA interactda con el promotor de
nrdAB. Varios autores proponen que esta interaccién posee un efecto
positivo sobre la expresion de nrdAB (Augustin e al., 1994; Jacobson y
Fuchs, 1998). Sin embargo, recientemente Gon y colaboradores han
propuesto un papel regulador negativo de DnaA-ATP sobre la
expresion de nrdAB (Gon et al., 2006). Segiin Herrick y Sclavi, estas
diferentes observaciones podrian ser reconciliadas si el modo de
regulacién de nrdAB por DnaA fuera dependiente de los niveles
celulares de DnaA-ATP. En este papel dual, bajos niveles de DnaA-
ATP activarian la expresién de nrddB mientras niveles altos la

reprimirian (Fig. 11) (Herrick y Sclavi, 2007).

Por otra parte, existen otros factores que influyen en la
expresién de nrdAB (Fig. 10). Se ha descrito que tanto FIS como IciA
regulan positivamente la expresion de nrddB (Augustin et al., 1994;
Han ez al., 1998), y se han encontrado posibles sitios de unién a IHF en
las secuencias aguas arriba del promotor.
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Recientemente se ha identificado un nuevo regulador de la
transcripcién de los genes de la RNR, la proteina NrdR (Borovok ez
al., 2004; Rodionov y Gelfand, 2005). Torrents y colaboradores han
demostrado que, aunque NrdR se une a los promotores de los genes
de las tres RNR presentes en E. cofi, la represién que ejerce sobre
nrd4AB es mucho menor que la que ejerce sobre nrdHIEF (Torrents et
al., 2000), lo que parece indicar que este factor estd mas implicado
en la regulacién de la expresiéon de la RNR de clase IIb que en el
control de la transcripcién de nrdAB a lo largo del ciclo.

5 « HIPERESTRUCTURA DE REPLICACION

Actualmente se dedica un gran esfuerzo al estudio de las
conexiones entre los constituyentes de la célula, como revela la
aparicién de términos como transcriptoma, proteoma, metaboloma e,
incluso, interactoma. A lo largo de las ultimas décadas se ha revelado la
existencia de un nivel estructural de gran importancia en bacterias.
Este avance en nuestro conocimiento ha generado la propuesta de un
nivel de organizacién intermedio entre los complejos de proteinas y la
célula. Este es el nivel de las hiperestructuras (Norris ez al., 1999). Una
hiperestructura es un nivel superior a lo que se conoce como un
“ensamblaje supramolecular”, una “maquinaria molecular” o incluso un
(Hartwell ez al, 1999).

hiperestructuras ensamblajes

esta las

de

macromoléculas que interaccionan unas con otras y que determinan el

“médulo” Segtn hipétesis,

son temporales moléculas y
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FIGURA 11. Modelo para
explicar la relacién entre la
sintesis  de dANTP y la
replicacién del DNA mediada
por el factor de iniciacién
DnaA.

La proteina DnaA recién sintetizada
estdi en la forma unida a ATP, que
supone que estd activa para iniciar la
replicacién. Ademds la DnaA-ATP es
un represor transcripcional de los genes
dnad y nrdAB. Al final del inicio de la
replicacién, la DnaA-ATP se hidroliza a
DnaA-ADP

dependiente

de una manera
de la subunidad B. La
fraccién de la proteina DnaA en la célula
que estd en la forma unida a ADP

La DnaA-ADP

reprime débilmente la transcripcién del

aumenta. proteina
operén nrdAB, que dirigc a2 un aumento
de la sintesis de dN'TP, permitiendo que
La

proteina DnaA-ADP ademds reprime

la  elongacién pueda empezar.
débilmente el gen dnad provocando la
sintesis de nueva proteina DnaA. Si la
replicacién del DNA es lenta o no
ocurre, las células experimentan un
retraso entre las sucesivas rondas de
replicacién. Durante esta demora, la
proteina DnaA unida a ATP se acumula
en la célula, mientras el RIDA no estd
funcionando debido a la ausencia de las
subunidad B-clamps cargadas en el
DNA. La unién de la proteina DnaA-
ATP a las cajas DnaA del

promotor nrdAB
represién fuerte de la transcripcién de

unida

dC pro\'oc;ln una

nrdAB y una disminucién de la sintesis

de RNR.
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fenotipo de la célula. En este sentido, la hiperestructura determinan los
puntos de control que ocurren durante el ciclo celular para que los
distintos eventos tengan lugar en el sitio, tiempo y orden correctos

(Norris et al., 2007).

El inicio de la replicacién es un proceso que requiere la
interaccion de muchas proteinas, membrana y oriC. El resultado es la
formacién de una hiperestructura de iniciacién que contiene diferentes
tipos de proteinas, moléculas y la regién cromosémica de oriC. Ademis,
la participacién de la membrana en la iniciacién de la replicacién es
una cuestion antigua (Firshein, 1989) y se ha especulado que esta
hiperestructura de iniciacién puede contener cardiolipinas ya que la
transformacion de DnaA-ADP en DnaA-ATP in witro requiere
fosfolipidos 4dcidos en una bicapa fluida (Boeneman y Crooke, 2005;
Castuma ef al, 1993; Li et al, 2005). La formacién de una
hiperestructura de iniciacién conlleva la unién de muchas copias de la
proteina DnaA a sus secuencias reconocidas en oriC, la unién de las
proteinas DnaB helicasa y DnaC y el reclutamiento del resto de la
maquinaria  enzimditica. Este proceso es dependiente del
superenrollamiento, de la unién de las proteinas Fis y IHF a los sitios
de reconocimiento y de la unién menos especifica de las proteinas HU y
H-NS (Bahloul ez al., 2001; Dame ez al., 2005; Ryan ez al., 2002; Ryan
etal., 2004).

La replicacién requiere el suministro de los cuatro
desoxirribonucleétidos (ANTPs) en una cantidad estimada de unos
1.600 nucleétidos por segundo por punto de replicacién. A pesar de
esta elevada tasa, en la célula sélo existen nucleétidos para permitir
medio minuto de sintesis de DNA (Werner, 1971). De forma
adicional, la DNA polimerasa III tiene una Ky elevada, con lo que se
necesita tener unos niveles de dNTPs muy altos en los sitios de
replicacién para poder funcionar a su maxima velocidad (Mathews,
1976; Mathews y Sinha, 1982). En otras palabras, los dNTPs no
pueden llegar al lugar donde van a ser utilizados a la velocidad a la que
se necesitan simplemente por un proceso de difusién (Ji y Mathews,
1991). Por tanto, no es sorprendente que se haya sugerido, tanto en
eucariontes como en procariontes, la presencia de un complejo de
sintesis de dNTP asociado de alguna manera al replisoma, que
permitirfa la canalizacién y compartimentacién de los precursores justo
en el lugar donde son requeridos (Ji y Mathews, 1991; Kim ez a/,
2005a; Mathews, 1976; Mathews y Sinha, 1982; Shen ez al., 2006).
Los estudios realizados por nuestro grupo, utilizando un mutante de E.
coli que produce una RNR termolabil, demostraron que in vivo esta
enzima debe estar protegida de la inactivacién térmica por su inclusién
en alguna estructura de orden superior y que su alteracién repercute en
una merma de la procesividad del complejo de replicacién, aportando
las primeras pruebas de la existencia de la hiperestructura de
replicacién en E. coli (Guarino et al., 2007a; Guzmén ef al., 2002) y
que en esta hiperestructura deben estar asociadas las funciones de
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segregacioén y particion cromosémica (Riola ez al., 2007).

La estructura y funcionamiento de la maquinaria de replicacién
se explica actualmente por la formacién de una hiperestructura
dindmica, constituida por una o mds hiperestructuras de replicacién
(Norris ef al., 2007), y serfan estas mismas interacciones dindmicas y
libiles las que mantendrian unidas temporalmente a las horquillas de
replicacién dependiendo de la tasa de crecimiento y del nimero de
estructuras presentes en una célula. La imagen de una hiperestructura
dindmica que depende de su actividad estd de acuerdo con el
ensamblaje y desensamblaje que sucede en la hiperestructura en
algunas situaciones, por ejemplo, cuando la horquilla de replicacién se
encuentra con distintas barreras que provocan la parada de la
replicacién antes de que la horquilla llegue al término (Guarino e# a/.,
2007b), o cuando la horquilla de replicacién encuentra un dafio en el
DNA o proteinas unidas al DNA que bloquean la replicacién y fuerzan
una reanudacién mediante el reensamblaje de la maquinaria de
replicacién con la ayuda de enzimas de recombinacién (Cadman y
McGlynn, 2004; Courcelle y Hanawalt, 2003) o cuando el aporte de
nucledtidos es limitado (Molina y Skarstad, 2004).

La formacién de una hiperestructura basada en la proteina
SeqA es uno de los principales mecanismos que previenen los multiples
reinicios en E.co/i. Un oriC recién replicado permanece hemimetilado de
forma temporal. SeqA se une preferentemente a sitios GATC
hemimetilados para secuestrar éstas y otras regiones y prevenir reinicios
multiples. Existen 19.130 secuencias GATC en el cromosoma de E.
coli que flanquean genes implicados en la replicacién, en la reparacién y
en la estructura del DNA, asi como en oriC. Estos genes incluyen dnad,
dnaC, dnak, gyrd, topA, hepA, lhr, parE, mukB, recB, recD y uvrA, asi
como los genes implicados en la sintesis de precursores del DNA,
nrdAB, purd, purF, purL, pyrD y pyrI (Norris ez al., 2000). Este hecho
ha generado la idea de la existencia de una hiperestructura de
secuestro/replicacién que englobaria no sélo a las proteinas y moléculas
necesarias para la replicacién del DNA, sino también a las enzimas
encargadas de sintetizar y suministrar los precursores del DNA (Norris
et al., 2000; Norris et al., 2007). En este modelo, la dindmica de la
hiperestructura de secuestro definiria el periodo durante el que oriC
esti protegido de nuevos inicios. La diferenciacién entre
hiperestructura de replicacién e hiperestructura de secuestro
probablemente corresponde al momento en el que oriC vuelve a estar
disponible para la iniciacién. Una posible explicacién para esto es la
produccién continua de nuevas secuencias GATC metiladas vy
hemimetiladas controladas por SeqA y por Dam, que debilitarian la
hiperestructura de secuestro. En el caso de cultivos sincronizados para
la replicacién cromosémica, hay evidencias de que los foci de SeqA
cambian en su composicién cuando la replicacién tiene lugar (Yamazoe
et al., 2005). Otra posibilidad complementaria estaria relacionada con
la existencia de una maquinaria de segregacién que podria ayudar a
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separar los origenes y la hiperestructura de secuestro. Se han observado
interacciones funcionales entre proteinas que forman parte de la
hiperestructura de replicaciéon (DnaX, SeqA, RNR) con proteinas de la
segregacion y decatenacién (topoisomerasa 1V y FtsK) (Kang ez al,
2003; Riola e# al., 2007; Weiss, 2004) lo que sugiere la formacién de
una hiperestructura superior que comprenderia a todas las funciones de
replicacion, sintesis de nucleétidos, segregacién y particién.

La presencia de la enzima RNR en la hiperestructura de
replicacién implica que su localizacién subcelular estaria concentrada
en puntos discretos cercanos a los puntos de replicacién y en nimero
igual o similar al de las otras proteinas de la maquinaria de replicacion.
Algunos autores han sugerido recientemente que esta proteina no se
encuentra concentrada en puntos concretos que puedan verse como
focos por inmunofluorescencia, sino que estd dispersa en la célula y no
deberia aceptarse, por tanto, su asociacién con la maquinaria de
replicacién (den Blaauwen ez al., 2006; Watt ez al., 2007).

El objetivo principal de este trabajo ha sido la localizacion
subcelular de la RNR para comprobar si aparecen focos discretos que
pudieran explicar una concentracién puntual y, si estos focos pudiesen
verse, estudiar su nimero y posicién relativos a las proteinas de la
replicacion.
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Las estirpes bacterianas usadas en este trabajo son derivadas de

Escherichia coli K-12 y se recogen en la tabla 1.

ESTIRPE
BACTERIANA

GENOTIPO

ORIGEN TABLA 1. Estirpes de
E. cli K-12 empleadas

en este trabajo.

MG1652dnaC2

CM735

CMT927

CMT931

CMT932

CMT933

CMT934

CMT935

CMTI36

dnaC2 thr:Tnl0

metE46 trp3 hist thil galK2 lacY1
mtll ara9 tsx3 tonl rps8 supFE44 I-

CM735/pKD46

CMT927 nrdB::3xFLAG

CMT927 dnaB::HA

CMT927 dnaX::HA

CMT931 dnaC2 thr::Tnl0

CMT932
nrdB::3xFLAG/pKD46

CMT933 nrdB::3xFLAG
/pKD46

Materiales

Dr. Morigen

Dra. Kirsten
Skarstad

Transformacién de
CM735 con
pKD46
Tranformacién de
CM931 con la
secuencia 3xFLAG
Tranformacién de
CM931 con la

secuencia HA

Tranformacién de
CM931 con la
secuencia HA
Transduccién de
dnaC2
thr:Tn10 de
MG1655dnaC2
aCMT931
Transduccién de
3XFLAG

de CMT931

a CMT932
Transduccién de
3XFLAG

de CMT931

a CMT933
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Transduccién de
dnaC2
CMT937 CMT932 dnaC2 thr::Tnl0 thrzTn10 de
MG1655dnaC2
a CMT932
Transduccién de
dnaC2
CMT938 CMT933 dnaC2 thr::Tnl0 thrzTn10 de
MG1655dnaC2
a CMT933
Transduccién de
dnaC2
CMT939 CMT935 dnaC2 thr::Tnl0 thrzTn10 de
MG1655dnaC2
a CMT935
Transduccién de
dnaC2
CMT940 CMT936 dnaC2 thr::Tnl0 thrzTn10 de
MG1655dnaC2
a CMT936
Dra. Kirsten
EBO193 CM735 AseqA Skarstad

JK607 181018 nrdA+ )ﬁZL::TnS Este laboratorio

nrdA101 thyA arg his thi mald Lr Este laboratorio

Js1018 rpsL mtl xyl su

Transduccién de

B 3XFLAG

aJS1018

Para facilitar la lectura de este trabajo, al nombrar las distintas
estirpes se especificardn en cursiva los genes en los que cada estirpe
presenta mutaciones relevantes. Los genes nombrados en cada caso
presentan las mutaciones sefialadas en la tabla 1.

2. FAGOS

El fago P1wir fue obtenido de este laboratorio. Como es incapaz
de lisogenizar a la bacteria huésped se emplea frecuentemente para
realizar transduccién generalizada. Permite la construccién de estirpes
y cartografiar genes que se encuentren a menos de 2 minutos en el
cromosoma.
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3. PLASMIDOS

3.1. pKD46

El plismido pKD46 (Fig. 12) es un plismido de bajo nimero
de copias con un tamafio de 6,329 Kpb (Datsenko y Wanner, 2000;
Uzzau et al., 2001). Posee un replicén sensible a la temperatura, que
permite su cura de las cepas transformantes a 42 °C. Tiene clonado el
sistema A Red bajo el control de un promotor inducible por arabinosa
(ParaB), que permite prevenir recombinacién en condiciones de no
induccién. El sistema Red incluye tres genes: y, f y exo cuyos
productos son Gam, Bet y Exo, respectivamente. Gam inhibe la
exonucleasa V del complejo de recombinacién RecBCD del
hospedador, de forma que Bet y Exo puedan acceder a los extremos del
DNA para promover la recombinacién. Este pldsmido es resistencia al

antibiético Ampicilina (100 pg/ml).

La adicién de arabinosa permite la induccién de los genes
clonados a continuacién del promotor ParaB. La concentracién final de
arabinosa utilizada en este trabajo para inducirlo fue de 1 mM.

j S
b FIGURA 12. Esquema
1 4 representativo del pldsmido
W
ParaB "‘«\ "‘*\ p KD4 6 .
repA101ts ||
pKD46 i "

6329 bp I

3.2. pSUBII

El pSUB11 (Fig. 13) es un plismido derivado de pKD4
(Datsenko y Wanner, 2000; Uzzau ez al, 2001) que contiene la
secuencia completa del péptido sintético FLAG (DYKDDDDK)
repetidas 3 veces, denominada 3xFLAG. A continuacién de dicha
secuencia presenta una resistencia al antibiético kanamicina flanqueada
por sitios heteroespecificos de recombinacién FRT (poseen 48 pb de
longitud, constituidos por dos repeticiones invertidas de 13 pb
separadas por una espaciador de 8 pb y una tercera secuencia de 13 pb,
y es el sitio de reconocimiento de la enzima FLP recombinasa) (Baer y
Bode, 2001). Esta puede ser eliminada utilizando el plismido pCP20
(mis detalle en el apartado 3.4).
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FIGURA 13. Esquema ' \

representativo del pldsmido \

pSUB11 con la secuencia

RéKoriV

completa del epitopo \‘
3xFLAG. PSUB11 ‘

\

\ FRT FRT
N KmR

-

3XFLAG

3.3. pSU314

Este plismido es un derivado de pKD314 (Fig. 14) (Datsenko
y Wanner, 2000; Uzzau ef al., 2001) que tiene clonado la secuencia de
un péptido de la proteina hemaglutinina influenza humana
(YPYDVPDYA). Ademis de esta secuencia, presenta una resistencia a
cloranfenicol flanqueada por sitios FRT. Dicha resistencia también
puede ser eliminada utilizando el plismido pCP20 (mds detalle en el
apartado 3.4).

FIGURA 14. Esquema \

representativo del plasmido \\\‘
pSU314 con la secuencia Refonv
completa del epitopo HA pSU314

(proteina hemaglutinina
influenza humana).

\ \\
A\ HA
\ FRT FRT

N . CmR
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3.4. pCP20
El plismido pCP20 (Fig. 15) es un plismido resistente a

ampicilina y a cloranfenicol, construido por Cherepanov (Cherepanov y
Wackernagel, 1995). Este plismido muestra una replicacién
termosensible y contiene un gen que codifica la enzima FLP
recombinasa bajo el control de un promotor inducible por temperatura
(Figura 15). Esta enzima permite la eliminacién de genes de
resistencias cuando estan flanqueados por sitios FRT.

— FIGURA 15. Esquema

'/ \ representativo del plasmido
el pCP20.

repA101ts

[
‘ | pCP20
|

\ AmpR

3.5. pPS2
El plismido pPS2 (Fig. 16) es el plismido pBR322 que

contiene clonado el operén entero de los genes nrdd y nrdB que
codifican la proteina ribonucledsidodifosfato reductasa aerébica de E.
coli (Platz y Sjoberg, 1980). Presenta resistencia a Ampicilina y a
Tetraciclina y tiene un tamafio de 16,081 Kpb.

: FIGURA 16. Esquema
ori \ representativo del plasmido
"/ \ pPS2.

PnrdAB

‘ pPS2
| 16081 bp
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4. PRODUCTOS QUIMICOS

Todos los productos quimicos utilizados, salvo aquellos en los
que se indica su procedencia, fueron suministrados por la compafiia
Sigma Chemical. Las sales y los azucares, que se obtuvieron de
Panreac.

4.1. Antibiéticos

Ampicilina (Ap). Preparada a 100 mg/ml en agua y conservada a —20°C.
Se utilizé a 100 pg/ml.

Cefalexina (Cfx). Preparada a 10 mg/ml en agua en el momento de su
uso. Se utilizé a 50 pg/ml.

Cloranfenicol (Cm). Preparado a 5 mg/ml en etanol:agua (1:1) y
conservada a —20°C. Se utilizé a 5 pg/ml en placa y a 200 pg/ml en
medio liquido.

Kanamicina (Km). Preparada a 25 mg/ml en agua y conservada a —

20°C. Se utilizé a 25 pg/ml.

Rifampicina (Rif). Preparada a 25 mg/ml en metanol en el momento de
su uso. Se utilizé a 150 pg/ml.

Tetraciclina (Tt). Preparada a 10 mg/ml en etanol:agua (1:1) vy
conservada a —20°C. Se utilizé a 10 pg/ml.

4.2. 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
solucion de etanol:agua (7:3). Se utilizé6 a una concentracién de 1
nCi/ml para experimentos de seguimiento de la sintesis de DNA. Fue
suministrada por ICN Radiochemicals.

4.3. Soluciones y tampones

4.3.1. Aislamiento y purificacion de DNA cromosomico y
plasmidico

Mezcda de fenol. Se preparé mezclando fenol:cloroformo:isoamil alcohol
en la proporcién 25:24:1 y 50 mg/100ml de 8-hidroxiquinoleina. Esta
mezcla se equilibré apH 7,8-8,0 afiadiendo Tris HC1 1 M (pH 8,0)
hasta alcanzar el pH deseado en la fase acuosa tras agitar y permitir la

separacién de la fase orginica y acuosa. Esta solucién se conservé en la
oscuridad a 4°C.

Solucion EDTA-Tritén-Lisozima. EDTA 100 mM (pH 8,0), Tritén
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0,1% (v/v) y Lisozima 2 mg/ml (afiadida inmediatamente antes de
usar) en agua destilada.

Solucion PEG-NaCl. PEG 8.000 20% (p/v) y NaCl 1 M en tampén
TE.

Solucion Tris-sacarosa. Tris HC1 50 mM (pH 8,0) y sacarosa 25% (p/v)
en agua destilada.

Tampén HTE. Tris HC1 50 mM (pH 8,0) y EDTA 20 mM (pH 8,0)
en agua destilada.

Tampén TE. Tris HC1 10 mM (pH 8,0) y EDTA 1 mM (pH 8,0) en
agua destilada.

Tampén TES. Tris HCl 50 mM (pH 8,0), EDTA 5 mM (pH 8,0) y
NaCl 50 mM en agua destilada.

4.3.2. Electroforesis de DNA
Solucion BBF (X6). Azul de bromofenol 0,25% (p/v) y sacarosa 40%
(p/v) en agua destilada. Conservada a 4°C.

Solucion bromuro de etidio. Bromuro de etidio a 5 mg/ml en TES. Se
almacené en oscuridad a 4°C.

Tampén Tris-Acetato (TAE). Tris HCl 4 mM y EDTA 1 mM en agua
destilada ajustando el pH a 8,0.

4.3.3. Electroforesis de proteinas

Gel de empaquetamiento. 1,4 ml de agua destilada, 0,33 ml de la mezcla
de archilamida 30%, 0,25 ml de Tris 1 M (pH 6,8), 0,02 ml de SDS
10%, 0,02 ml de APS 10%, 2 ul de TEMED (BioRad).

Gel de separacion. 2,7 ml de agua destilada, 1 ml de la mezcla de
acrilamida 30%, 1,3 ml de Tris 1,5 M (pH 8,8), 0,05 ml de SDS 10%,

0,05 ml de APS 10%, 4 ul de TEMED.

Mezcla de acrilamida 30%. 29,2 g de acrilamida, 0,8 g de bis-acrilamida y
agua destilada hasta 100 ml.

Tampon de migracion 10X. 12 g de Tris, 57,6 g de glicina, 4 g de SDSy
agua destilada hasta 400 ml.

Tampén de carga. 1 ml de Tris 1 M (pH 6,8), 1,6 ml de SDS 10%, 5 mg
de azul de bromofenol, 1,2 ml de glicerol, 0,4 ml de agua destilada, 0,2
ml de 2-mercaptoetanol.

4.3.4. Western blot

Solucion de bloqueo-hibridacion. Tampén PBS-Tween y leche en polvo al
10%.
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Solucion de tincion de proteinas en la membrana. Rojo Ponceau 0,5% (p/v)
en 4cido acético al 1%.

Tampon de transferencia 1X. 100 ml de tampén de transferencia 10X,
200 ml de metanol y 700 ml de agua destilada.

Tampon de transferencia 10X. 30 g de Tris, 142,5 g de glicina y agua
destilada hasta un litro.

Tampin PBS-Tween. NaCl 140 mM, KCl 2 mM, Na,HPO4 8 mM,
KH,PO,4 1,5 mM y Tween 0,2%.

4.3.5. Medida de la sintesis de DNA in vivo
Mezcla de Centelleo. Se disolvieron 4 g de PPO y 100 mg de POPOP, en

este orden, en 1.000 ml de tolueno en oscuridad y a 4°C, condiciones
en las que se almacend.

Uridina. Se preparé a 150 mM en agua estéril y se utilizé a 150 uM en
los cultivos de estirpes que no eran Thy™ para poder medir la sintesis de

DNA in vivo.

4.3.6. Manipulaciéon in vivo de bacterias y fagos

Tampén M9 (TM9). Se preparé mezclando 100 ml de la solucién salina
M9, 10 ml de una solucién de CaCl, 0,01 M, 10 ml de MgSO4 0,1 M
y 880 ml de agua destilada, esterilizadas por separado y mezcladas en
el momento de su utilizacion.

La solucién salina M9 se preparé disolviendo 60 g de HNa;PO4 , 30 g
de HbKPO,, 5 gde NaCl y 10 gr de NH4Cl, en este orden, en un
volumen final de agua destilada de 1.000 ml. Se ajusté su pH a 7,2 y se

esterilizé.

Tampin MC. Se preparé mezclando MgSO4 100 mM y CaCl, 5 mM en

agua estéril.

4.3.7. Citometria de flujo

Solucion de fijacion de bacterias. Se empleé etanol al 70%. 1500 ul de
muestra fueron lavadas y resuspendidas en buffer TE y después
suspendidas en etanol al 70%.

Soluciones de lavados. Bufter fosfato 0,1 M a pH 9,0 y buffer fosfato
salino 0,02 M a pH 7,5

Solucion de tincion. Se prepar6 una soluciéon de Isotiocianato
Fluoresceina (FITC, Sigma-Aldrich) en el buffer fosfato 0,1 M a pH
9,0. La solucién se pasé a través de filtros de 0,22 pm de didmetro de
poro poro y las células se tifieron durante 16 horas a 4°C. . E1 DNA fue
tefiido durante 1 hora en 3 pg/ml de Hoechst 33258 en buffer fosfato
salino 0,02 M.
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4.3.8. Microscopia optica de contraste de fase y fluorescencia

PBST. Se prepar6 afiadiendo 7 ml de una solucién 5M NaCl, 125 pl 4
M KCl, 20 ml 0,1 M Na;HPO4 150 ul 1 M KH,PO4 y 2.5 ml 5 %
Tween y hasta 250 ml de agua estéril para obtener unas
concentraciones finales 140 mM NaCl, 2 mM KCI, 8 mM Na;HPOyu,
1.5 mM KH,POy4 y 0.05 % Tween.

Solucion de lisozima. Se preparé afiadiendo 160 pl 25 mg/ ml de
lisozima, 50 pul 1 M Tris-HCL, 90 pl 1.1 M (20%) glucose y 40 ul 0.5
M EDTA vy hasta 2 ml de agua estéril, para conseguir unas
concentraciones finales de 2 mg/ ml lysozyme, 25 mM Tris-HCI (pH
8.0), 50 mM glucose y 10 mM EDTA.

Medio de montaje con Hoechst. La solucién que sirvié de soporte para las
preparaciones microscépicas en el portaobjetos constaba de 5 pg/ ml
Hoechst 33258 en 0,02 M PBS al 40 % de glycerol. Previamente el
portaobjetos habia sido tratado con polylisina a 10 mg/ml. E1 Hoechst
33258 es un fluoréforo que se une especificamente al DNA.

Medio de montaje con DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol). Se preparé a
una concentracién de 50 mg/ml en agua destilada estéril. Se usé

afiadiendo 10 pl de la solucién a cada ml de glicerol al 40 %.

4.3.9. Inmunoprecipitacion de cromatina- chip de DNA (ChIP-
chip)

TBS. Se preparé 1000 ml, disolviendo 8 g de NaCl, 0,2 gde KCly 3 ¢
Tris-HI en agua estéril. Se ajusté el pH a 7,4.

Buffer de lisis. Se preparé 500 ml a 10 mM Tris pH 8,0, 20% de
sacarosa, 50 mM de NaCl y 10 mM de EDTA. Antes de usar se

afiadié lisozima a una concentracién de 20 mg/ml.

Buffer de immunoprecipitacién (IP). Se preparé 2 soluciones de 1000
ml a 50 mM HEPES-KOH, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1% Tritén X-100, 0,1 % Na deoxicolato, 0,1% SDS para cada solucién
de 1000ml.

Buffer IP + sal. Se preparé 500 ml. Este buffer es el mismo que el buffer
IP pero con 500 mM de NaCl.

Buffer de lavado. Se preparé 500 ml a 10 mM Tris pH 8,0, 250 mM
LiCl, 1mM EDTA, 0,5% Nonidet P-40 y 0,5% Na deoxicolato.

Buffer de elucién. Se preparé 500 ml a 50 mM Tris pH 7,5, 10 mM
EDTA y 10% SDS.

PMSF(Phenylmethylsulfonyl fluoride). Se prepar6 a 100 mg/ml en

metanol y se conservé a -20 °C. Suministrada por Sigma Chemical Co.
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5. MEDIOS DE CRECIMIENTO

3.1. Medios de crecimiento para bacterias

Medio Minimo M9. Se preparé afiadiendo 100 ml de la solucién
salina M9, 10 ml de una solucién de CaCl, 0,01 M, 10 ml de MgSO4
0,1M, 10 ml de una solucién de los aminodcidos requeridos por la
estirpe a 2 mg/ml (histidina y arginina para JS1018 y derivadas), 10 ml
de una solucién de tiamina a 0,2 mg/ml y 2,5 ml de timidina a 2
mg/ml (a menos que se indique una concentracién final distinta) a
847,5 ml de agua destilada que contenian 4 g de glucosa. Todas las
soluciones se esterilizan previamente por separado. Este medio se
enriquecié con una solucién de caseina hidrolizada (casaminodcidos)
hasta una concentraciéon del 0,1% (p/v) final. Los resultados
presentados en esta memoria, a menos que se indique otra cosa, se
obtuvieron con cultivos crecidos en medio minimo con glucosa como
fuente de energia suplementado con casaaminodcidos al una
concentracion del 0,29%.

Este medio se utilizé para el crecimiento de las estirpes
bacterianas tanto en liquido como en placa. Para solidificar le medio se
afiadi6 20 g de agar (Panreac) a 860 ml de agua destilada que
contenian 4 g de glucosa antes de esterilizar, para luego afiadir los
demis componentes del medio previamente esterilizados.

Medio rico Luria-Bertani (LB). Se disolvieron 10 g de bactotriptona
(Oxoid), 5 g de extracto de levadura (Oxoid) y 10 g de NaCl en 1.000
ml de agua destilada, el pH de la solucion se ajusté entre 7,2y 7,4 y se
autoclavé. En algunas ocasiones este medio era suplementado con
timidina 5 pg/ml y con glucosa 0,1% (en este caso se le llamé LBTG).
Para realizar transformaciones con el plismido pKD46, se afiadié a este
medio arabinosa a una concentracién de 1 mM.

Medio sélido rico Nutrient-Broth con timidina (NAT). Se disolvieron 8 g de
caldo nutritivo Nutrient-Broth y 20 g de agar en 1.000 ml de agua
destilada y se esteriliz6 en el autoclave. Posteriormente se afiadieron 5

ng/ml de TdR estéril.

5.2. Medios de crecimiento para el fago P1

Agar de cobertera. 6 g de agar se afiadieron a 1.000 ml de LB y una vez
estéril se adicioné CaCl2 y glucosa hasta una concentracién final de 2,5
mM y 0,1%I, respectivamente.

LA10. Se preparé afiadiendo 10 g de agar a 1.000 ml de LB. Después
de su esterilizacién se afiadié CaCly a una concentracion final de 5 mM
y glucosa 0,1% final. Se utiliz6 para aumentar el titulo de las
suspensiones del fago y para titular éstas.
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6. ENZIMAS

DNA Polimerasa Tag. Suministrada a una concentracién de 5 U/ml,
junto a su tampén de dilucién que contenia MgCly concentrado 10
veces. Suministrada por Bioron.

Lisozima. Se utiliz6 en soluciones recién preparadas a 2 mg/ml, que se
mantuvieron a 0°C hasta su uso. Se obtuvo de Sigma Chemical Co.

Pronasa. Se preparé a 20 mg/ml en Tris HC1 10 mM (pH 7,5), y NaCl
10 mM. Se incubé durante 60 minutos a 37°C para eliminar por
autodigestién la posible contaminacién con DNasas y RNasas. La
solucién se conservé a —20°C. Suministrada por Sigma Chemical Co.

Proteinasa K. Se preparé a 1 mg/ml de en TEE. Fue suministrada por
Sigma Chemical Co.

RNasa II-A pancredtica. Se preparé a 2 mg/ml en Tris HC1 10 mM (pH
7,5). Se incub6 10 minutos a 90°C para eliminar las posibles DNAsas.
La solucién se conservé a —20°C. Suministrada por Sigma Chemical

Co.

7 . ANTICUERPOS

Anti-3xFLAG-Cy3. Suministrado por Sigma-Aldrich. Es un anticuerpo
monoclonal procedente de ratén. Se usé a una dilucién 1/1000 para
inmunofluorescencia y 1/3000 para Western Blot. Se conservé a -20°C.

Anti-3xFLAG. Suministrado por Sigma-Aldrich. Es un anticuerpo
monoclonal procedente de ratén. Se usaron 2 pl a una concentracién de

1pg/ml para ChIP-on-chip. Se conservé a -20°C.

Anti-IgG de conejo. Suministrado por Pierce. Es una Ig policlonal
procedente de cabra conjugada con la enzima peroxidasa. Se usé
también con una dilucién 1/3.000.

Anti-IgG de raton. Suministrado por Pierce. Es una Ig policlonal
procedente de cabra conjugada con la enzima peroxidasa. Se usé
también con una dilucién 1/3.000.

Anti-HA. Suministrado por Sigma Aldrich. Es un anticuerpo
monoclonal producido en ratén (clone HA-7). Se us6 a una dilucién
1/100 para inmunofluorescencia y 1/1000 para Western Blot. Se
conservé a -20°C.

Anti-Seqd. Suministrado por la Dra. Kirsten Skarstad. Es un
anticuerpo monoclonal procedente de conejo. Se usé como anticuerpo
una solucién tratada con extracto celular a una dilucién 1/200.

Anti-conejo FITC. Suministrado por Sigma Aldrich. Es una Ig policlonal
procedente de oveja. Se utiliz6 para inmunofluorescencia a una
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dilucién 1/200.

Anti-raton Alexa 488 (color verde). Es un anticuerpo policlonal
producido en cabra. Se utilizé para inmunofluorescencia a una dilucién
1/200. Suministrado por Molecular Probes.

Anti-conejo Alexa 594(color rojo). Es un anticuerpo policlonal producido
en cabra. Se utilizé para inmunofluorescencia a una dilucién 1/200.
Suministrado por Molecular Probes.

8. OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucledtidos usados como cebadores para las reacciones
de PCR previas al etiquetado de los genes, asi como los cebadores
utilizados para comprobar su correcta insercién aparecen en la tabla 2.

TABLA 2. Oligonucleétidos

empleados, objetivo  del

cebador y producto de PCR. NOMBRE SECUENCIA (5> 3) OBJETIVO

El] llt‘gl‘itll \ L‘Ul\'-l\'Ll Llp.ll'C'L't'll 1115 GAAGTGGACACCGACGATTTGAGTAACTT

secuencias homdloga a los plasmidos nrdBFlagF CAAA

pSUB11ypSU314. CCAGCTCGACTA CACCATCACGG Etiquetar gen con

nrdBFla: ¢R TCAAATTTTTCCAATCGCCACTAATTGTTC FLAG

CATGCACAT CATATGAATATCCTCCTTAG

finnrdBE, \ccarrecareartcarer

Comprobar insercién
finnrdBR p
TCTCGATTTCAATATCGCCTTT

dnaBHAF  CGCTTCGACAACTATGCGGGGCCGCAGTA
na CGACGACGAATICTATCCGTATGATGTICC Ed
tiquetar gen con

dnaBHAR GTGTTCCTTGATAAGTGTTTGCTTTAATT HA

ACCTAATATATGAATATCCTCCTTAG

findnaBF, \ccaraceecreacerrra

Comprobar insercién
TAAAACGCCTCAGCCTGTTC
findnaBR

dnaXHAF GCGGAGCTGGATGAAGAAAGTATCCGCC

CCATTTICTATCCGTATGATGTTCC Etiquetar gen con

dnaXHAR GGTTTCTCTCTCAATCACGTTAAGGATGA HA

CGAACGTATATGAATATCCTCCTTAG

findnaXF CACAGCAAAAACTGGCTGAA
Comprobar insercién
findnaXR CACCAGGTCTTCCAGCATCT

Todos los cebadores fueron suministrados por StabVida en
estado liofilizado. Una vez diluidos a una concentracién 100 uM se
conservaron a -20°C
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1. CRECIMIENTO DE ESTIRPES

Al inocular una colonia bacteriana en un medio liquido apto
para su crecimiento no todas las células comienzan a estar
fisiolégicamente activas a la vez. Para lograr que las células de un
cultivo alcanzaran la fase de crecimiento optimo para desarrollar los
experimentos, se inocularon 2 ml de medio con una colonia de la
estirpe con la que se iba a trabajar. El cultivo se crecié durante una
noche en un bafio de agitacién orbital a la temperatura y en el medio
apropiado, de forma que se consiguieran cultivos turbios pero en fase
estacionaria avanzada. Los cultivos en fase exponencial se obtuvieron
por dilucién del cultivo nocturno en medio fresco, en la proporcién
adecuada para cada tipo de experimento, e incubdndolos con agitacién
a la temperatura deseada.

El crecimiento en masa de un cultivo liquido para calcular el
tiempo de generacién se determiné por aumento de la absorbencia en
un espectrofotémetro Spectronic 20 Génesis. Cuando las células se
cultivaron en medio minimo se determiné la absorbencia a 450 nm
mientras que cuando se empleé medio minimo con casaminoacidos, la
medicién se hizo a 550 nm y a 600 nm si era medio rico, de este modo
se corrige la absorcién del propio medio a longitudes de onda inferiores.
Para realizar las mediciones se utilizaron tubos de 1 cm de paso de luz.
El volumen utilizado para realizar la medida se devolvié al cultivo de
donde se tomd. La representacién en una escala semilogaritmica de las
densidades 6pticas obtenidas en las distintas mediciones frente al
tiempo de cada medicién permite obtener el tiempo de generacién, T,
de ese cultivo. Este valor viene dado por el tiempo que tarda en
duplicarse la densidad 6ptica, que es equivalente al tiempo que tarda
en duplicarse la masa del cultivo.

El crecimiento en medio sélido fue requerido en distintas
situaciones experimentales, para la seleccién de nuevas estirpes,
obtencién de clones y durante la comprobacién y conservacién de las
estirpes en uso. Las estirpes se sembraron mediante extension, por
agotamiento o haciendo uso de un palillo estéril sobre el medio sélido
en placas Petri adecuado para cada fin y se incubaron en estufas a la
temperatura requerida, en posicién invertida.

1.1. Cambios en las condiciones de crecimiento

Todos los cambios de las condiciones de crecimiento se
realizaron con todo el material que se iba a utilizar precalentado a la
temperatura de incubacién para que el cultivo no sufriera cambios
bruscos de temperatura.

El tratamiento con rifampicina, 150 pg/ml, y/o cefalexina, 50
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ng/ml, asi como los cambios de temperatura de 30°C a 42°C, se realizé
afiadiendo el antibiético o cambidndolo a un bafio con la temperatura
requerida, a cultivos creciendo exponencialmente cuando éste
alcanzaba aproximadamente 0,15 unidades de absorbencia.

2. CONSERVACION DE LAS ESTIRPES
BACTERIANAS

La conservacién de las estirpes durante largos periodos de
tiempo se llevé a cabo por congelacién a —80°C de un cultivo liquido en
glicerol al 40%. Este procedimiento permite que la estirpe permanezca
viable durante mas de 5 afios.

Para la conservacién de las 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 en placas
Petri con el medio sdlido adecuado a 4°C. Las estirpes que iban a ser
utilizadas durante cada etapa del trabajo se obtuvieron por extensién
de 10 a 20 pl del volumen conservado a —80°C sobre una placa de
medio sélido. A partir de esta primera extensién se obtuvieron colonias
aisladas a las que se les comprobaron sus caracteristicas genéticas
especificas. Mediante siembra por agotamiento de una colonia
comprobada y correcta, se aislaron las colonias con las que se trabajé.
Las estirpes fueron traspasadas a placas con medio fresco cada dos
semanas para impedir que las células alcanzaran un estado estacionario
avanzado, con el consiguiente cambio fisiolégico, alteracién de la
viabilidad y tasa de mutacién.

3 . AISLAMIENTO DE DNA

3.1. Aislamiento de DNA cromosomico

Para aislar el DNA cromosémico se usé un procedimiento que
resulta muy satisfactorio con E. co/i y con varios otros tipos de bacterias
Gram negativas (Mahafly y Zyskind, 1989). Se centrifugaron 1,2 ml de
un cultivo denso de las bacterias a 7.000 g durante 1 minuto y el
sedimento se resuspendié en 310 pl de HTE. A la suspensién celular se
adicionaron 350 pl de N-lauroil-sarcosina al 2% en HTE y se mezcl6
bien mediante la inversién del tubo. Posteriormente se afiadieron 5 ul
de RNasaA preparada a 10 mg/ml y se incubé a 37°C durante 15
minutos. Transcurrido este tiempo se afiadieron 17,5 pl de Pronasa y se
dejé actuar de 30 a 90 minutos a 50°C hasta que la lisis fue completa.
A continuacién se agité fuertemente el lisado durante 2 minutos para

fragmentar el DNA.
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3.2. Aislamiento de DNA plasmidico

Para aislar el DNA plasmidico se obtuvo un cultivo denso a
partir de una colonia de la estirpe portadora del plismido en medio rico
LB con timidina y con el antibidtico apropiado a 30°C o 37°C. Se
centrifugaron 1,5 ml del cultivo en tubos eppendorf a 7.000 g durante
1 minuto y se eliminé el medio por aspiracién dejando seco el
sedimento bacteriano. Las células se resuspendieron en 300 pl de Tris-
sacarosa (apartado 4.3.1.de Materiales) y se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Pasado este tiempo se adicionaron 300 pl
de una solucién de EDTA-Triton-Lisozima (apartado 4.3.1. de
Materiales), se invirtié el tubo suavemente varias veces y se incubd
durante 10 minutos a temperatura ambiente y otros 10 minutos a
70°C. El lisado obtenido se centrifugé a 7.000 g durante 30 minutos.
El sedimento con restos celulares se eliminé con un palillo de dientes
estéril y se procedié a la concentracién del DNA de la solucién.

4. PURIFICACION Y CONCENTRACION DE
DNA

4.1. Purificacion de DNA mediante extracciones
con fenol/cloroformo

Tras el tratamiento de lisados celulares con enzimas
proteoliticas, la eliminacién de las proteinas de una solucién de acidos
nucleicos se realizé por el procedimiento de extraccién de la solucién
acuosa con una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico vy,
posteriormente, con cloroformo:alcohol isoamilico para eliminar los
residuos de fenol de la preparacién. A la solucién de dcidos nucleicos se
afiadi6 un volumen igual de la mezcla de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico; los componentes se mezclaron por agitacién mecdnica fuerte
durante un minuto hasta formar una emulsién que se mantuvo a 0°C
durante 15 minutos. Las fases acuosa y orginica se separaron por
centrifugacién a 7.000 g durante 5 minutos a 4°C y se recuperd la fase
acuosa. Estos pasos se repitieron hasta que las proteinas no eran visibles
en la zona de la interfase (un minimo de dos veces). A la solucién
acuosa final obtenida se afiadié el mismo volumen de cloroformo:alcohol
isoamilico, se mezclaron y se separaron las fases por centrifugacién y
finalmente se recuperé la fase acuosa que contenia los dcidos nucleicos
en solucién.

4.2. Concentracion de DNA mediante
precipitacion

Para concentrar soluciones de DNA se procedié normalmente a
su precipitacién con etanol o isopropanol. Para ello, a la solucién de
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DNA se anadié acetato sédico (pH 5,2) a una concentracién final 0,3
M, se mezclé y se anadié un volumen de isopropanol igual al de la
solucién o el doble de su volumen de etanol y de nuevo se mezclé bien
la solucién. Se mantuvo a -80°C de 30 a 60 minutos para facilitar la
precipitacién y el DNA se recuper6 centrifugando a 13.000 g durante
30 minutos a 4°C y eliminando el sobrenadante. El precipitado se lavé
con etanol al 70% y de nuevo se centrifugé en la mismas condiciones
para recuperar el DNA. Se eliminé el sobrenadante y del sedimento se
eliminaron los restos de etanol secindolo al vacio en un Concentrador

Centrivap de LABCONCO 78100-01. E1 DNA precipitado y seco se

resuspendié en el volumen deseado de TE.

En el caso del aislamiento de DNA plasmidico, previamente a
la purificacién con fenol:cloroformo y precipitacién con etanol se
procedi6 a la concentracion del DNA plasmidico mediante
precipitacién con polietilenglicol (PEG). A la solucién de DNA se
afiadié un volumen igual de una solucién de PEG-NaCl y se incubé a
temperatura ambiente durante 20 minutos, tras los cuales se centrifugé
a 13.000 g por 3 minutos, eliminando el sobrenadante en su totalidad.
Seguidamente el sedimento se disolvié en el volumen deseado de TE
con RNasa II-A a 40 pg/ml y se incubé 10 minutos a 37°C. La solucién
final de DNA se conservé a 4°C. Este método es mds rdpido que la
precipitacién con etanol o isopropanol, pero si se requiere una extrema
pureza del DNA y se ha usado previamente este método de
concentracién durante el protocolo de aislamiento, es aconsejable
eliminar el PEG mediante la extraccién con fenol/cloroformo y
posterior precipitacién con etanol o isopropanol.

4.3. Obtencion de fragmentos de DNA a partir de
geles de agarosa

Para la extraccion y purificacién de fragmentos de DNA a
partir de geles de agarosa se utilizé6 el Kit GeneClean II (MP
Biomedicals) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
rendimientos obtenidos rondaron el 50%.

5. ELECTROFORESIS DE DNA

La separacién e identificacion de fragmentos de DNA se llevé a
cabo mediante electroforesis en geles de agarosa. La concentracién de
agarosa empleada fue de 0,8% (p/v). Las electroforesis se realizaron
aplicando una intensidad de corriente constante, para evitar el
sobrecalentamiento del tampén de electroforesis, que dependié del
grado de resolucién que se pretendia obtener.

Para la preparacién del gel y como tampén de electroforesis se
utiliz6 Tris—acetato 1X (TAE) (apartado 4.3.2 de Materiales). Las
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electroforesis se realizaron en presencia del colorante fluorescente
bromuro de etidio a una concentracién de 0,5 pg/ml incorporado en el
gel, que, aunque reduce la movilidad del DNA, permite su
visualizacién durante y al final de la electroforesis tras la iluminacién
del gel con luz ultravioleta de onda corta. Las muestras cargadas en el
gel se mezclaron previamente con solucién BBFX1 (apartado 4.3.2 de
Materiales). Esta solucién confiere color e incrementa la densidad de la
muestra facilitindose la entrada en los pocillos del gel. A la vez, debido
a que el colorante de esta solucién azu/ de bromofenol migra hacia el
dnodo en un campo eléctrico y aproximadamente al mismo nivel que un
fragmento de DNA lineal de doble cadena de 300 pares de bases, nos
permite inferir el recorrido de las muestras durante la electroforesis.
Por ultimo, las electroforesis se llevaron a cabo a temperatura
ambiente.

6. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE DNA
MEDIANTE DENSITOMETRIA DE GELES

La cuantificacién de la concentracion de DNA se realizé
estimando la intensidad de la fluorescencia emitida por el bromuro de
etidio. Este compuesto se intercala entre los pares de bases del DNA y
al ser iluminado con luz ultravioleta emite una fluorescencia anaranjada
en el visible cuya intensidad es proporcional a la cantidad de DNA.
Para ello se procedi6 a la digitalizaciéon de la imagen de geles
iluminados en un sistema de documentacién de geles GDS5000 de
UVP y se realizé la densitometria de las bandas de DNA por ordenador
utilizando el programa Quantity One de la firma Photodyne.

7 « WESTERN BLOT
E1 Western Blot (Burnette, 1981; Towbin ef al., 1979) es un

método para la deteccién de proteinas en una muestra de un tejido
homogeneizado o extracto celular. Las proteinas separadas
electroforéticamente son transferidas del gel a una membrana . Para
determinar la presencia de una proteina la membrana con las proteinas
se trata con un anticuerpo, usualmente sin marcar, que reconoce
especificamente un epitopo antigénico en la proteina unida a la
membrana. Este anticuerpo es detectado por la unién de algin reactivo
inmunolégico secundario, como una anti-inmunoglobulina, marcado.
Esta técnica es muy util en la deteccién y cuantificacion de proteinas
especificas no marcadas en una mezcla compleja de proteinas. Ademds,
como la separacion en electroforesis de las proteinas se lleva a cabo,
normalmente, en condiciones desnaturalizantes, se eliminan los
problemas de solubilizacién, agregacién y coprecipitacién de la proteina
diana con otras proteinas adventicias. El western blot es un método
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originado en los laboratorios de George Stark en Stanford. El nombre
de "western blot" fue dado a la técnica por W. Neal Burnette
(Burnette, 1981) en base a "Southern blot", técnica para la deteccién
de DNA desarrollada con anterioridad por Edwin Southern. La
deteccién de RNA es denominada Northern blotting.

7.1. Obtencion de extractos celulares

Para la obtencién de los extractos proteicos se centrifugaron 20
ml de cultivos de la estirpe deseada tras el tratamiento oportuno, y el
sedimento de células fue resuspendido en una solucién de lisozima en
PBS (0,4 mg/ml) cuyo volumen varié dependiendo del tamafio del
sedimento. Esta suspensién se mantuvo 30 minutos en hielo y después
fue sonicada 4 veces durante 30 segundos cada vez en hielo. Se afiadié
Tritén 100 hasta una concentracién final de 1% y se mezcld
vigorosamente. El lisado se aclaré centrifugando a 4°C durante 30
minutos a 12.000 g y recogiendo el sobrenadante. Finalmente, el
sobrenadante se hirvié durante 5 minutos y se almacené a -20°C.

Los extractos proteicos fueron cuantificados mediante
colorimetria usando el sistema BCA Protein Assay (Pierce). Se
afiadieron alicuotas de 5 pl de cada extracto celular a 95 pl de agua
miliQ_y se mezclaron con 1 ml de una solucién compuesta por los
reactivos A y B del Kit en una proporcién 50:1, respectivamente. Tras
media hora de incubacién a 37°C se midié la absorbencia de cada
muestra a 562 nm. Para determinar la concentracién de proteina total
de cada extracto, los datos de absorbencia obtenidos fueron
extrapolados a una recta patrén elaborada siguiendo el mismo proceso,
pero con muestras procedentes de una solucién de albimina de suero
bovino de concentracién conocida.

7.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Las proteinas se separaron en funcién de su peso molecular
mediante un sistema discontinuo comtinmente conocido como SDS-
PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamina y SDS) descrito por
Laemmli y colaboradores (Laemmli, 1970). Se usé6 el sistema vertical
Mini Protean II (BioRad). El gel consta de dos partes: una superior o
gel de empaquetamiento de 1 cm de longitud y a continuacién una
inferior o gel de

separacién de 5 cm de longitud. EI gel de empaquetamiento permite
que las proteinas migren a mayor velocidad y, cuando éstas llegan al
limite con el gel de separacién, la muestra sufre una condensacién o
empaquetamiento de todas las proteinas en una sola banda. Una vez
dentro del gel de separacion, las proteinas se separarin formando
bandas en funcién de su masa molecular. Este tipo de electroforesis se
lleva a cabo en condiciones desnaturalizantes debido a la presencia de
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SDS. Las muestras fueron descongeladas en hielo y llevadas al mismo
volumen con agua miliQ. Seguidamente se afiadié el tampdn de carga a
las muestras hasta una concentracién 1X y se hirvieron durante 5
minutos. Finalmente, tras un minuto de centrifugacién a 10.000 g, se
cargaron en el gel. Como patrén de peso molecular se usé un marcador

comercial (Prestained SDS-PAGE Molecular Weight Standars Low
Range de BioRad).

El gel se mont6é en la cubeta de electroforesis y se afiadi6
tampén de migracién 1X en la cdmara interna hasta cubrir los pocillos
y en la cdmara externa hasta superar el limite inferior del gel. La
electroforesis se llevé a cabo durante 50 minutos con un campo

eléctricode 150 V.

7.3. Transferencia de las proteinas a membrana
de nitrocelulosa

Después de completarse la electroforesis se extrajo el gel, se le
retird la porcién superior correspondiente al gel de empaquetamiento y
el resto se mont6 sobre tres papeles Whatman 3MM del mismo tamano
que el gel, previamente humedecido en tampén de transferencia 1X.
Encima del gel se colocé la membrana de nitrocelulosa (Hybond-ECL
de Amersham), cortada del mismo tamafio que el gel, que habia
permanecido sumergida en tampén de transferencia durante 15
minutos. Después se colocaron otros tres papeles de filtro humedecidos
y se eliminaron las posibles burbujas que pudieran haber quedado
atrapadas.

Finalmente, todo el conjunto se situé entre dos esponjillas
empapadas en tampén de transferencia y se colocé en el cassette de
transferencia. Se utilizé el sistema de transferencia himeda (Trans-
Blot cell de BioRad). La transferencia se realizé a 4°C durante 12 horas
ajustando la intensidad de corriente a 84 mA.

Una vez terminada la transferencia se lavé la membrana con
agua destilada y se tifi6 con Rojo Ponceau durante 5 minutos para
observar si la transferencia habia sido correcta. Después se destifié la
membrana lavando brevemente con PBS-T'ween al 0,2%.

7.4. Inmunodeteccion de las proteinas

Una vez comprobada que la transferencia habia sido correcta se
bloqueé la membrana con leche en polvo al 10% en PBS-Tween 0,2%
durante una hora a temperatura ambiente con agitacién moderada,
para evitar la unién inespecifica del anticuerpo con la membrana.

A continuacién se eliminé la solucién de bloqueo y se afiadié el
anticuerpo primario diluido 3.000 veces en leche en polvo al 10% en
PBS-Tween 0,2% y se incubé toda la noche a 4°C en agitacién suave.
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Posteriormente se llevaron acabo 5 lavados de 5 minutos cada uno con
PBS-Tween 0,2% y se incubé con el anticuerpo secundario diluido
3.000 veces en leche en polvo al 10% en PBS-Tween 0,2% durante 2
horas a temperatura ambiente con agitacién moderada. Tras esta
incubacién se lavé otras 5 veces con PBS-Tween 0,2% durante 5
minutos cada vez y se pasé al revelado de la membrana. Como el
anticuerpo secundario usado llevaba acoplada la enzima peroxidasa, se
us6é un método de revelado basado en la quimioluminiscencia producida
por la reaccién de esta enzima en presencia de luminol, para ello se usé
el Kit SuperSignal West Pico de Pierce Biotechnology segin las
instrucciones de uso del proveedor.

La deteccién se realizé impresionando con la membrana una
pantalla sensible a quimioluminiscencia (Imager Screen Chemi de
BioRad) durante 20 minutos en oscuridad. Posteriormente la pantalla
fue escaneada por un escdner modelo Molecular Imager FX de BioRad
y analizada por el software Quantity One de BioRad.

8. ELECTROPORACION

La eficiencia en la introduccién del DNA plasmidico dentro de
una bacteria es un fenémeno de gran importancia prictica en Biologia
Molecular. La electroporacién provee un método de transformacién en
E. coli con una eficiencia de 10 a 20 veces mds alta que la obtenida con
los mejores métodos quimicos (Shigekawa y Dower, 1988). A partir de
una dilucién aproximada de 1:100 de un cultivo nocturno de la estirpe
a transformar en LBTG , se obtuvo un cultivo entre 0,5 y 0,8 unidades
de absorbencia creciéndolo con agitacién vigorosa. En este momento, se
incubé el cultivo a 0°C durante 20 minutos y a continuacién se
recogieron las células centrifugando a 9.000 g durante 10 minutos a
4°C. Las células se resuspendieron en el mismo volumen de agua milliQ_
a 0°C que del cultivo tomado inicialmente y se volvieron a centrifugar
para concentrarlas en la mitad del volumen de agua milliQ_a 0°C. Se
centrifugaron de nuevo y el sedimento se concentré en 1/50 del
volumen del cultivo inicial en glicerol al 10% en agua milliQ_a 0°C. Las
células volvieron a recogerse por centrifugacion y se resuspendieron en
un volumen final 1/3 del anterior de la misma solucién (la
concentracién celular deberia ser de 1-3 x 101° células/ml).

Una vez conseguidas las células electro-competentes en tubos
de polipropileno de 1,5 ml en hielo, se mezclaron 40 pl de la
suspensién celular con 1 0 2 pl de DNA (no mis de 50 ng) disuelto en
TE y se mantuvieron en hielo durante 1 minuto.

La mezcla de células y DNA se transfirié6 al fondo de una
cubeta de electroporacién de 0,2 cm (Bio-Rad) a 0°C, y se colocé en la
cdmara de electroporacién, sometiéndose a un pulso de 4 a 5
milisegundos con una fuerza de 12,5 KV/cm, usando el electroporador
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de Bio-Rad a 25 pF, 2,5 KV y 200 Q. Posteriormente, se sacé la
cubeta de la cdmara y se afiadié inmediatamente 1 ml de LBTG, se
resuspendieron las células con la ayuda de una micropipeta y se
transfirieron a un tubo de cristal estéril para su incubacién a 30°C
durante 2 horas con agitacién suave para permitir la expresiéon de la
resistencia al antibidtico codificada por el DNA plasmidico adquirida
por las células transformadas. Finalmente, la seleccién de los
transformantes se llevé a cabo extendiendo la suspensién celular sobre
placas de medio rico selectivo e incubdndolas 48 horas a 30°C.

9.ETIQUETADO DE GENES CROMOSOMICOS
UTILIZANDO FRAGMENTOS DE PCR

Desde hace mucho tiempo es conocido que los bacteriéfagos
codifican su propio sistema de recombinacién homdloga y se ha
demostrado que la funcién A-Red (y, B y exo) promueve una tasa de
recombinacién de fragmentos lineales de DNA mds alta que la
demostrada por los mutantes 7ecBC s6cB o recD. Uzzau y colaboradores
han desarrollado un método eficiente y sencillo, fundamentado en esta
idea, que permite afiadir una cola con un epitopo a un gen de interés
en el cromosoma bacteriano (Uzzau ef al., 2001). Este procedimiento
estd basado en una modificacién del método de reemplazo de genes
propuesto por Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner, 2000). De
forma general, el sistema disefiado por Datsenko consiste en reemplazar
secuencias cromosémicas por otras secuencias similares que contienen
un gen de resistencia a un antibidtico. Estas secuencias se construyen
por PCR usando cebadores especificos con extensiones de homologia de
36 a 50 nucleétidos. El proceso de reemplazo se lleva a cabo por el
sistema de recombinacién de regiones vecinas homdlogas mediante el
sistema A-Red

El método desarrollado por Datsenko, junto con las
modificaciones propuestas por Uzzau et a/, se utilizé para llevar a cabo
el etiquetado de los genes nrdB, dnaX y dnaB. Los pasos seguidos para
este etiquetado se detallan en los apartados siguientes (Fig. 17).

9.1.Generacion del fragmento de DNA que se va a
insertar

La primera fase del proceso de etiquetado de los genes consiste
en obtener el fragmento adecuado de DNA que nos permita insertar el
epitopo de interés en el lugar elegido. Para este fin se disefian unos
cebadores especificos y se elige como molde un plismido que lleve la
secuencia del epitopo junto a un gen de resistencia a un antibidtico.
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Los cebadores disefiados llevan extensiones homdlogas a la
tltima region del gen que se va a etiquetar (cebador directs) y a una
region proxima al final de éste (cebador inverso). El cebador directo
lleva entre 36-39 nucledtidos complementarios al extremo 3’ del final
del gen y 20 nucléotidos complementarios a una regién del plismido
por delante de la secuencia del epitopo y el cebador inverso lleva entre
36-39 nucledtidos complementarios a una regién posterior de la
secuencia que codifica al gen de interés a etiquetar y 20 nucleétidos
complementarios al extremo 3’ de la secuencia FRT posterior al gen de
resistencia al antibiético (Fig. 17). Las secuencias de los cebadores
utilizados para etiquetar los genes nrdB, dnaB y dnaX se muestran en la

tabla 2.

pSUB11/pSU314

3xFLAG / HA

i Utilizar este plasmido para realizar PCR

Primer Forward FRT Kn/Cm FRT
(homologo a la region ultima
del gen a etiquetar)
3xFLAG/HA
Primer Reverse

(homologo a una region posterior
l al gen a etiquetar)

nrdB/dnaB/dnaX FRT Kn/Cm FRT

--. - Fragmento de PCR obtenido

3xFLAG/HA

Se transforma con el PCR obtenido a un bacteria que lleve
el plasmido pKD46
nrdB/dnaB/dnaX
............................. -II]]- bacteria/pKD46
S
,+*+" BXFLAGHA FRT Kn/Cm FRT %0
l Tras una recombinacion homdloga, la proteina estara marcada
FRT Kn/Cm FRT

gen etiquetado insertado en el cromosoma
3XFLAG/HA

c%l‘on .~ Proteinafuncional con gen etiquetado
% o
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El plismido pSUB11 se wutiliz6 como molde para la
amplificacién de fragmentos que contengan la secuencia 3xFLAG,
seguida de un cassette con el gen de resistencia a kanamicina,
flanqueado por sitios FRT. El plismido pSU314 se utilizé como molde
para la amplificacién de fragmentos con la secuencia del epitopo HA
del virus influenza humana y con el gen de resistencia a cloranfenicol

(Uzzau et al., 2001).

Para obtener los fragmentos de DNA seleccionados se utilizé la
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) empleando un
termociclador Eppendorf (Modelo Mastercycler Gradient). Las
concentraciones finales de los componentes de la PCR fueron: tampén
Taq 1X, dNTPs 50 pM, cebador inverso 0,25 uM, cebador directo
0,25 uM y Taq polimerasa 2U/100 ul. E1 DNA molde se obtuvo de
una colonia de la estirpe que llevaba el plismido de interés en 20 pl de
TE. A esta solucién se afiadieron 5 pl a la reaccién de PCR. Las
condiciones de la PCR fueron: desnaturalizacién a 95°C durante 1
minuto, hibridaciéon a 64°C durante 1 minuto y polimerizacién a 72°C
durante 2 minutos. Este ciclo se repitié 35 veces. Para optimizar el
rendimiento de la reaccién las muestras fueron incubadas a 95°C
durante 2 minutos antes de comenzar los ciclos de amplificacién. De
este modo se asegura una completa desnaturalizacién del DNA molde.
Asimismo y para garantizar la finalizacién de las polimerizaciones en
marcha, se incubé durante 10 minutos a 72°C tras los ciclos
desnaturalizacién-hibridacién-polimerizacién.

Tras la reaccién de PCR se comprobé que la amplificacién de la
secuencia tenia el tamafio adecuado mediante electroforesis en gel de

agarosa (Fig. 18).

FIGURA 18. Electroforesis

2;: — A ;;; - B para  comprobar

9,4 94 N amplificacién de la secuencia
6.5 5 1 que se va a insertar tiene el
43 43 tamafio adecuado.

23 23

20 2,0 A) Fragmento generado con
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9.2. Transformacion de CMT927 (CM735/pKD4%6)
con el fragmento de DNA adecuado e induccion
del sistema A-Red para su insercion en el
cromosoma bacteriano

El sistema A-Red se encuentra clonado en el plismido de bajo
namero de copias pKD46 que posee un replicon sensible a la
temperatura. Este pldsmido expresa el sistema A-Red bajo el control de
un promotor inducible por arabinosa (Pa.p) que permite prevenir la
recombinacién en condiciones de no induccién. El sistema A-Red
incluye tres genes: §, By exo cuyos productos son Gam, Bet y Exo,
respectivamente. Gam inhibe a la exonucleasa V del complejo de
recombinacién RecBCD del hospedador, de forma que Bet y Exo
puedan acceder a los extremos del DNA para promover la
recombinacién (Datsenko y Wanner, 2000).

De esta manera, el crecimiento de la cepa CMT927
(CM735/pKD46) en un medio con arabinosa produciria la expresién
intracelular del sistema A-Red cuya presencia, en forma activa, induce
la recombinacién homdloga del DNA lineal. Por lo tanto, la
introduccién de un exceso estequiométrico de un fragmento de DNA
amplificado por PCR al interior de estas células podria favorecer una
recombinacién con el cromosoma si existen regiones homdélogas.

Las células de CM'T927 se transformaron con los fragmentos de
DNA portadores de las secuencias de los epitopos y los genes de
resistencias a antibidticos por el método del cloruro cilcico (Dower ez
al., 1988). Este método de transformacién se basa en la exposicién de
un cultivo bacteriano en fase exponencial, al que previamente se habia
afadido arabinosa para inducir el sistema A-red, a una solucién
hipoténica de cloruro de calcio 0,1 M a 0 °C que provoca la formacién
de células competentes capaces de captar DNA exégeno.

Para ello se hizo una dilucién 1:100 de un cultivo nocturno de
la cepa CMT927 en 100 ml de medio LB con ampicilina a una
concentracion de 100 pg/ml y arabinosa a una concentracioén final de 1
mM. Se incubé a 30°C con fuerte agitacién hasta que alcanzé una
absorbenciagoo de 0,3 a 0,4. Posteriormente, el cultivo se mantuvo en
hielo durante 10 minutos y, a continuacién, se centrifugé durante 7
minutos a 13.000 rpm a 4°C. Se eliminé el sobrenadante en
condiciones de esterilidad y se resuspendié el sedimento en 1/5 del
volumen inicial de 0,1 M de CaCl, frio. Después de mantenerlo 10
minutos en hielo, se volvié a centrifugar en las mismas condiciones y el
sedimento se resuspendié en 1/25 el volumen inicial de 0,1 M CaCl,
frio. Finalmente, se separaron 100 ul de las células competentes a un
tubo TCA estéril frio y se afiadieron 50 ng/pl del DNA obtenido tras la
amplificacién. Se mezclé suavemente y se colocé a 0°C durante 30
minutos para que el DNA se adhiriese a la pared de las células
competentes. A continuacién se incubé el tubo a 42°C durante 90
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segundos. Este choque térmico sirve para incorporar el DNA dentro
del célula. Posteriormente, se mantuvo entre 1 y 2 minutos en hielo.
Para finalizar, se afiadieron 400 pl de LB y se colocé en un bafo orbital
con agitacién suave durante 1 hora a 37°C para permitir la expresién
fenotipica. Finalmente, se sembraron en placas de kanamicina o
cloranfenicol, segin el antibidtico, y se incubé a 30°C durante 24
horas.

9.3. Comprobacion de la insercion del fragmento
en el cromosoma bacteriano

Con los clones obtenidos se comprobé por PCR si la insercién se
habia producido correctamente. Los cebadores utilizados (Tabla 2) se
disefiaron de forma que se pudiera diferenciar no sélo si la insercién se
habia producido en el cromosoma, sino también si ésta se habia
producido en el lugar correcto. Por ese motivo no se utilizaron los
mismos cebadores que para la generacién del fragmento de DNA, sino
unos disefiados préximos al gen insertado. Si no existe insercién los
fragmentos generados serdn de 501 pb en el caso del etiquetado del gen
nrdB, 550 pb en el caso del gen dnaB y 501 en el caso del gen dnaX
(Fig. 19). La PCR se realiz6 utilizando las mismas condiciones que
anteriormente fueron descritas, variando Uinicamente la temperatura de

hibridacién que en este caso fue de 55 °C.
FIGURA 19. Electroforesis
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9.4. Analisis de inmunodeteccion

En las estirpes CMT931 (nrdB:3xFLAG), CMT932
(dnaB:HA) y CMT933 (dnaX:HA) se comprobé la especificidad de los
anticuerpos por Western Blot usando los anticuerpos monoclonales de
ratén anti-3xFLAG (Sigma-Aldrich) y el anti-HA clone HA-7 (Sigma-
Aldrich) diluidos 1:3000, asi como el anti-conejo con la enzima
peroxidasa conjugada a una dilucién 1:3000 (Fig. 20).
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FIGURA 20. Western Blot para

comprobar la especificidad de los i 5 s
anticuerpos en un gel al 12%. 250 —

10. TrRaANSDUCCION

Debido a que el fenotipo asociado a cada construccién
cromosémica puede variar segin el fondo genético en que se exprese, se
decidié realizar todos los andlisis en la misma estirpe. Como en algunos
casos las construcciones a analizar se encontraban en otras estirpes, era
necesaria su transferencia. E1 método empleado en la mayoria de los
casos para lograrlo fue la transduccién generalizada, que consiste en la
transferencia de material genético bacteriano de una célula a otra
dentro de una cédpsula virica. El bacteriéfago usado fue Plvir (Miller,

1992).

10.1. Multiplicacion de fagos

De un cultivo con una densidad éptica de 0,8 de la estirpe
donadora en medio rico LB con glucosa al 0,1% y 5 pg/ml de TdR
(LBTG) que contenia CaCly 2,5 mM y MgSO,; 100 mM, se tomaron
alicuotas de 0,1 ml del cultivo y se infectaron con 10 pl de una
suspensién de fagos (10° fagos/ml). Tras un periodo de 15 minutos de
preadsorciéon a 37°C se adicionaron 3 ml de agar de cobertera
precalentado a 45°C y se vertieron en una placa de medio rico LA10
con glucosa al 0,1%, 5 pg/ml de TdR y CaCl, 5mM. Las placas se
incubaron de 20 a 24 horas a la temperatura de crecimiento de la
estirpe donadora, se recogié el agar de cobertera, se centrifugé durante
10 minutos a 10.000 g, se recuperd el sobrenadante y se conservé a 4°C
con unas gotas de cloroformo.

Para el recuento del nimero de fagos se realizé una dilucién
seriada de una alicuota de 100 pl en LBTG hasta obtener una
suspensién de 1.000 a 2.000 fagos/ml. A partir de ella se tomé una
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alicuota de 0,1 ml que se afiadié a un tubo que contenia 250 ul de un
cultivo de la estirpe receptora crecida a la temperatura de crecimiento
de la bacteria en LBTG, al que se le anadia CaCl; 2,5 mM y MgSOy4
100 mM antes de la infeccién con el fago. Finalmente y tras 15
minutos de incubacién a 37°C, la mezcla se sembré con agar de
cobertera en placas de LA10 con glucosa al 0,1%, 5 pg/ml de TdR y
CaCl; 5 mM. Una vez incubadas de 20 a 24 horas a la temperatura
apropiada se procedié al recuento de las calvas.

10.2. Transduccion

Se obtuvo un cultivo estacionario fresco (densidad optica de
0,8) de la estirpe receptora en medio rico LBTG al que se le afiadi6
CaCly 2,5 mM y MgSO4 1 mM antes de la infeccién con el fago.
Alicuotas de 900 ul de esta suspensién se infectaron con los fagos
obtenidos a partir de la estirpe donadora con una multiplicidad de
infeccién de 0,1. Transcurridos 30 minutos de preadsorcién a la
temperatura de crecimiento de la estirpe receptora, las infecciones se
interrumpieron por la adicién de 5 ml de LBTG con

citrato sédico 5 mM. Tras incubar las bacterias una hora y media con
agitacién y a la temperatura apropiada, se centrifugaron a 10.000 g
durante 10 minutos. Las células sedimentadas se resuspendieron en
100 pl de MgCl; 0,01 M y se sembraron en palcas selectivas de NAT,
a las que se le habian afiadido los antibiéticos requeridos en cada caso,
y se incubaron a la temperatura adecuada durante al menos 24 horas
para seleccionar los transductantes que contenian la construccién
deseada.

10.3. Comprobacion de los transductantes

En los transductantes obtenidos se comprobaron los
requerimientos de aminodcidos y de la resistencia a antibidticos, asi
como la correcta incorporacién de timidina radiactiva.

11. MEDIDA DE LA CANTIDAD DE DNA
SINTETIZADO

11.1. Marcaje del DNA in vivo

La progresion de la sintesis de DNA se determiné mediante la
cuantificacién de *H-TdR incorporada en el DNA a diferentes
tiempos.

La timidina trifosfato (TTP) es un nucleétido especifico de la
sintesis de DNA. Las células sintetizan este nucleétido a partir de
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desoxiuridina monofosfato (dAUMP) que es transformada en timidina
monofosfato (TMP) por la enzima timidilato sintetasa, producto del
gen thyA. Este monofosfato es fosforilado hasta trifosfato (T'TP) para ser
utilizado en la sintesis del DNA y su exceso es degradado por la
timidilato kinasa a timidina (TdR) y mediante la timidina fosforilasa el
nucledsido pasa a timina (T). Esta via de degradacién puede ser usada
para la sintesis de TMP usando mutantes en el gen #ypd. Estos
mutantes requieren para su crecimiento timina o timidina, que
suministradas radiactivas marcan especificamente el DNA. La adicién
de la base o del nucledsido a una estirpe silvestre hace que la mayor
parte sea degradada. Hay varios fenotipos 74y que por mutaciones
simples o dobles en genes que codifican las enzimas usadas en esta ruta
requieren diferentes concentraciones de timina o timidina para su
crecimiento (Ahmad ez al, 1998). El problema con mutantes #hy
radica en determinar con exactitud la concentracién de timina o
timidina dptima para que un defecto de esta concentracién no limite la
velocidad de replicacion o su exceso perjudique al crecimiento (Molina
et al., 1998; Pritchard y Zaritsky, 1970). La concentracién éptima de
timidina requerida para el crecimiento de las estirpes utilizadas en este

trabajo fue de 5 pg/ml.

Para llevar a cabo el marcaje de un cultivo creciendo en medio
liquido, se diluyé un cultivo nocturno en el mismo medio de
crecimiento al que se habia afiadido previamente 5 pg/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 incubacién en este medio
radiactivo no inferior a cinco generaciones. En el caso de las estirpes
que no eran #hyd para que la *H-TdR se incorporara a la sintesis de
DNA se afiadié al cultivo uridina a una concentracién final de 150

mM.

11.2. Medida de la sintesis de DNA

Para cuantificar la incorporacién de *H-TdR en el DNA se
tomaron alicuotas de 200 pl y se depositaron en tubos que contenian 3
ml de 4cido tricloroacético (TCA) al 5% a 0°C. Transcurridos no
menos de 30 minutos, para permitir la precipitacién del material
insoluble en el acido, el contenido de cada tubo se filtré a través de un
filtro Wathman GF/C de fibra de vidrio, de 24 mm de didmetro,
previamente humedecido en agua destilada. Los tubos se lavaron con
TCA 5%, se filtr6 este volumen y finalmente los filtros se lavaron dos
veces con agua destilada. Después de secarlos a 80 °C se colocaron en
viales a los que se afiadieron 3 ml de la mezcla de centelleo. La medida
de la cantidad de *H-TdR incorporada al DNA se llevé a cabo en un
contador de centelleo liquido Beckman LS 3801.
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11.2.1 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. De este
modo, se puede averiguar la relacién:

DNA dpm

masa  absorbencia 1000

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

La inhibicién del inicio de nuevos ciclos de replicacién se llevé a
cabo por adicién de rifampicina (150 pg/ml) a cultivos que habian
alcanzado 0,04 unidades de absorbencia. En el momento del comienzo
del tratamiento se tomaron varias muestras de 200 ul de cultivos que se
precipitaron en TCA. Se continué con la toma de alicuotas y su
precipitacién a diferentes tiempos hasta al menos un tiempo igual al
doble del de generacién de la estirpe.

La cantidad de DNA acumulada por el cultivo tras el inicio del
tratamiento inhibidor se determiné por las dpm en las que se estabiliza
la acumulacién relativas a las dpm en el momento del inicio de la
inhibicién. De esta forma, la sintesis residual de DNA es el resultado
de la siguiente férmula:

2"-G  2'nln2
G 2'-1

A partir de esta ecuacién, se determiné z utilizando el

AG = 1

programa de ordenador Replicon (Jiménez-Sinchez & Guzmin, 1988).

12. cITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es una técnica de anilisis celular
multiparamétrico cuyo fundamento se basa en hacer pasar una
suspensién de particulas alineadas y de una en una por delante de un

haz de luz (Oteen ez al, 1980; Boye ef a/, 1983, Michelsen ez a/, 2003).

La citometria de flujo de células tratadas con cefalexina y
rifampicina permite estimar el valor del periodo C+D (Boye ef al,
1988). La citometria de flujo ha sido usada, ademds, para la
determinacién directa de los periodos C y D por el anilisis de la
distribucién de cultivos creciendo exponencialmente, de forma directa
(Skarstad ez al., 1983) o mediante simulacién por ordenador (Molina y
Skarstad, 2004; Skarstad ez al., 1985).

Métodos




MENU SALIR

70

12.1. Tratamziento de las muestras

Las células creciendo exponencialmente con una absorbencia de
0,15 fueron tratadas con 150 pg/ml de rifampicina, que inhibe la
transcripcién resultando en la inhibicién del inicio de la replicacién, y
50 pg/ml de cefalexina, que inhibe la divisién, durante cuatro o cinco
generaciones. Las células finalizan con 2" cromosomas (Skarstad et
al;1986), donde 7 representa el nimero de puntos de replicacién al
tiempo del inicio del tratamiento con las drogas.

Las células tratadas con rifampicina y cefalexina fueron lavadas
y resuspendidas en tampén TE y después fijadas en etanol al 70%.
Cuando las muestras quisieron ser analizadas, las células fijadas en
etanol fueron lavadas en tampén fosfato 0,1 M a pH 9,0 y tedidas
durante toda la noche con Isotiocianato Fluoresceina (FITC, Sigma-
Aldrich) en el mismo tampén (Wold ez al., 1994). Las células fueron
lavadas dos veces en un tampén fosfato salino 0,02 M a pH 7,5 y
resuspendidas en el mismo tampén. E1 DNA fue tefiido durante 1 hora
en 3 pg/ml de Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) en el mismo tampén

(concentracién final 1,5 pg/ml).

El anilisis de la citometria de flujo se realizé utilizando un
FACStar (Becton Dickinson) equipado con un liser de argon y un ldser

de kripton (Torheim ez al., 2000).

12.2. Analisis del ciclo celular

Basindose en el modelo de replicacién del DNA en E. coli
propuesto por Cooper y Helmstetter (1968), Skarstad ez a/ (1985)
determiné la duracién del periodo C y D, las edades de inicio y de
terminacién de la replicacién y la cantidad media de DNA a partir de
una distribucién normal de DNA obtenidas por citometria de flujo
(Cooper y Helmstetter, 1968; Skarstad ef al., 1985). El valor de los
pardmetros T, C y D determinan la silueta y posicién exacta de la
distribucién de DNA por célula de un cultivo exponencial.

La cantidad de DNA acumulado por célula (DNA/cé]) estd en
funcién de la edad de las células (a), las horquillas de replicacién por
célula (F) y la relacién constante de la sintesis de DNA por horquilla
de replicacién (K=t /20C).

Si no hay variabilidad de una célula a otra en el valor de C, Dy
T, la iniciacién es sincrénica en todos los origenes de una célula y
asumiendo que el movimiento de la horquilla de replicacién es
constante, la velocidad de sintesis de DNA durante el ciclo celular
puede ser descrita como una funcién con dos discontinuidades, una al
inicio y otra en el término de la replicacién.
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El ciclo, por tanto, estd dividido en tres intervalos, con las edades a7 y
as:

(yt-(C+D))
G =" y
T
(xt-D)
2 =T
T
donde yy x son un nimero entero de ciclos de divisién en el que Dy C
+ D ocurren, respectivamente.

La cantidad de DNA por célula en cada uno de los tres
intervalos, definidos por el inicio y el término, es la siguiente:

DNA/cél(a) = k(Fia+ F,)+a,K(F, - F,)+a,K(F, - F,)
O=sas=aq,

DNA/cél(a) = k(Fya+ Fy)+2a,K(F, - F,) + a,K(F, - F,)
a,<asa,

DNA/cél(a) = kF;(a+1) + 2a,K(F, - F,) + 2a,K(F, - F})

a,<a=<l

La proporcién de células con un contenido en DNA dado, 4(G),
en un cultivo exponencial puede ser obtenida:

a) de la distribucion de edades, f{a), definida como la densidad

probabilistica de que una célula esté en la edad 4, y
b) de la distribucién del DNA acumulado por célula (DNA/cél).

En los intervalos en los que se estd sintetizando DNA, la
fraccién del cultivo comprendida entre las edades @ y a + Aaes igual

a la que tiene un contenido de DNA entre G y G + AG.

La distribucién de DNA, A(G), es una combinacién de las
ecuaciones f{a), DNA/@l(a) y f{G).

Si G1=G(a1) y G2=G(az) y sustituimos, entonces:

h(G) I 1112/(F K) . e—ln2'[G-F3K-01K(Fl—Fz)-azK(Fz-Fz)]/(ﬂK)
1
G,=G=G,

M

h(G) — 2 . ln2 /(F K) . e—ln2'[G—F3K—2a1K(F1—Fz)—azK(Fz—F3)]/(F2K)
2
G =G=G,

)
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h(G) = 2 . ln 2 /(FSK) . e—ln 2{G-FK-2a,K(F-F,)-2a,K(F,-F;)]/(F;K)
G,=G=gG,

donde Go es el contenido de DNA de las células recién nacidas y

G3=2-Gyes el contenido de DNA de las células dividiéndose.

13. MICROSCOPIiA OPTICA DE CONTRASTE
DE FASE Y FLUORESCENCIA

13.1. Instrumentacion

El sistema de microscopia Delta Vision (Applied Precision)
integra un microscopio de fluorescencia Olympus IX70 equipado con
objetivos 40x, 60x y 100x UPLS 2 APO vy filtros para DAPI, FI-GF-
BF y RD-TR-PE, ademids de un especial filtro policroico
CFP/YFP/RFP. Este equipo también presenta un modelo de contraste
diferencial Nomarski. Este sistema permite controlar la temperatura,
incubar con CO; y monitorizar en X-Y-Z-T en células vivas. El
sistema de captacién de las imagenes estd formado por una cdmara Cool

3 SNAP H9/ICX885.

Este sistema de microscopia se define como un microscopio de
deconvolucién. La deconvolucién es un proceso basado en software por
el cual una imagen fuera de foco puede ser re-enfocada. Este método se
realiza después de la adquisicién de la imagen y utiliza un tipo de
algoritmo para extraer informacién de las regiones borrosas de una
imagen y colocarlas en el mismo plano de foco. El programa Silicon
Graphics O, se carga con el software DeltaVision para el anilisis y
adquisicién de las imdgenes, este programa da directamente el tamafio
de cada foto adquirida en um.

Entre las ventajas que presenta este sistema de microscopia,
podemos destacar la posibilidad de generar imdgenes fluorescentes
multi-color 3D, particularmente de estructuras pequefias. Debido al
potente software integrado es posible generar un alto contraste en las
imagenes capturadas. Una ventaja que el microscopio de deconvolucién
tiene respecto al confocal es que las muestras son iluminadas con luz
blanca a partir de una limpara de mercurio de 100 W que pasa por un
filtro éptico seleccionado. Esto implica que la toma de muestras tenidas
con multiples fluoréforos (la rueda de filtros sélo necesita ser girada) es
un proceso mucho mis ripido y sencillo que cambiar la longitud de
onda de la fuente de iluminacién, ademds de que el rango de excitacién
de la longitud de onda de los liseres es mucho mis pequeiio.

La microscopia de contraste de fase y fluorescencia de las
estirpes JS1018 y JK607 fue llevada a cabo usando un microscopio
Zeiss Axioplan y las de CMT934, JS1018/pPS2, JK607/pPS2 y
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JS1018FL con un microscopio Nikon, modelo Eclipse E600, ambos
con limparas Nikon de alta presién de mercurio.

El tamaifio de los focos, el de los nucleoides y el de las células
fue medido usando Image ] software 4 (Wayne Rasband, NIH) y
Adobe Photoshop CS3. Las medidas de la longitud de la célula y del
nucleoide en la estirpe CMT927, origen de las que se construyeron
para los estudios de inmunomicroscopia, dio la recta de regresién
L(cel)=I(nuc)-0,98947+0,21714 con un coeficiente de regresién de
0,96723, que se aplicé para calcular la longitud celular a partir de la
del nucleoide en las imdgenes donde no se pudo adquirir una foto con
luz visible.

13.2. Fijado de las muestras

Las bacterias se fijaron en etanol. Para ello, 1,5 ml de células
bacterianas de un cultivo exponencial se recogieron por centrifugacion,
se lavaron en 1,5 ml de tampén TE frio y se resuspendieron en 1ml del
mismo tampén. Las células se fijaron afiadiendo 500 pl de etanol al

74% frio (Fossum ez al., 2003).

13.3. Inmunotincion con el anticuerpo SeqA

Para la deteccién de SeqA se utilizé un anticuerpo anti-SeqA
proporcionado por la Dra. Kirsten Skarstad. Esta inmunotincién se
basa en un proceso previo de absorcién del anticuerpo inespecifico para
evitar la fluorescencia derivada de ésta (Fossum ez al., 2003).

a) Preparacién del extracto celular.

El extracto celular para la absorcién inespecifica del anticuerpo
SeqA fue preparada a partir de una estirpe AseqA (EBO193). Las
células de 1000 ml de un cultivo de esta estirpe se recogieron y se
lavaron en 10 ml de una solucién 50mM KH,PO./ K;HPO4 a pH 7,4
y se resuspendieron en 1,5 ml del mismo tampén. A continuacién se
lisaron con la adicién de 500 pl de una solucién de lisozima 250 mg/ml
durante 30 minutos, mediante un proceso de congelacién y
descongelacién a -80 °C. Se recogié el sobrenadante por centrifugacién
(15.000 rpm 30 minutos a 4°C) y el extracto celular se almacené a -80
°C, para una posterior utilizacién.

b) Absorcién del anticuerpo inespecifico.

Para la absorcién del anticuerpo inespecifico se utilizé una
dilucién 1:200 del anticuerpo anti-SeqA. Para ello se afiadieron 2,35 pl
del anticuerpo a 467,65 pl del extracto celular preparado con
anterioridad. Posteriormente se afiadié 30 pl de PBST con 10 mM
EDTA y se incubaron durante una hora en hielo. Tras una
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centrifugacién a 15.000 rpm durante 15 minutos a 4°C se recogié el
sobrenadante. Este sobrenadante se utiliz6 como anticuerpo con el
objetivo de eliminar toda la fluorescencia debida a una absorcién
inespecifica.

13.4. Tincion de las células fijadas con los
diferentes anticuerpos

La suspensién de células fijadas se centrifugé y se lavé con
PBST. Posteriormente se afiadié 200 pl de la solucién de lisozima y se
incubé durante 10 minutos a temperatura ambiente para proceder a la
destruccién de la pared celular. A continuacién, el sedimento se
sometié a 5 lavados de 3 minutos con 200 ul de PBST para eliminar
cualquier resto de lisozima. Antes del tratamiento con anticuerpos, la
solucién celular fue tratada con metanol y con acetona durante 1
minuto a temperatura ambiente para re-fijar estructuras celulares.
Posteriormente, se procedié a la incubacién durante 30 minutos a 30
°C con PBST con 2% de BSA para bloquear la unién inespecifica del

anticuerpo.

El siguiente paso fue la eliminacién de la solucién de bloqueo y
la incubacién con 50 pl de la dilucién adecuada del anticuerpo
primario (extracto celular del anticuerpo anti-SeqA de conejo diluido
1:200, el anticuerpo monoclonal de ratén anti-FLAG conjugado con
Cy-3 (Sigma-Aldrich) diluido 1:1000 o el anticuerpo policlonal de
ratén anti-HA diluido 1:100 (Sigma-Aldrich) durante 1 hora a 30°C.
A continuacién se centrifugé y el sedimento se sometié a lavados de 5
lavados de 3 minutos con 200 ul de PBST. Una vez tratados con el
anticuerpo primario, y antes de tratar con el anticuerpo secundario, se
procedi6 a otro paso de bloqueo con PBST con 2% BSA.
Posteriormente, se procedié a la incubacién del anticuerpo secundario
adecuado diluido 1:200 (anti-ratén conjugado con FITC o anti-conejo
conjugado con FITC) durante 1 h a 30 °C. Para finalizar, se procedi6 a
eliminar cualquier resto de anticuerpos mediante lavados de 3 minutos

con PBST.

13.5. Preparacion de las muestras para su
visualizacion
Los portaobjetos se lavaron con etanol y agua y, posteriormente,

se trataron con polylisina 10 mg/ml y se secaron a 30°C durante 10
minutos.

Las muestras inmunotefiidas con el medio de montaje
Hoestchst 33258, que permite visualizar el DNA, se depositaron sobre
el cubre y, a continuacién, se colocé en el portacbjeto. Estos fueron
almacenadas a 4°C en oscuridad para su posterior visualizacién.
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1 4: . INMUNOPRECIPITACION DE

CROMATINA SEGUIDA DE LA HIBRIDACION A
MICROARRAYS GENOMICOS DE DNA DE E.
coli (ChIP-on-chip)

14.1. Introduccion

La inmunoprecipitacién de cromatina (chIP) es una técnica
para detectar las asociacién de proteinas con regiones especificas del
genoma in vive. Los cultivos celulares se tratan con formaldehido para
fijar las uniones proteina-proteina y proteina-DNA entre moléculas que
estin préximas a la cromatina. Para ello se prepara un extracto de
células y, posteriormente, la cromatina unida a las proteinas se somete
a sonicacién o digestion enzimdtica para reducir el tamafio medio de los
fragmentos de DNA hasta unos 500 pb. E1 DNA que se obtiene de
este proceso es inmunoprecipitado con un anticuerpo frente a la
proteina deseada. Por tanto, las secuencias de DNA que son directas o
indirectamente unidas a una proteina especifica estin enriquecidas en
la muestra immunoprecipitada. La PCR puede ser utilizada con
cebadores especificos para comprobar si el DNA inmunoprecipitado
estd enriquecido en la secuencia de DNA que se espera que esté unida
a la proteina de interés. El chIP puede ser combinado con la tecnologia
de microarrays para identificar la localizacién de proteinas especificas
en el genoma completo (Kuo y Allis, 1999).

Este método proporciona una imagen instantinea de las
interacciones proteina-proteina y proteina-DNA en un momento
determinado del ciclo celular, gracias a la utilizacién de formaldehido
que inactiva todas las enzimas celulares esenciales en el momento de su
adicién en el cultivo celular. Por lo tanto, esta técnica es muy util para
el andlisis cinético de eventos que ocurren en secuencias del cromosoma

in vivo.

Un requerimiento esencial para el chIP o chIP-on-chip es la
disponibilidad de un anticuerpo para las precipitacién selectiva de los
complejos DNA-proteinas. Gracias a la disponibilidad de anticuerpos
comerciales frente a antigenos especificos y la facilidad para etiquetar
genes usando fragmentos de PCR, explicado con anterioridad, es
posible estudiar las interacciones de la proteina que nos interese. En
nuestro trabajo hemos utilizado dos anticuerpos diferentes: anti-SeqA
y anti-3xFLAG, epiteto unido al extremo 3’ nrdB.
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14.2. Condiciones de cultivo

Para los experimentos de chIP-chip utilizamos una estirpe con
la mutacién dnaC2 que permita sincronizar las replicaciones de un
cultivo. Un cultivo de 20 ml de la estirpe adecuada se crecié en LB
hasta una absorbencia entre 0,9 y 1,0. Posteriormente se anadié
formaldehido al cultivo a una concentracién final del 1% y se incubé
durante 20 minutos. Para parar la unién de las proteinas con el DNA
se incubé el cultivo con glicina a una concentracién de 0,5 M durante
5 minutos.

14.3. Inmunoprecipitacion de la cromatina

14.3.1. Obtenciéon de la cromatina

El cultivo de 20 ml se centrifugé durante 10 minutos a 12.000
rpm y se lavé dos veces con 1,5 ml de TBS. Después del segundo
lavado, las células se resuspendieron en 0,5 ml del tampén de lisis (la
lisozima es afiadida en este momento) y se incubaron durante 30
minutos a 37 °C.

Después del tratamiento con lisozima, se completé la lisis
celular por la adicién de 4 ml de tampén IP. Para minimizar la
degradacion de las proteinas, se afiadi6 PMSF (Phenylmethylsulfonyl
fluoride) a una concentracién final de 1 mM. La muestra se mantuvo
en hielo para proceder a la sonicacién con un sonicador Branson S150D
y repetimos la operacién 3 veces con una amplitud del 20% durante 30
segundos.

A continuacién se eliminan eliminaron los restos celulares
mediante centrifugacién durante 20 minutos a 17.000 rpm y se
transfirié el sobrenadante a un tubo limpio al que se afiadi6 2 ml de
tampén IP.

14.3.2. Inmuprecipitacion y lavados de la muestra

Antes de su uso, las bolas Ultralink proteina A/G (Pierce) se
lavan tres veces con PBS. Para inmunoprecipitar los complejos DNA-
proteinas, se afiadieron 800 pul de la cromatina sonicada a 20 pl de las
bolas A/G y 2 pl del anticuerpo apropiado. A continuacién se incuban
en “rotating wheel” durante 90 minutos a temperatura ambiente.

Después de la inmunoprecipitacién se recuperaron las bolas
A/G y se lavaron en columnas Spin-X, suministradas por Sigma
Aldrich, durante 1 minuto a 3.000 rpm. A continuacién las bolas A/G
se lavaron dos veces en 0,5 ml de tampén IP y se incubaron durante 3
minutos en “rotating wheel”. Después se lavaron una vez con 0,5 ml
tamp6n IP con una concentracién mds alta de sales, una vez con
tampén de lavado y una tdltima vez con TE a pH 8,0.
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14.3.3. Elucion de la muestra por calor

A continuacién se transfirié la columna con las bolas a un
eppendorf limpio y se resuspendieron en 100 ul de tampén de elusién.
Se incubaron durante 20 minutos a 65 °C vy, posteriormente, se
centrifugdé durante 1 minuto a 3.000 rpm y se transfirieron a un tubo

de PCR.

14.3.4. Ruptura de las uniones generadas (decrosslinking)

En esta etapa se eliminan las uniones generadas por el
formaldehido mediante calor y el DNA recuperado puede ser
analizado.

Para ello se afadieron 10 pl de Pronasa (Roche preparada en
PBS) preparada a 40 mg/ml a cada muestra y se utilizé un
termociclador para calentar la muestra durante 2 horas a 42°C y
después 6 horas a 65°C. Las reacciones pueden ser mantenidas a 4°C
durante toda la noche.

A continuacién se procedié a la purificacién de los fragmentos
de DNA usando el kit de purificacién Quiagen PCR siguiendo las
instrucciones del fabricante. Al final de este proceso se eluy6 el DNA
de la columna y se determiné la concentracién del DNA utilizando un

Nanodrop (Eppendorf).

14.4. Marcaje del DNA e hibridacion a los

microarrays

Para identificar segmentos de DNA especificos asociados con
las proteinas que se van a estudiar, la muestra problema y el control se
combinaron e hibridaron a 44.000 oligonucleotidos de DNA de los
microarrays (Oxford Gene Technology, Oxford, UK). Para cada sonda,
se midi6 la relacion Cy5/Cy3 y se representé frente a la
correspondiente posicién en el genoma de E. co/i K12.

Para ello, el DNA de la muestra y del control se resuspendieron
en un volumen de 20 pl y a una concentracién minima de 5 pg/ml. Se
mezclé el DNA con 20 pl de 2,5 X cebador aleatorio (Bioprime kit,
Invitrogen) y 0,25 pl de agua estéril y se desnaturalizé por calor
durante 3 minutos a 94 °C. Después de la desnaturalizacién, se
afiadieron 5 pl de dNTP (2 mM dATP, 2 mM dGTP, 2 mM http, 0,5
mM dCTP), 3,5 pl de dCTP marcado con Cy5 o Cy3 (1 mM; GE
Healthcare), dependiendo de si era el control o la muestra, 1 pl del
fragmento Klenow de la DNA polimerasa (Bioprime kit), se mezclé
suavemente y se incubd 2 horas a 37°C.
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Posteriormente se afiadié 0,5 pl de la DNA polimerasa a cada
tubo y se incubé a 37°C durante 2 horas.

Para purificar los fragmentos de DNA de la reaccién de marcaje
se usaron las columnas de purificacién de PCR QIAquick (Quiagen),
segin las instrucciones del fabricante. E1 DNA marcado se eluyé de la

columna usando 50 pl del tampén de elucién de Quiagen.

Las muestras de DNA marcadas pueden ser mezcladas e
hibridadas a los arrays de la compania Oxford Gene Technology. Los
arrays de OGT son construidos en la plataforma Agilent y las
hibridaciones se realizan en el instrumento Agilent SureHyb.

El escaneado de los microarrays produjo una lista de
intensidades de sefial de Cy5 y Cy3. Para cada sonda en el microarray
se calculd la relacién de la intensidad de la fluorescencia y se representé
frente a la posicién del genoma de la sonda correspondiente.
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Localizacion y organizacion de
las horquillas de replicacion

Resumen

El anilisis del namero y localizacién de los focos de la proteina SeqA,
obtenidos por microscopia de inmunofluorescencia, muestra que la proteina
SeqA se localiza en posiciones discretas en la célula y que la formacién de sus
focos depende de la replicacién cromosémica.

Las horquillas de replicacién presentan una organizacién dindmica
dependiente del ciclo celular, aumentando la cohesién de las horquillas con el
solapamiento de rondas de replicacién. Este resultado acaba con la controversia
planteada sobre los diferentes modelos de organizacién de la maquinaria de
replicacion propuestos y establece una compatibilidad entre ellos.

La utilizacién de ChIP-on-chip en cultivos sincronizados nos permite
detectar las horquillas de replicacién activas y abre un campo de posibilidades
para conocer con mds detalle la replicacién cromosémica.

Por ultimo, el estudio de un mutante con una RNR termosensible
revela que los focos SeqA no pueden identificarse como focos concretos a
temperatura restrictiva y la segregacién cromosémica estd afectada gravemente.
Por lo tanto, la proteina RNR debe jugar un importante papel funcional y/o
estructural, conectando el complejo de sintesis de nucleétidos con las
maquinarias de replicacién y segregacién y con la divisién celular.

Abstract

The analysis of the number and location of SeqA foci, obtained by
inmunofluorescence, shows that SeqA protein is located in discrete positions
that depend on chromosome replication.

Replication forks show a dynamic organization which were found to be
dependent on the cell cycle, with a higher fork association the higher the
overlapping replication cycles. The dynamic organization of replisomes
reported here, may allow ending the controversy among the alternative models
of the organization of the replication machinery.

The ChIP-on-chip technique using synchronized cultures permits the
recognition of the localization of active replication forks upon DNA molecule
and opens a wide range of possibilities of new studies on replication.

Finally, the use of a thermosensitive mutant strain affected in the RNR
protein shows that SeqA foci can not be observed at the restrictive
temperature, furthermore, chromosome segregation is drastically affected.
Consequently, the RNR protein must play an important functional or/and
structural role connecting nucleotide synthesis to segregration and cell division.
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Capitulo 1 ‘- Localizacién y organizacién
de las horquillas de replicacion

La  replicacién  cromosémica de E. /i  progresa
bidireccionalmente a partir de dos horquillas de replicacién originadas
en oriC. Existe una gran controversia sobre dénde se localiza y cémo se
organiza la maquinaria de replicacién (Bates y Kleckner, 2005;
Dingman ez al., 1974; Hiraga, 2000; Lemon y Grossman, 2000; Molina
y Skarstad, 2004). Empleando diferentes técnicas de microscopia y
condiciones de crecimiento, se han propuesto modelos que difieren en
el agrupamiento de las horquillas de replicacién, oscilando entre los que
asumen que las horquillas de replicacién son independientes y los que
sugieren que varias horquillas se agrupan durante toda la replicacién
formando un aparato de replicacién estacionario.

El primer objetivo de este capitulo ha sido estudiar la proteina
SeqA y su relacién con la replicacion cromosémica. Para este estudio
utilizamos dos técnicas diferentes: la inmunodeteccién por microscopia
de fluorescencia y la inmunoprecipitacién de la cromatina seguida de la
hibridacién a microarrays genémicos de E. co/i (ChIP-on-chip). El
segundo objetivo fue determinar si la organizacién de las horquillas de
replicacién depende del ciclo celular, basindonos en la citometria de
flujo e inmunomicroscopia de fluorescencia de la proteina SeqA.

1.1. La proteina SeqA se localiza en posiciones
discretas dentro de la célula y la formacion de
focos SeqA depende de la replicacion

cromosomica

Estudios in vitro demuestran que la proteina SeqA se une a las
secuencias GATC hemimetiladas originadas tras el avance de las
horquillas de replicaciéon (Guarne ez al, 2005). Ademis, la
inmunodeteccién de la proteina SeqA, usando microscopia de
fluorescencia (Brendler ez al., 2000; Onogi ¢z al., 1999), ha revelado
focos discretos dentro de la célula que coinciden con los
correspondientes al DNA recién replicado (Adachi e a/, 2005;
Brendler ez al., 2000; Molina y Skarstad, 2004; Onogi ¢z al., 1999). Por

tanto, la localizacién y el nimero de focos de SeqA puede ser utilizado
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para estudiar la replicacién cromosémica en funcionamiento y, en
definitiva, las horquillas de replicacién.

En primer lugar analizamos la posicién subcelular de los focos
SeqA en células de E. co/i. Para ello se utilizé la estirpe CMT931
(nrdB::3xFLAG) creciendo en glicerol a 37°C. La microscopia de
fluorescencia mostré la presencia de focos discretos (Fig. 21) en
numero desde uno a cuatro focos (Fig. 22). La localizacién de los focos
mostré que las células que presentan un tnico foco, éste estd situado,
preferentemente, cerca del punto medio de la célula (0,4+0,08) (Fig.
22.A). Cuando las células presentan dos focos, en la mayoria (86,1%)
estin situados a ambos lados del centro celular y localizados en las
posiciones 1/4 y 3/4 (0,28+0,11 y 0,67+0,17) (Fig. 22.B). En las
células con tres focos, uno de ellos estd situado cercano a la posicién 1/4
(0,22+0,13), el segundo en el centro (0,53+0,13) y el tercero en la
posicién 3/4 (0,86£0,15) (Fig. 22.C). La proporcién de células con 4
focos es baja (1,56%) y parecen estar localizados en las posiciones 1/8,
3/8, 5/8 y 7/8 (0,13+0,09; 0,37+0,08; 0,68+0,16; 0,86+0,08) (Fig.
22.D).

FIGURA 21. Inmunolocalizacién
de la proteina SeqA en células de
un cultivo exponencial de la estirpe
CMT931(nrdB::3xFLAG) de E.coli

creciendo en glicerol a 37°C.

Estos resultados apoyan la idea preexistente de que los focos
SeqA estin en posiciones discretas en la célula. Ademds dichas
posiciones son similares a las obtenidas al analizar las horquillas de
replicacién con pulsos de BrdU, que marca el DNA recién replicado

(Adachi et al., 2005).
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Posicion relativa

Como la proteina SeqA se une al DNA hemimetilado, es decir,
recién replicado (Onogi ef al, 1999), los focos deberian desaparecer
cuando la iniciacién de la replicacién cromosémica se bloquea. Ya ha
sido estudiado cémo disminuye el nimero de focos de SeqA en cultivos
con rifampicina (Molina y Skarstad, 2004), pero como la rifampicina
afecta a la transcripcién y a la estructura cromosémica puede
distorsionar el andlisis de los focos SeqA. Para verificar que la presencia
de focos de SeqA depende de la replicacién activa se utilizé la estirpe

CMT934 (dnaC2 nrdB::3xFLAG) que presenta el alelo dnaC2. Este
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alelo codifica una proteina DnaC termosensible que, a temperatura
restrictiva, afecta a la carga de la helicasa DnaB sobre las cadenas de
DNA en la apertura del origen de replicacién (Marians, 1995) e inhibe
la iniciacién cromosémica cuando se incuba a temperatura no-
permisiva. Para obtener células sincronizadas para el inicio de la
replicacién cromosémica un cultivo exponencial de CMT934 creciendo
en medio minimo con glicerol a 30°C se incubé a 42°C durante 60
minutos para completar las rondas de replicacién en marcha mientras
se bloqueaba la iniciacién de la replicacién. El cultivo se transfirié
posteriormente a 30°C durante 6 minutos, para permitir el inicio de la
replicacién y después se cambié de nuevo a 42°C para inhibir
posteriores inicios de replicacién. La sintesis de DNA en este cultivo
fue analizada mediante la acumulacién de *H-timidina. Los resultados
de la incorporacién de la radiactividad indican que en estas condiciones
s6lo ocurre una ronda de replicacién y que la replicacién termina a los

30 0 40 minutos (Fig. 23.A).
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A continuacién, analizamos el numero de focos SeqA tras el
bloqueo y posterior sincronizacién de la replicacion cromosémica (Fig.
23.B). Cuando no hay replicacién activa (tras 60 minutos a 42°C) mis
de un 80% de las células carece de focos visibles de SeqA. Al transferir
el cultivo a 30°C permitiendo el inicio de nuevas rondas de replicacién,
se inicia la primera ronda de replicacién y un 80% de las células
presentaron 1 y 2 focos de SeqA y sélo un 20% no mostré focos. El
numero de células con 2 focos SeqA experimenta un pequefio aumento
a los 30 minutos de incubacién a 42°C, que podria indicar que algunos
de los focos de SeqA correspondian con dos horquillas de replicacién
que se han separado en dos focos al migrar en direcciones opuestas. El
nimero de células con un foco disminuye ligeramente, lo que
corresponderia con las células que han iniciado la replicacién en los 6
min a 30°C. El resto de células sin focos serian las células que no han
iniciado en estos 6 min y ya no iniciardn tras incubar a 42°C.

Estos resultados sugieren que la aparicién de focos SeqA depende
de la replicacién cromosémica en funcionamiento y apoyan la idea de
que los focos SeqA discretos son agrupamientos de moléculas de SeqA
unidas a segmentos de DNA recién replicados y hemimetilados en las
horquillas de replicacién.

1.2. ChIP-on-chip de cultivos sincronizados
permite detectar las horquillas de replicacion
activas

Los estudios de localizacién subcelular de las horquillas de
replicaciéon con pulsos con BrdU y posterior anilisis por
inmunofluorescencia muestran una colocalizacién con los focos SeqA
(Adachi ez al, 2005; Molina y Skarstad, 2004). Sin embargo, la
inmunomicroscopia no permite determinar si SeqA se une
uniformemente a lo largo de todo el cromosoma. Ademds, ya que la
secuencia. GATC no estd homogéneamente distribuida por todo el
genoma (Henaut ez al., 1996) y la desaparicién de los focos depende de
la remetilacién por la proteina Dam metilasa que ocurre a los 2-5
minutos tras pasar la horquilla de replicacién (Slater ez al., 1995), es
posible que la replicacién de determinadas zonas del cromosoma no
produzca focos de SeqA.

En este trabajo hemos utilizamos la técnica de ChIP-on-chip
para detectar la asociacién de proteinas con regiones especificas del
genoma in vivo que combinada con el array del genoma de E. co/i nos
permite identificar la localizacién de la proteina SeqA en el cromosoma
completo y en un momento determinado del ciclo celular.

Para estudiar la localizacién de las horquillas de replicacién
activas mediante ChIP-on-chip se utiliz6 la estirpe CMT933 (dnaC2
dnaX::HA nrdB::3xFLAG) a 30°C en medio LB. El alelo @7aC2 nos
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permite obtener células sincronizadas para el inicio de la replicacién
cromosémica. Las muestras se tomaron cuando la replicacién estaba
bloqueada (tras 60 minutos a 42°C) (Fig. 24.A) y cuando sélo una
ronda de replicacién estaba funcionando (6 minutos después del

cambio a 30°C) (Fig. 24.B, Cy D).

Los resultados indican que los ensayos de ChIP-on-chip sirven
para detectar segmentos de DNA unidos a SeqA y que éstos son
secuencialmente detectados segiin progresa la replicacién bidireccional
del DNA cromosémica. De esta forma, la proteina SeqA se une al
DNA hemimetilado recién replicado y nos permite seguir el
funcionamiento de las horquillas de replicacién activas. Estos
resultados indican que todo el genoma debe generar focos de la proteina
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1.3. Las horquillas de replicacion presentan una
organizacion dinamica

1.3.1. Laorganizacion de las horquillas de replicacion es dependiente del ciclo
celular

Se han elaborado distintos modelos de organizacién de los
replisomas empleando datos correspondientes a distintos tipos de ciclo
celular. Con objeto de estudiar si la organizacién de las horquillas de
replicacién depende del tipo de ciclo, comparamos la distribucién de
los puntos de replicacién, obtenida por citometria de flujo, con la de los
focos de SeqA obtenidos por microscopia de inmunofluorescencia, en
bacterias creciendo en diferentes medios de cultivo. Dado que las
horquillas acopladas son detectadas como un unico foco, la relacién
horquillas/foco o puntos de replicacién/foco puede ser usada para
entender la organizacién de la maquinaria de replicacién.

Se cultivé la estirpe de E. co/i CMT931 (nrdB::3xFLAG) a 37°C
en medio minimo que contenia glicerol, glucosa o glucosa con
casaminodcidos como fuente de carbono. Los histogramas de los
contenidos de DNA por célula de cultivos exponenciales (Fig. 25 A-C)
se utilizaron para determinar el tiempo de replicacién, periodo C, el
tiempo transcurrido entre el fin de la replicacién y divisién celular,
periodo D (Fig. 25.D-F) y la distribucién de los puntos de replicacion
por célula (Fig. 25.G-I). Las muestras tratadas con rifampicina y
cefalexina (Fig. 25.A-C) se utilizaron para calcular el nimero de
origenes de replicacién de los cultivos exponenciales. La existencia de
dos picos mayoritarios, correspondientes a 2" cromosomas por célula, en
cada poblacién indica una baja variabilidad intercelular en los
parametros del ciclo y sincronia de la iniciacién de la replicacién en
todos los medios de cultivo. Las bacterias crecidas en diferentes medios
presentan diferentes ciclos celulares con un mayor solapamiento de
rondas de replicacién a medida que aumenta la velocidad de
crecimiento. De esta forma, las bacterias con menor velocidad de
crecimiento (Fig. 25.D), correspondientes al cultivo en glicerol, poseen
cromosomas sin ninguna ronda de replicacién en funcionamiento
durante una parte de su ciclo celular. Al aumentar la velocidad de
crecimiento (Fig. 25.E) hay dos rondas de replicacién por cromosoma y
hasta 6 puntos de replicacién activos durante una parte del ciclo. En
un medio con glucosa suplementado con casaminodcidos, el cromosoma
bacteriano puede llegar a presentar hasta tres rondas de replicacién y
12 puntos de replicacién por célula (Fig. 25.F).

El anilisis del namero de focos SeqA por célula observados por
inmunomicroscopia (Fig. 25. J-L) mostré que, en todos los cultivos, el
namero de focos es mas bajo que el de puntos de replicacién, con el
grupo mis frecuente de focos SeqA correspondiendo a la mitad del
numero de puntos de replicacién (Fig. 25. G-L). Este resultado indica
que las horquillas hermanas colocalizan durante una fraccién del
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periodo de replicacién. Sin embargo, las horquillas de replicacién y los
focos no aumentan en la misma extensién al incrementarse el
solapamiento de rondas de replicacién. Asi, el nimero de horquillas de
replicacién por foco aumenta con la velocidad de crecimiento, pasando
de 1,14, a 2,17 (Fig. 25 G-I). Esto sugiere que la cohesién de las
horquillas de replicacién se alarga con la velocidad de crecimiento o con
el nimero de horquillas por célula. Es destacable que estos resultados
no estin de acuerdo con ningiin modelo propuesto sobre la organizacién
del replisoma, ya que todos ellos suponen una correlacién lineal entre el
numero de focos y el de horquillas.

FIGURA 25. Organizacién de

las horquillas de replicacién en

células creciendo
exponencialmente.
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1.3.2. Andlisis de la fraccion de los nucleoides ocupada por focos de SeqA
Dado que el nimero de focos de SeqA es analizado a partir de
imdgenes de microscopia, diversos factores podrian dificultar su
correcta deteccién. Durante el ciclo celular, la longitud celular se
duplica, el tamafio del nucleoide aumenta y todas las macromoléculas
se duplican. Sin embargo, el nimero de puntos de replicacién por
célula no aumenta necesariamente a lo largo del ciclo celular (Fig.
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25.D-F). Por ejemplo, las células recién nacidas pueden tener mis
puntos de replicacién que en una fase posterior del ciclo (Fig. 25.D y
F) o el nimero miximo de puntos de replicacion por célula puede
alcanzarse en la mitad del ciclo y no al final (Fig. 25.E). De este modo,
debido al variable espacio disponible para cada foco, podrian producirse
subestimaciones de focos en determinadas clases de células.

Para estudiar si la cohesién diferencial de las horquillas de
replicacién detectada en este estudio podria ser debida a un error en la
deteccién de algunos focos en algunas clases de células, se analizaron las
imagenes deconvolucionadas de células creciendo lenta o rdpidamente y
se midieron las dreas de los focos de SeqA y de los nucleoides (Fig. 26).
La fraccién total del nucleoide ocupada por los focos de SeqA estd entre
11,1 y 15,2% en las células creciendo en glicerol y entre 13 y 19,7% en
los cultivos con glucosa y casaminodcidos. Aunque esta fraccién es mds
pequefia en células con menor nimero de focos, las diferencias no
parecen ser suficientemente significativas para distorsionar el
significado del recuento de células y producir una aparente cohesién de
horquillas de replicacién.

FIGURA 26. Fraccién del nucleoide ocupada por

las horquillas de replicacién.
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Adicionalmente, hay que considerar que la intensidad de los
focos podria disminuir y obtenerse una sefial menor cuando aumenta el
namero de focos por célula, debido simplemente a que la cantidad de
anticuerpo fluorescente se repartiria. Si tenemos en cuenta que células
que poseen un nimero anormalmente alto de nucleoides y puntos de
replicacién (tratadas con cefalexina que bloquea la divisién celular pero
no la replicacién del DNA) presentan focos de SeqA de tamafio y
apariencia normal (Molina y Skarstad, 2004) y, que trabajos en los que
algunos mutantes de replicacién (con pocas horquillas de replicacién
por célula) muestran muchos focos pequefios (Bach ez a/., 2003; Molina
y Skarstad, 2004), podemos concluir que el tamafio de los focos refleja,
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al menos en parte, una organizacién dindmica de las horquillas de
replicacion.

1.3.3. El niimero de focos de replicacion por célula sugiere una organizacion
dindmica de los replisomas

El nimero de puntos de replicacién por célula puede ser descrito
por una funcién con un maximo de tres intervalos determinados por las
edades de inicio y terminacién de la replicacién (Fig. 25.D-F) por lo
que solamente se esperan tres clases de células con diferentes nimeros
de focos de replicacién para cada ciclo celular. Sin embargo,
pricticamente todos los estudios de focos de proteinas de la replicacién
bacteriana describen mds de tres tipos de células (Adachi ez a/., 2008;
Brendler ez al., 2000; Espeli ez al., 2003; Hiraga ez al., 2000; Lemon y
Grossman, 1998; Molina y Skarstad, 2004). Esta discrepancia entre los
valores experimentales y los tedricos podria ser explicada por: i) la
variacion célula a célula, ii) el solapamiento de focos, o iii) por el
agrupamiento dindmico de las horquillas de replicacién.

Aunque la variacién célula a célula podria explicar la distribucién
de focos, ya que aumentaria las diferentes subpoblaciones de células,
nuestros resultados indican que la distribucién de los focos de
replicacién no puede ser debida a una pequefa variacién célula a
célula, ya que los histogramas de DNA deberian ser muchos mis
amplios que los obtenidos.

La microscopia de deconvolucién utilizada para este andlisis
minimiza las subestimaciones del numero de focos, pero siempre
podrian existir algunos focos que podrian solaparse aleatoriamente y no
detectarse como focos individuales. Si los focos estuvieran distribuidos
al azar, el solapamiento de focos estaria determinado por el drea del
nucleoide y de los focos y por el nimero de focos por célula. De esta
forma podriamos estimar la fraccién de células esperada que “esconden”
focos. En la figura 26.A, el 7% de las células con dos focos serian
observadas con un solo foco, es decir, en 7 de cada 100 células el
segundo foco estaria, debido al azar, exactamente en la misma posicién
que el primero. Aunque esto afiadiria mds clases de células, la
subestimacién debido a la superposicién aleatoria de focos no daria
lugar a la distribucién de focos encontrada, es decir, no permitiria
transformar directamente la distribucién de horquillas en distribucién
de focos. Por lo tanto, para explicar satisfactoriamente la presencia de
células con 4 y 6 focos y la ausencia de células con 12 focos en un
cultivo con 6, 4 y 12 puntos de replicacién, hay que sugerir una
organizacién dindmica de las horquillas de replicacién.
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1.3.4. Cobesion de las horquillas de replicacion

En los trabajos que analizan la organizacién de la maquinaria de
replicacién se han utilizado diferentes estirpes, condiciones de
crecimiento y técnicas, por lo que no es sorprendente la controversia
que existe a la hora de considerar las diferencias encontradas. Para
agrupar los modelos alternativos se utilizaron los datos publicados
previamente para medir el grado de colocalizacién de las horquillas. Los
datos publicados se seleccionaron segiin los siguientes criterios: a)
solamente estirpes silvestres; b) se conoce el nimero medio de
horquillas/célula o puede ser calculado y c) esos datos se utilizaron para
apoyar algin modelo de organizacién del replisoma. De esta forma, se
compararon el nimero medio de horquillas de replicacién y de focos en
16 cultivos seleccionados (Tabla 3). Aunque, de forma general, el
nimero de focos aumenta al aumentar el de horquillas, la correlacién
entre ellos no es sencilla.

TABLA 3. Numero medio

de focos de replicacién en 16
cultivos seleccionados.

B, tasa de crecimiento
a. Método usado para visualizar las
horquillas de replicacién o proteinas.

M Esti DNA/ Horquillas/  Foco/ Ori Método de
uestra stirpe K célula célula célula ngen andlisis®
1 NK9387 0.2 1.27 0.4 0.28 (Batesy DnaX-GFP
Kleckner, 2005)
2 NK9387 0.48 1.61 0.82 0.624 (Batesy DnaX-GFP
Kleckner, 2005)
3 ILO5 0.4 1.4 0.97 0.65 (Adachi et al, BrdU
2008)
4 CSH50 0.75 1.42 0.99 0.71 (Sunako ef al, FISH
2001)
5 NK9387 0.67 1.54 1.12 0.76 (Batesy DnaX-GFP
Kleckner, 2005)
6 CMT931 0.73 1.83 2.1 1.84 Este trabajo Anti-SeqA Ab
7 JP313 0.95 1.79 21 1.6 (Brendler e al,  SeqA-GFP
2000)
8 ILO5 0.8 1.94 2.76 1.76 (Adachi et al, BrdU
2008)
9 CMT931 1 2.15 32 2 Este trabajo Anti-SeqA Ab
10 JK607 0.86 2.16 34 2.63 Este trabajo Anti-SeqA Ab
11 CM735 1.5 2.68 4.6 25 (Molina y Anti-SeqA Ab
Skarstad, 2004)
12 JP313 1.77 2.54 4.7 2.6 (Brendler e al,  SeqA-GFP
2000)
13 MGN54 1.76 2.55 49 2.6 (Molina y Anti-SeqA Ab
Skarstad, 2004)
14 SE72 1.46 2.64 5.34 2.7 (Fossum et al, BrdU
2007)
15 CMT931 1.36 2.88 59 2.71 Este trabajo Anti-SeqA Ab
16 ILO5 1.71 2.94 7.09 2.53 (Adachi e al, BrdU
2008)
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Para el andlisis de la cohesién de las horquillas de replicacién se
compararon las relaciones horquillas/foco y horquillas/célula (Fig. 27).
El nimero medio de puntos de replicacién/foco derivado de la tabla 3
indica el solapamiento de rondas de replicacién y fue utilizado como
indice de cohesién para comparar los cuatro modelos diferentes de
organizacién de la maquinaria de replicacién:

Modelo 1. Horquillas independientes. En este modelo, las
horquillas de replicacién se alejan una de otras independientemente a
lo largo del cromosoma y cada una dard un foco.

Modelo 2. Fiébricas de replicacién transitorias con 2 horquillas.
Las horquillas de replicacién permanecen juntas durante el primer
tercio de la fase de elongacién y después se mueven en direcciones

opuestas (Bates y Kleckner, 2005; Brendler ez a/., 2000; Hiraga, 2000).

Modelo 3. Fébricas de replicacién fijas. Las parejas de horquillas
estin unidas formando una factoria de replicacién durante toda la
replicacién del DNA (Dingman e al, 1974; Lemon y Grossman,
1998).

Modelo 4. Fiébricas de replicacién dindmicas con 4 y 2
horquillas. Los origenes hermanos estin unidos en el inicio, de forma
que las 4 horquillas estin agrupadas en las fibricas de replicacién
recién formadas y posteriormente las parejas de horquillas se desplazan
en direcciones opuestas (Molina y Skarstad, 2004).

Los modelos 1 y 3 proponen valores del cociente puntos de
replicacion/focos iguales a 1 y 2, respectivamente. Mientras que en el
modelo 2 los puntos de replicacién se separan después del primer
tercio, en el modelo 4 las fibricas replicativas se escinden en dos tras la
replicacién del primer décimo del cromosoma. En conclusién, los
cuatro modelos proponen que el cociente puntos de replicacién/foco
estd comprendido en intervalos muy estrechos.

Todos los modelos mencionados asumen que los replisomas estdn
organizados independientemente del tipo de ciclo celular, difiriendo
simplemente en la cohesién propuesta de las horquillas v,
consecuentemente, en la relacion puntos de replicacién/foco esperada.
Sin embargo, ninguno de los modelos es compatible con los resultados
que sugieren una relacion horquillas de replicacién/foco variable. Para
afrontar este problema se compararon el nimero de horquillas de
replicacién/foco, usado como indice de cohesién de replisomas, y el
numero de puntos de replicacién/célula (Fig. 27). Aqui la relacién de
horquillas de replicacién/foco fluctia entre 1,14 (muestra 7) y 2,79
(muestra 16). En cultivos con menos de tres puntos de
replicacién/célula, las horquillas de replicacién colocalizan durante una
fraccién moderada, alrededor de un tercio del periodo de replicacién,
mientras que en cultivos con mds de tres puntos de replicacién por
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célula, la colocalizacién de las horquillas de replicacién aumenta con el
solapamiento de los ciclos de replicacién. La fase donde el indice de
cohesién sobrepasa el valor que corresponde con el modelo de factoria
de replicacién, es decir, un numero de puntos de replicacién/foco
superior a 2, sugiere un agrupamiento transitorio de mds de dos
horquillas en cada fibrica de replicacién.

Valores experimentales Organizacion de las
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1.2

TT

h. independientes

T
012 3 45 6 7

Horquillas/célula

Los trabajos previos similares no consideran el crecimiento de las
células lento y ripido juntos y/o asumen, sin analizar, los parimetros
del ciclo celular, por lo tanto, no tienen en cuenta la influencia del
solapamiento de ciclos. Nuestros resultados indican que existe una
organizacién dindmica de las horquillas de replicacién que depende del
solapamiento de rondas de replicacién, es decir, del nimero de
horquillas de replicacién por cromosoma.

Resultados

h illas d licacio
orquifias de replicacion FIGURA 27. Anilisis de la cohesién de las

— horquillas de replicacién: comparacién de

replicacién/células.
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1.4. Organizacion de las horquillas de replicacion
en un mutante en la ribonucleosidodifosfato
reductasa

La elongacién de la replicacién depende de un complejo
multiproteico que incorpora dNMPs en las cadenas de DNA recién
replicadas. La RNR, codificada por el operén nrdAB, una enzima clave
para la sintesis de estos precursores, sintetiza los cuatro dNDPs que
una vez fosforilados serdn utilizados por la DNA polimerasa III para la
polimerizacién del DNA. Para analizar qué ocurre con las horquillas de
replicacién cuando la maquinaria de sintesis de nucledtidos estd
afectada, se utilizé la estirpe JS1018 que contiene el alelo nrdA4101.
Este alelo codifica una proteina termosensible y presenta problemas de
replicacién después de 4 horas a la temperatura no permisiva (42°C),
ademads de alteraciones en la segregacién de los cromosomas hermanos y
en la divisién celular (Guzman ez al., 2002; Riola ez al., 2007).

La estirpe parental, JK607, y la mutante JS1018, nrd4101, se
cultivaron en medio minimo M9 suplementado con casaminodcidos a
30°C y, posteriormente, se cambié a 42°C (a una D.O. de 0,15) (Fig.
28.A, D, G y J). Después de 30 minutos del cambio a 42°C, las
cantidades de DNA/célula y masa/célula sufren un aumento similar
(Fig. 28.D, E, J y K) demostrando que el contenido de DNA y masa
celular estin aun correlacionados en ambas estirpes. Ademds no se
observa ninguna alteracién importante ni en el nimero, ni en la
morfologia de los focos de SeqA (Fig. 28. N). Tras 180 minutos del
cambio a la temperatura no permisiva, los focos de la proteina SeqA se
agregan en la mitad de la célula y pasan a no poder ser identificados
como focos individuales en el mutante nrd4101 (Fig. 28. C, F, I, L, M
y N). Ademis la segregacién del nucleoide se pierde completamente y
aparecen células anucleadas. Por lo tanto, estos datos sugieren que en
un mutante que tiene afectada la maquinaria de sintesis de nucleétidos
los focos de SeqA no pueden identificarse como focos concretos y la
segregaciéon del nucleoide estd afectada gravemente, de manera que
tiene comprometida tanto la maquinaria de replicacién como la de
segregacion.

Estos resultados apoyan la hipdtesis de que la proteina RNR
juega un papel funcional y/o estructural importante, conectando la
sintesis de nucledtidos con la replicacién y la division celular (Guzmin

et al., 2002; Molina ez al., 2008; Riola ez al., 2007).
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FIGURA 28. Inmunolocalizacién de la proteina SeqA de las estirpes JK607
(nrdA+) y JS1018 (nrdA101) (A, By Cy G, H, I respectivamente).

Anilisis del nimero de focos de la proteina SeqA de ambas estirpes (N y M).

Distribucién del contenido de DNA y masa por célula de las estirpes JK607
yJS1018 (D-F y J-L, respectivamente).

Las células se crecieron exponencialmente en glucosa con casaaminodcidos a
30°C (t=70 y 74 minutos, respectivamente) y las muestras se tomaron antes de
iniciar el cambio a 42°C (A, D, Gy ]), tras 30 minutos (B, E, Hy K) y 3 horas a
42°C (C, F,IyL).

Las células se tifieron con Hoestch (azul) para localizar los nucleoides. La proteina SeqA se marca
con los anticuerpos anti-SeqA y anti-conejo-FITC (rojo).

El contenido de DNA y masa por célula se determind a partir de las distribuciones de intensidad de
fluorescencia de los fluoréforos Hoestch 33258 y FITC, respectivamente, obtenidas por citometria de
flujo.

Las imdgenes se tomaron con el microscopio de fluorescencia Zeiss Axioplan.
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Localizacion y organizacion de la
magquinaria de replicacion:
subunidad T de DNA pol Ill y
helicasa DnaB

Resumen

Para entender como se organiza la maquinaria de replicacién,
se han estudiado dos proteinas del replisoma, la subunidad T de la
DNA polimerasa III y la helicasa DnaB. Ambas proteinas estin
localizadas en focos discretos en la célula y presentan una distribucién
ordenada similar a las horquillas de replicacién durante la replicacion
cromosémica. En células creciendo lentamente, el nimero de puntos
de replicacién y los focos de estas proteinas apoyan la existencia de una
organizacién dindmica de la maquinaria de replicacién a lo largo del
ciclo celular.

La relacién espacial y numérica entre la proteina SeqA y las
proteinas del replisoma sugieren la idea de un preensamblaje previo al
comienzo de la replicacién cromosémica.

Abstract

In order to understand the replication machinery organization,
localization of two replisome proteins foci, the T subunit of DNA
polymerase III holoenzyme and DnaB helicase, , have been studied.
Both proteins are located in discrete foci and reflect an ordered
distribution similar to that of the replication forks during DNA
replication. The number of forks and those of these proteins in slowly
growing bacteria, support a dynamic replication machinery model
during the replication period.

The numerical and spatial relationship beteween replisome and

SeqA suggests a preassembly of the required proteins near the midcell
before replication initiates.
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CAPITULO 2






101

Capitulo 2 Localizacién y organizacién
de la maquinaria de replicacion:
subunidad t de la DNA polimerasa III y
helicasa DnaB

2.1. Localizacion y organizacion de la subunidad t
de la DNA polimerasa III

En esta parte del trabajo, el objetivo ha sido
analizar la localizacién y organizacién de la subunidad < de la
DNA polimerasa mediante la fusién del epitopo HA a su
extremo carboxilo. La subunidad t de la DNA polimerasa III
pertenece al complejo y o complejo cargador de la abrazadera p
de la holoenzima pol III al DNA y su funcién principal es el
aumento de la procesividad de la DNA polimerasa III
(Pritchard ez al., 2000).

Considerando la organizacién dindmica de las horquillas
de replicacién detallada en el capitulo anterior elegimos
estudiar la organizacién de la maquinaria de replicacién en
células creciendo lentamente, es decir, con menor
solapamiento de rondas de replicacién, para simplificar la
interpretacién de los resultados. En la figura 29.B se muestra
el ciclo de la estirpe CMT936 (dnaX::HA, nrdB::3xFLAG)
creciendo en medio minimo con glicerol a 37°C. En estas
condiciones esta estirpe tiene unos valores de t, Cy D de 82,
110 y 4,3 minutos. Estos datos implican un » de replicacién
de 1,34 lo que supone que durante un tercio del ciclo celular
existen dos ciclos de replicacién solapados que presentan hasta
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seis puntos de replicacién.

A =82
FIGURA 29. Ciclo celular de la ; ‘

2pr 4 pr

estirpe CMT927 (CM735/pKD46)
(A,  CMT936  (dnaX:HA, @, @
nrdB::3xFLAG) (B) y CMT937
(dnaX::HA, nrdB::3xFLAG) (C). o

El valor de T se determiné por densidad 110 Yy

optica y los valores C'y D a partir de la citometria

de cultivos exponenciales y tratados con
rifampicina y cefalexina.

En la parte inferior de cada figura aparece el
ndmero de puntos de replicacién esperado y un
diagrama esquemadtico de posibles modelos de

organizacién del replisoma.

El andlisis de la subunidad t mediante microscopia de
inmunofluorescencia (Fig. 30) muestra a esta proteina
localizada en focos discretos y no se observé ninguna célula
con fluorescencia difusa. Las células en las que t no llevaba el
epitopo HA no presentaron fluorescencia.

FIGURA 30. Inmunolocalizacién
de la subunidad Tt de la DNA
polimerasa III en células de un
cultivo exponencial de la estirpe
CMT936 (dnaX::HA
nrdB::3xFLAG) de E.coli creciendo
en glicerol a 37°C.

Las células se tifieron con Hoestch (azul)
para localizar los nucleoides. La proteina
DnaX se marcé con los anticuerpos anti-HA

y anti-ratén-FITC (verde).

El tamafio de la linea blanca representa un

um.

Imdgenes tomadas con el microscopio de

fluorescencia Olympus IX70 (Delta Vision).
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Para obtener informacién sobre la localizacién subcelular
de la subunidad <, analizamos las posiciones relativas de los
focos de esta estirpe creciendo exponencialmente (Fig. 31).

35
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FIGURA 31. Posiciones
subcelulares de los focos de la
15 subunidad T de la DNA

) polimerasa III en cultivos

creciendo en glicerol a 37°C.
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En el cultivo analizado se observé una correlaciéon
positiva entre el nimero de focos y el tamafio celular (Fig. 32),
como cabria esperar dado que el ciclo de esta bacteria implica
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dos puntos de replicacién al inicio del ciclo y seis y cuatro
puntos en las etapas finales del ciclo. En las células mis
cortas, con un unico foco, éste se encuentra preferentemente
cerca del punto medio de la célula (posicién relativa
0,35+0,1). En las células con dos focos éstos se sitian a ambos
lados del centro celular, desplazados desde el centro a las
posiciones 1/4 'y 3/4 (posiciones relativas 0,28+0,14 y
0,63+0,19 respectivamente). Cuando las células tienen tres
focos, uno de ellos estd situado cercano a la posicién %
(posicién relativa 0,19+0,14), el segundo al punto medio
(0,46+0,11) y el tercero a la posicién 3/4 (0,74%0,13). Las
células con 4 focos presentan una distribucién en valores
relativos 0,10+0,07, 0,40+0,12, 0,59+012, y 0,85+0,08 que
corresponderia con una distribucién ordenada en las posiciones

aproximadas de 1/8, 3/8, 5/8 y 7/8.

T T
26 i
FIGURA 32. Longitud celular
promedio de células con 1, 2, 3 /
y 4 focos de la subunidad t de - // 1
la DNA polimerasa III (A) y de e + ¢
la helicasa DnaB (B) en cultivos c—; L
creciendo en glicerol a 37°C. © ~
© o 22| - -
= -~
© .
E ~
&
2 L g i
/s
v
1.8 T -
1 1 1 1
0 1 2 4 5

3
Numero de focos

Estos resultados son similares a los obtenidos en este
trabajo con la proteina SeqA, asi como a los obtenidos por
Onogi et al. cuando estudian la localizacién subcelular de los
focos de la subunidad B de la DNA polimerasa (Onogi ez al.,
2002).
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Dado que el crecimiento de la longitud celular en una
poblacién bacteriana es exponencial durante el ciclo entero
(Koppes ef al., 1978; Koppes y Nanninga, 1980; Trueba y
Koppes, 1998), la longitud celular media podria ser usada para
determinar la edad de la célula y analizar la evolucién de los
focos a lo largo del ciclo celular (Fig. 33). Aunque la longitud
celular no da una medida precisa de la edad celular, se ha
observado una buena correlacién (Reyes-Lamothe ez al,
2008). Las células mds pequefias tienen mayoritariamente 1y
2 focos por célula que podrian corresponder a las que acaban
de nacer y los dos replisomas hermanos estdn unidos (1 foco) o
se han separado (2 focos) (Fig. 33.A). Similar situacién
aparece en las células de mayor longitud que tienen,
predominantemente, 2, 3 y 4 focos. Estos corresponderian a
células que se encuentran en el periodo D, han acabado el
primer ciclo de replicacién, y el segundo continda
funcionando. De esta forma, existirian dos cromosomas cada
uno con dos replisomas hermanos localizados en la misma
posicién celular (1 foco por cada cromosoma), un cromosoma
con los dos replisomas unidos y el otro cromosoma con los
replisomas separados (tres focos por célula) y células con dos
cromosomas con los replisomas separados (4 focos por célula)

(Fig. 33 A).

Para analizar cémo evoluciona el nimero de focos de
DnaX con el ciclo celular, el anilisis del nimero de focos se
hizo agrupando las células en tres intervalos determinados por
las edades de inicio y terminacién de la replicacién. De esta
manera se esperarian tres clases de células con diferentes
nimeros de puntos de replicacién. Segun los datos del ciclo,
deberia haber un 69,8% de células con 2 puntos de
replicacién, 26,6% con 6 puntos de replicacién y 3,5% con 4
puntos de replicacién (Fig. 29). Asumiendo la longitud celular
como un equivalente de la edad celular, agrupamos las células
de menor tamafio que suman el 69,8% del cultivo, las
siguientes en tamafo hasta alcanzar el 26,6% y las mayores
corresponderian con el 3,5%. Los datos observados (Fig. 33 B)
muestran que las células con dos puntos de replicacién tienen,
preferentemente, 1 y 2 focos de DnaX (los replisomas
hermanos unidos o separados, respectivamente); las de 6
puntos de replicacién muestran mayoritariamente 2, 3 y 4
focos en las que dos ciclos de replicacién se encuentran
solapados (existen en el mismo cromosoma replisomas
hermanos unidos y separados) y las de 4 puntos de replicacién
al final del ciclo tienen 2 y 4 focos que se interpretan como
dos cromosomas con sus dos focos unidos o separados. Estos
resultados muestran una correlacién entre el numero de
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puntos de replicacién y los focos de la proteina DnaX que

tiene importantes consecuencias para deducir el estado de

asociacién de la maquinaria de replicacién a lo largo del ciclo

celular que serd discutido mds adelante.

FIGURA 33. Distribucién de
la subunidad t de la DNA
polimerasa III en funcién de la
longitud celular (A) y de los
grupos de células en distintas
fases del ciclo (B).

En el panel C se muestra el

porcentaje de células con
diferente nimero de focos y un
diagrama esquemitico de la
posible  localizacién de los
replisomas al principio y final
del ciclo celular.

ti es el momento en que se inicia la
replicacién y tt cuando finaliza la
replicacién en cada ciclo celular.
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2.2. Localizacion y organizacion de la helicasa
DnaB

La helicasa DnaB es la enzima encargada de abrir la
doble hélice y forma parte del replisoma uniéndose a él
mediante la subunidad T (Kim ez a/., 1996).

El objetivo del trabajo presentado en este apartado ha
sido el estudio de la localizacién y organizacién de la helicasa
DnaB mediante la fusién y deteccién del epitopo HA. El
anilisis del ciclo celular de la bacteria CMT935 (dnaB::HA,
nrdB::3xFLAG), creciendo en medio minimo con glicerol a
37°C, mostré un tiempo de generacién de 84 minutos y unos
valores de Cy D de 110 y 4,3 minutos (Fig. 29.C) y un valor
de n de 1,30. Segin estos datos la poblacién de bacterias
creciendo exponencialmente tendrd un 72,5% de células con 2
puntos de replicacién, 23,9% con 6 puntos y 3,5% con 4
puntos. Esta estirpe presenta un ciclo celular muy parecido al
de la estirpe CMT936, utilizada para estudiar la subunidad t,
que comparados con los 79 minutos del periodo C de la estirpe
parental CM735 (Fig. 29), indican que las inserciones en
dnaX o dnaB causan un enlentecimiento de la velocidad de
replicacién que afectan por igual a ambas estirpes.

La observacién de la proteina DnaB mediante
microscopia de inmunofluorescencia (Fig. 34) muestra que
esta proteina estd localizada en focos discretos y no se observé
ninguna célula con fluorescencia difusa. Las células que no
contenian el epitopo HA no presentaron fluorescencia.

FIGURA 34. Inmunolocalizacién

de la helicasa DnaB en células de
un cultivo exponencial de la estirpe

CMT935 (dnaB::HA
nrdB::3xFLAG) de E.coli creciendo
en glicerol a 37°C.
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La localizacién subcelular de la proteina DnaB se estudié
mediante el andlisis de las posiciones relativas de los focos en
cultivos de la estirpe CMT935 creciendo exponencialmente en
medio minimo con glicerol a 37°C (Fig. 35). EIl ntmero de
focos por célula muestra una correlacién positiva con la
longitud celular de forma similar a como lo hace la proteina

DnaX (Fig. 32).
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Las células con un foco, localizado preferentemente en
posicién central, presentan una longitud media de 1,96+0,27
pm; las células con dos focos, con una longitud media de
1,96+0,33 pm, muestran a éstos situados a ambos lados del
centro celular, posicionados, aproximadamente, en 1/4 y 3/4
de la célula (0,25+0,15 y 0,59+0,15). En las células con tres
focos, uno de ellos estd situado cercano a la posicién 1/4
(0,20+0,13), el segundo en el centro (0,48+0,12) y el tercero
en la posicién 3/4 (0,73+0,14) con una longitud celular media
de 2,14+0,33 pm. Las células con 4 focos tienen una longitud
promedio de 2,38+0,36 pm vy se localizan en los posiciones
relativas 0,12+0,09, 0,39+0,11, 0,54+015 y 0,76+0,08, que
corresponderian con una distribucién ordenada en las

posiciones 1/8, 3/8,5/8 y 7/8.

El andlisis del nimero de focos en funcién del tamafio
celular (Fig. 36.A) y del nimero de células en cada uno de los
tres estadios del ciclo celular (Fig. 36.B) presenté una
distribucién similar a la de la proteina DnaX. Estos resultados
indican que la helicasa DnaB, igual que la subunidad t, se
asocia en focos que se distribuyen en la célula de manera
similar a como lo hacen las horquillas de replicacién durante la
replicacién cromosémica.
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FIGURA 36. Distribucién de

la helicasa DnaB en funcién de

la longitud celular (A) y de los
grupos de células en distintas
fases del ciclo (B).

En el panel C se muestra el
porcentaje de células con
diferente nimero de focos y un
diagrama esquemadtico de la
posible localizacién de los
replisomas al principio y final
del ciclo celular.

ti es el momento en que se inicia la
replicacién y tt cuando finaliza la
replicacién en cada ciclo celular.
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2.3. Comparacion de las proteinas DnaX y DnaB
con la proteina SeqA

Para observar la relacién que existe entre las proteinas de la
maquinaria de replicacién, DnaX y DnaB, y la proteina SeqA,
marcamos las proteinas DnaX y DnaB con un fluoréforo
diferente al empleado para SeqA y comparamos el nimero de
focos obtenido de ambas proteinas (Fig. 37 y 38). El andlisis
del numero de focos de SeqA relativo al de ambas proteinas
del replisoma mostré un patrén similar. Aproximadamente la
mitad de las células tienen el mismo nimero de focos SeqA
que de DnaX o de DnaB, 57% y 41%, respectivamente,
mientras que el resto de las células tienen menos focos SeqA
que de proteinas del replisoma.

FIGURA

inmunolocalizacién

proteina  SeqA
subunidad T de la DNA
polimerasa III (A) y con la
helicasa DnaB (B) en
células de E. coli creciendo
en glicerol.
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FIGURA 38. Anilisis
comparativo del nimero
de focos de la proteina
SeqA con las proteinas

DnaX (A) y DnaB (B).
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Dado que las proteinas DnaX y DnaB estin marcadas con
el mismo epitopo no podemos estudiarlas de forma conjunta
en la misma célula, pero podemos comparar los distintos tipos
de células obtenidas al estudiar ambas proteinas por separado.
En la figura 39 se observa que los porcentajes de células con
el mismo nimero de focos son similares para ambas proteinas,
confirmando que representan la misma estructura. Los
porcentajes de células son diferentes cuando las comparamos
con las células marcadas con SeqA. En esta ocasién aparecen
mds células con 1 foco de SeqA que células con un foco de
DnaB o DnaX, lo contrario ocurre cuando consideramos
células con 3 y 4 focos.
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Para conocer si los focos SeqA coinciden con las
horquillas de replicacién o son sélo indicativos de horquillas de
replicacién activas (Adachi e# a/., 2005; Brendler ez a/., 2000;
Molina y Skarstad, 2004; Onogi e al., 1999) estudiamos, en
primer lugar, la relacién espacial entre la proteina SeqA y las
proteinas de la maquinaria de replicacién, DnaX y DnaB,
analizando las posiciones relativas de cada proteina en la
misma célula. La figura 40 representa los promedios de dichas
distancias para las células que presentan el mismo numero de
focos de SeqA que de DnaX y DnaB (Fig. 40.B y D,
respectivamente) y para aquellas con menor nimero de focos
SeqA que de DnaX y DnaB (Fig. 40.B y D, respectivamente).
Los resultados muestran que cuando existe el mismo numero
de focos DnaX o DnaB que de SeqA, éstos se encuentran
préximos. Cuando hay un foco SeqA y dos de DnaB o de
DnaX, estos tltimos estdn situados en las posiciones % y % y el
foco SeqA préximo a uno de ellos. De manera que existe un
foco “extra” correspondiente a las proteinas de la maquinaria
de replicacién que podria corresponder a un preensamblaje de
ésta en la zona donde se va a producir el inicio de la
replicacién.
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FIGURA 39. Comparacién

del porcentaje de células con
1, 2, 3 y 4 focos de la
subunidad T, de la helicasa
DnaB y de la proteina SeqA
en cultivos creciendo en

glicerol a 37 °C.



FIGURA 40. Distribucién

espacial comparativa de la

proteina SeqA frente a la
subunidad t© de la DNA
polimerasa III (con el mismo
y diferente nimero de focos,
Ay B respectivamente) y a la
DnaB helicasa (con el mismo
y diferente nimero de focos,
C y D respectivamente) en
cultivos creciendo en medio

minimo con glicerol a 37°C.

Los circulos representan a la
proteina DnaX (A y B) o DnaB (Cy
D) y los tridngulos representan los
focos SeqA con diferentes tonalidades
cuando hay mds de un foco. A y C
muestran dos tipos de células con 1y
2 focos de DnaX y SeqA y DnaB y
SeqA, respectivamente. B y D
representan  células con  distinto
nimero de focos: en B 2 focos de
DnaX con 1 foco de SeqA y en D dos
tipos de células, una con 2 focos DnaB
y 1 SeqA y otra con 3 focos DnaB y 1
SeqA.
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Con objeto de analizar la proximidad de los focos,

analizamos la distancia que los separa (distancia interfocal) en

células que poseen el mismo nimero de focos de SeqA que de
focos de DnaX y DnaB (Fig. 41 A y B respectivamente). Este

andlisis muestra que el 80% de los focos SeqA se localizan a

una distancia menor de 0,27 pm (didmetro de un foco) de los

focos de DnaX o de DnaB, lo que implica colocalizacién de la

maquinaria de replicacién y de las horquillas de replicacién, a

diferencia de lo que proponen otros autores que encuentran un

porcentaje de colocalizacién del 10% entre las proteinas DnaB

y SeqA (den Blaauwen ez al., 2006).
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FIGURA 41. Anilisis de la
colocalizacién entre la
proteina SeqA y las proteinas
de la magquinaria de
replicacién, DnaX (A) vy
DnaB (B).
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Localizacion y organizacion de
la RNR de E.coli

Resumen

Numerosas evidencias apoyan la idea de que la proteina RNR, que
forma parte del complejo de sintesis de nucledtidos, estd asociada a la
maquinaria de replicacién, pero nadie habia encontrado pruebas directas de
su localizacién subcelular en E.co/i. El objetivo de este capitulo fue el estudio
subcelular de dicha proteina mediante técnicas de inmunomicroscopia, asi
como analizar su relacién con la maquinaria de replicacién.

Las imédgenes de inmunofluorescencia muestran que la subunidad R2
de la RNR forma focos discretos en la célula, que son dependientes de la
replicacion activa y que dichos focos estdn relacionados con los puntos de
replicacion de una forma dependiente del tipo de ciclo celular.

El anilisis conjunto de las proteinas del replisoma y la proteina RNR
indica que la mayoria de las células presentan el mismo nimero de focos con
un alto porcentaje de colocalizacién entre ellos.

Estos resultados apoyan la organizacién de una estructura de orden
superior, denominada hiperestructura de replicacién, donde el complejo de
sintesis de ANTP y el replisoma deben estar estrechamente asociados.

Abstract

A lot of previous evidences support the idea of a physical association
between RNR protein and the replisome, but until now direct evidences
have not been obtained of this association or close localization in E. co/i. The
aim of this chapter was the subcellular localization of this protein by
inmunomicroscopy to study its relationship with replication machinary.

The images show the R2 subunit of RNR protein in discrete foci,
which are dependent on active replicating chromosome and replication
pattern or the kind of cell cycle.

The analysis of fluorescent foci indicate that most of the cells have the
same number of RNR foci as replication protein foci, and that the cells,
which contain the same number of both kind of focio, show a high degree of

colocalization.

These results support the organization of a high order structure, called
replication hyperstructure, where the dNTP synthesis complex and the
replisome should be closely related.
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Capitulo 3 * Localizacién y organizacién
de la ribonucleésidodifosfato reductasa

(RNR) de E. coli

3.1. RNR esta localizada en focos discretos que
dependen de la replicacion cromosomica

Aunque existen evidencias que apoyan la idea de que la RNR se
encuentra asociada al complejo de sintesis de dNTP y que este
complejo debe estar asociado a la maquinaria de replicacién, hasta
ahora nadie ha encontrado pruebas directas de su localizacién
subcelular en E. co/i. Varios autores han intentado localizar el complejo
de sintesis de dNTP mediante el uso de anticuerpos especificos frente a
la TMP sintetasa (den Blaauwen ez al., 2006) o utilizando proteinas de
fusién de GFP con NrdB para localizar a la RNR (Watt ez a/., 2007).
Los resultados obtenidos llevaron a la idea de que dichas proteinas
estan distribuidas por toda la célula sin formar ningin foco visible al
microscopio.

El objetivo de este apartado ha sido el estudio de la localizacién y
organizacién de esta enzima, asi como su relacién con la maquinaria de
replicacién. Una vez estudiada la organizaciéon de la maquinaria y las
horquillas de replicacién, nuestro estudio se centra en el anilisis de su
relacién con la enzima RNR.

En este trabajo hemos localizado a la proteina RNR mediante la
unién del epitopo 3xFLAG al polipéptido NrdB y el uso de un
anticuerpo especifico para este antigeno. Los parimetros del ciclo
celular de las estirpes CMT927, sin el epitopo, y CMT931
(nrdB::3xFLAG), con el epitopo 3xFLAG, creciendo en medio minimo
M09 con glicerol, glucosa o glucosa con casaminoicidos se obtuvieron de
cultivos exponenciales y tratados con rifampicina y cefalexina, a partir
del contenido de DNA/célula obtenido por citometria de flujo. Los
histogramas de las estirpes CMT927 y CMT931 se mostraron muy
similares en cada uno de los medios de cultivo utilizados (Fig. 42), lo
que indica que la insercién del epitopo 3xFLAG en NrdB no afecta al
ciclo celular.
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FIGURA 42. Histogramas de
DNA de cultivos tratados con A B 82 G
rifaimpicina y cefalexina de la
estirpe CMT927 (A, CyE)y
de la estirpe CMT931 (B, Dy ce68
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El anilisis de la microscopia de fluorescencia mostré la presencia
de focos discretos en las células crecidas en los tres medios de cultivoy,
en ningun caso, se observé fluorescencia difusa (Fig. 43).

|eo glucosa glucosa +casa

FIGURA 43. Inmunolocalizacién de la
subunidad B2 de la proteina NrdB en
células de FE.coli creciendo en glicerol (A),
glucosa (B) o glucosa con casaaminodcidos

Q).

Resultados

Capitulo b



El recuento del nimero de focos se realizé en células creciendo
en glicerol, glucosa y glucosa suplementada con casaminodcidos y sus
medias se compararon con el nimero de puntos de replicacién
estimados por citometria de flujo (Fig. 44.A). El nimero medio de
focos de NrdB aumenta a medida que se incrementa la velocidad de
crecimiento. Esto indica que los focos de NrdB estdn, probablemente,
asociados con los puntos de replicacién activos.

El nimero de medio de focos por célula es similar al nimero de
horquillas en células creciendo en medio minimo con glicerol. Por el
contrario, el nimero de focos por célula es mds bajo que el nimero de
horquillas en medios con velocidades de crecimiento superiores. Dado
que las células creciendo en diferentes medios de cultivo presentan
distintos tipos de ciclos celulares (Fig. 42), analizamos cémo varian el
numero de focos y las horquillas de replicacion a lo largo del ciclo
celular en medios lentos y rdpidos, para ello asumimos que la longitud
celular es un indicativo de la edad celular. En medio con glicerol, la
media de las longitudes de las células con 1 y 2 focos son similares y
ambas corresponderian al momento del ciclo celular en el que se
estiman 2 puntos de replicacién. Las células con 3 y 4 focos tienen
también tamafios similares y coinciden con la etapa del ciclo en el que
se estiman 4 puntos de replicaciéon (Fig. 44.B). En las células con
mayor velocidad de crecimiento se observé una mayor discrepancia
entre el nimero de focos y el de puntos de replicacién estimados (Fig.

44.C).

Estos resultados indican que, en células creciendo lentamente, la
mayoria tienen el mismo nimero de focos de NrdB v,
consecuentemente, de complejos de sintesis de dNTP, que de
horquillas de replicacién. En medios de crecimiento mds ricos, las
células muestran un nimero de focos de NrdB mds bajo (un promedio
de 4 focos en lugar de 6) que el numero de puntos de replicacién que
pueden ser explicados por la agregacién de los complejos, como ocurre
con los focos de SeqA explicado en el capitulo 1. Estos resultados
apoyan la idea de una organizacién dindmica no sélo de las horquillas
de replicacion, sino también de los complejos de sintesis de INTP.
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replicacién en los cultivos mis lentos, el trabajo posterior se llevé a cabo
en células creciendo en medio minimo con glicerol.

Para evaluar si la organizacién de la RNR, determinada por la
presencia de los focos de NrdB, es dependiente de la replicacién activa
y, por consiguiente, desaparece cuando se termina la replicacién, se
determiné el numero de dichos focos tras la finalizacién de la
replicacién en células sincronizadas. Un cultivo exponencial de la
estirpe CMT934 (dnaC2 nrdB::3xFLAG) creciendo en glicerol a 30°C
se incub6 a temperatura no permisiva (42°C) durante 60 minutos para
inhibir nuevas iniciaciones y permitir que se completasen las rondas de
replicacién en marcha. El cultivo se transfirié posteriormente a 30°C,
para permitir el inicio de la replicacién, y después de 6 min se pasé, de
nuevo, a 42°C para inhibir nuevas rondas de replicacién. La sintesis de
DNA indica que bajo estas condiciones sélo se inicié una ronda de
replicacién y que la replicacién termina tras unos 40 a 50 minutos (Fig.
45.A). La determinacién del nimero de focos de NrdB muestra que,
tras 6 minutos a 30°C aparecen rdpidamente los focos de NrdB con el
40% de células con 1 foco y otro 40% de células con 2 focos. Al avanzar
la replicacién disminuye el nimero de células con focos NrdB mientras
aumenta el de células sin focos (Fig. 45.B). De estos resultados
podemos concluir que la aparicién de los focos NrdB depende de la
replicacién cromosémica en funcionamiento y que la mayoria de estos
focos desaparecen cuando se termina la replicacién del DNA.
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” FIGURA 45. Estudio de la proteina
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Para conocer la localizacién subcelular de los focos de NrdB se
determinaron sus posiciones relativas (Fig. 46). Los datos muestran que
las células mds pequefias tienen bien un foco en el medio celular
(0,36+0,14) o dos focos en posiciones 1/4 y 3/4 (0,22+0,13 vy
0,62+0,16). Las células mas largas corresponden a células con 3 focos
en las posiciones 1/4, 1/2 y 3/4 (0,16+0,11, 0,47+0,11 y 0,74+0,15) o
cuatro focos en las posiciones 1/8, 3/8, 5/8 y 7/8 (0,13+0,09,
0,40+0,13, 0,61+0,15 y 0,81+0,13). Estos resultados muestran una
distribucién subcelular similar a la de las proteinas SeqA, DnaX vy
DnaB, y reflejan la localizacién de los puntos de replicacién.
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3.2. Analisis comparativo con las proteinas DnaB,
DnaXy SeqA

Para observar la relacién espacial entre la RNR y las
proteinas  SeqA, DnaX y DnaB, las estirpes CMT931
(nrdB::3XFLAG), CMT935 (nrdB:3XFLAG dnaB::HA) y CMT936
(nrdB::3XFLAG dnaX::HA) se crecieron en medio minimo con glicerol
a 37°C y se analizaron mediante inmunomicroscopia de fluorescencia
(Fig. 47). A partir de las imdgenes se determiné el numero de focos de
cada proteina en cada célula (Fig. 48). El analisis de los resultados
obtenidos mostré que la mayoria de las células presentaban el mismo
numero de focos de NrdB que de DnaX (20% con 1 foco de cada, 29%
con 2, 7% con 3 y 5% con 4), DnaB (8% con 1 foco de cada, 23% con 2,
16% con 3 y 6% con 4) y SeqA (16% con 1 foco de cada, 31% con 2,
5% con 3 y 3% con 4). Igual que ocurriera en los casos estudiados
anteriormente, la correlacién con ésta udltima proteina no fue tan
ajustada como lo fueron con las dos proteinas del replisoma.

FIGURA 47. Doble

inmunolocalizacién de la

proteina  NrdB con 1la
subunidad T de la DNA
polimerasa III (A), con la
helicasa DnaB (B y D) y
con la proteina SeqA (Cy
E) en células de E.coli
creciendo en glicerol.
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FIGURA  48. Anilisis

comparativo del ndmero de

focos de la proteina NrdB
con las proteinas DnaX (A),
DnaB (B) y SeqA(C).
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Para estudiar cémo varian los focos en funcién de la edad celular,

se agruparon las células medidas por grupos de tamaifios (Fig. 49). Los

resultados mostraron una distribucién acorde con lo esperado en las tres

parejas de proteinas analizadas. De forma que las células mds jovenes

presentan 1 y 2 focos cuya proporcién disminuye al crecer las células

para incrementarse las que contienen 3 y 4 focos y algunas hasta 5

focos. La comparacién entre los nimeros de focos de NrdB y el de las

dos proteinas del replisoma muestra una coincidencia destacable con

todas las longitudes celulares. Los focos de SeqA presentan, como ya se

ha observado en los datos mostrados anteriormente en este trabajo, una

mayor variacién.
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celular de las proteinas
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FIGURA 50. Distribucién
celular de las proteinas
NrdB y DnaX (A y D),
NrdB y DnaB (B 'y E) y
NrdB y SeqA (C y F),

analizadas  conjuntamente

en la misma célula, en
funcién de la edad celular.
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Para analizar la evolucién del nimero de focos a lo largo de las

tres fases del ciclo celular, se agruparon las células en los tres intervalos

determinados por las edades de inicio y terminacién de la replicacién

(Fig. 50). Los resultados muestran las mismas coincidencias entre los
focos de las proteinas del replisoma y de la RNR (Fig. 50 A, B, Dy E),
con algunas desviaciones entre NrdB y SeqA (Fig. 50. Cy F).
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El examen de las proteinas DnaX y DnaB junto a NrdB muestra
que cuando las células tienen 2 puntos de replicacién,
mayoritariamente presentan 1 y 2 focos de las cuatro proteinas (existe
una unica ronda de replicacién y los replisomas hermanos podrian estar
colocalizando, 1 foco, o separados, 2 focos); cuando en la segunda fase
tienen 6 puntos de replicacién, o dos ciclos solapados, las células
presentan en su mayoria 2, 3 y 4 focos (podrian existir replisomas
unidas y separados en el mismo cromosoma correspondiendo con
distintas rondas de replicacién); al final del ciclo las células tienen dos
cromosomas cada una con un ciclo de replicacién y dos puntos de
replicacion, las células presentan 2 y 4 focos.

El andlisis de los focos de las proteinas SeqA y NrdB presenta
algunas diferencias. Existe una parte del ciclo celular en que las células
tienen 2 puntos de replicacién, un corto periodo en la que las células no
presentan ninguna ronda de replicacién en funcionamiento y células
con 4 puntos de replicacién con 2 cromosomas y rondas de replicacién
solapadas. El patrén que presenta la proteina SeqA difiere ligeramente
del observado en la proteina NrdB (diferencia que no se detectaba al
comparar las proteinas DnaB o DnaX con NrdB), principalmente, en el
namero de células con tres focos que es inferior al de NrdB en
cualquier etapa del ciclo celular y en la parte final del ciclo, donde las
células presentan 4 puntos de replicacién, el numero de focos es
mayoritariamente 1 y 2, mientras que para la proteina NrdB es 2 y 4.
Es destacable que cuando las células no estin replicando presentan
focos tanto de SeqA como de NrdB. En cualquier caso, y como ya se
detall6 en el capitulo 1, siempre podria existir una discrepancia entre
los valores experimentales y los tedricos que podria explicar las
diferentes clases de focos/células. Esta podria ser debida a la variacién
célula a célula, solapamientos de focos, al agrupamiento dindmico de las
horquillas de replicacién e incluso a un posible preensamblaje de las
maquinarias de replicacién y de sintesis antes del inicio de la
replicacion.

Como conclusién, estos resultados vuelven a mostrar una gran
similitud entre los focos de las proteinas del replisoma y NrdB, lo que
tiene importantes consecuencias para deducir la relacién entre la
maquinaria de replicacién y la de sintesis de nucleétidos.

3.3. Distribucion espacial de las proteinas DnalX,
DnaB y SeqA con respecto a NrdB

Para conocer la organizacién intracelular de la proteina RNR, y
compararla con la de DnaB, DnaX y SeqA, analizamos los promedios
de la longitud celular frente a sus posiciones relativas (Fig. 51). Estos
resultados muestran que las posiciones celulares de los focos de NrdB
frente a DnaX y DnaB estdn intimamente relacionados, mientras que

Resultados

Capitulo )



130

cuando observamos los focos NrdB y SeqA, aunque parece existir una

relacién entre ellos, no estin tan préximos entre si como lo estin las

proteinas de la maquinaria de replicacion.

FIGURA 51. Distribucién

espacial comparativa de la

proteina  NrdB frente a las
proteinas DnaX (A), DnaB (B) y
SeqA (C) en cultivos creciendo
en glicerol a 37°C.
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Incluso si los focos de las proteinas analizadas estuviesen
distribuidos en la célula de forma aleatoria, se podria encontrar cierta
colocalizaciéon. Asi, la distancia interfocal aleatoria depende de la
longitud celular, del nimero de focos/célula y del drea de los focos,
esperdndose una menor distancia interfocal cuanto mayor sea la
fraccién ocupada del nucleoide.

Si representamos la distancia interfocal frente a la fraccion del
nucleoide ocupada por los focos para cada una de las combinaciones
posibles de células con el mismo nimero de focos por célula de la
proteina RNR frente a DnaX (Fig. 52.A), a DnaB (Fig. 52.B) o a
SeqA (Fig. 52.C), se observa que no existe una correlacién directa, sino
que la distancia interfocal es independiente del nimero de focos y del
tamaifio celular, lo que favorece una organizacién espacial coordinada
entre la maquinaria de replicacion y la de sintesis de nucleétidos.
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FIGURA 52. Anilisis de la

distancia interfocal frente a
la fraccion del nucleoide
ocupada por los focos para
las proteinas NrdB y DnaX
(A), NrdB y DnaB (B) y
NrdB y SeqA (C) y anilisis
de la colocalizacién entre la
proteina  NrdB y las
proteinas DnaX (D), DnaB
(E) y SeqA (F).

La del

ocupada por los focos es igual al

fraccién nucleoide
ndmero de focos por el didmetro de
cada foco relativo a la longitud del
nucleoide.

En el eje de abcisas aparece la
distancia interfocal en didmetros de
focos, siendo el didmetro medio de
un foco 0,27 pm.

El

combinacién 1 foco de cada, el rojo

color azul representa la
la combinacién 2 focos de cada, el
verde 3 focos y el violeta 4 focos de

cada combinacién.
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Las distancias entre los focos no son iguales entre las distintas parejas
analizadas. Dado que el didmetro promedio de un foco es 0,27 wm
podemos observar que cuando comparamos la proteina DnaX con NrdB
(Fig. 52.A 'y D), la mayor parte de las células (80,71%) tienen sus focos
separados por una distancia menor a 0,27 pm, de igual forma ocurre
con los focos de SeqA y NrdB en un 90,12% (Fig. 52.C y F). Esto
implicaria que la mayoria de las células presentan un solapamiento de
los focos o colocalizacién. La distancia interfocal de DnaB y NrdB
muestra una mayor dispersion (Fig. 52.B y E), pero el 57,52% de los
focos estdn colocalizados, porcentaje que indica que no podria deberse a
una colocalizacién accidental.

3.4. Determinacion de la interaccion a nivel
molecular de la RNR al DNA cromosémico

El anilisis de una posible unién de la RNR al DNA
cromosémico se llevé a cabo mediante la técnica de ChIP-on-chip en
células sincronizadas. Un cultivo exponencial de la estirpe CMT933
(dnaX:-HA nrdB:3xFLAG dnaC2) creciendo a 30°C en medio rico LB
se incubé a temperatura no permisiva durante 60 minutos. El cultivo
se transfirié posteriormente a 30°C durante 6 minutos y en este
momento se tomaron las muestras para su andlisis por ChIP-on-Chip
usando el anticuerpo comercial anti-3xFLAG (Fig. 53). Los resultados
mostraron la ausencia de unién de la RNR al DNA, lo que implica que
la RNR no presenta una interaccién directa con el DNA.

FIGURA 53. ChIP-on-chip de
cultivos sincronizados con una
sola ronda de replicacién en
funcionamiento para la proteina
NrdB wusando el anticuerpo

comercial 3XFLAG.

La relaciéon de intensidad de
fluorescencia es la intensidad de la sefial
de la muestra analizada dividida por la
del control (sin anticuerpo).

Relacién de intensidad
de fluorescencia
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A lo largo de las ultimas décadas han sido numerosos los
estudios dedicados a desvelar los mecanismos moleculares responsables
de la replicacién del DNA en organismos procariéticos por lo que sus
detalles moleculares son bastante conocidos (Baker y Wickner, 1992;
Baker y Bell, 1998; Davey y O'Donnell, 2000; McHenry, 2003), pero
esta informacién procede fundamentalmente de estudios in wvitro. Los
estudios realizados para entender los mecanismos esenciales en la célula
viva, tales como el control del inicio, la localizacién y organizacién de
los replisomas, la segregacién y particién cromosémica, los movimientos
del cromosoma durante la replicacion, la interrelacién entre la
replicacién, transcripcién, reparacién y recombinacién, y otros, han
tenido menos éxito y muchas son las controversias planteadas. La
importancia de todos estos procesos para entender el funcionamiento
integro de la célula hace que los esfuerzos actuales se dirijan cada vez
mds hacia estudios in vivo en los que los procesos estudiados son mds
complejos pero mds cercanos a la realidad bioldgica.

La relacién entre el tamafio celular y la longitud del cromosoma
bacteriano crea un problema topoldgico: cémo compactar y organizar
una molécula casi mil veces mds grande que la célula que lo contiene y
que dicha molécula sea replicada, transcrita, reparada, recombinada,
reconocida por multitud de proteinas reguladoras, etc. Las bacterias
resuelven este problema de compactacién y organizacién mediante una
combinacién de proteinas que condensan la estructura del cromosoma y
otras que estdn asociadas a él (Gierasch e al, 2006; Woldringh y
Nanninga, 2006). Dado que multiples funciones se realizan
simultineamente es importante conocer cémo la maquinaria de
replicacion estd localizada y organizada dentro del nucleoide compacto.

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar la organizacién de la
maquinaria de replicacién en E. co/i con un énfasis especial en la
relacién entre dicha maquinaria y la de sintesis de los
desoxinucledtidos, utilizando la microscopia de fluorescencia, junto con
otras técnicas, como la citometria de flujo y el ChIP-on-chip.
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Localizacion y organizacion de las horquillas
de replicacion

El genoma de E. co/i presenta aproximadamente 19.000
secuencias GATC no uniformemente distribuidas por todo el
cromosoma (Henaut ez al, 1996). La proteina SeqA se une
cooperativamente a las secuencias GATC hemimetiladas formadas
cuando el DNA es replicado (Brendler y Austin, 1999; Kang ez a/,
2003). De este modo, la progresién de los replisomas origina una ola
transitoria de hemimetilacién que explica la formacién de focos SeqA
observados al microscopio de fluorescencia. Nuestros resultados
indican, que tal y como era esperable, SeqA forma focos discretos en
posiciones especificas de la célula (Fig. 21 y 22) que son similares a las
de las horquillas de replicacién observadas por la incorporacién de
BrdU (Molina y Skarstad, 2004) Por lo tanto, la localizacién y el
namero de focos de SeqA pueden ser utilizados para entender la
organizacién y localizacién de las horquillas de replicacién.

Para estudiar la relacién entre la aparicién de los focos SeqA y
el tiempo de replicacién del DNA se analizé el nimero de focos en
células sincronizadas para el inicio de la replicacién (Fig. 23). El
analisis indica que la aparicién de dichos focos depende de la
replicacién cromosémica en funcionamiento ya que la mayoria de los
focos de la proteina SeqA aparecen cuando se inicia la replicacién y
desaparecen cuando se termina. Estudios anteriores ya habian
analizado la desaparicién de los focos en cultivos con rifampicina
(Molina y Skarstad, 2004), pero dado que la rifampicina afecta a la
transcripcion y a la estructura cromosémica, la disminucién de los focos
SeqA podria estar causada por la inhibicién de la sintesis de la proteina
Dam metilasa o, debido a que la rifampicina afecta a la condensacién
del nucleoide y al superenrollamiento, por la inhibicién del
desensamblaje de los grupos cooperativos de SeqA. Por este motivo,
resulta mds correcto y apropiado estudiar la desaparicién de los focos
SeqA en células sincronizadas mediante el alelo dnaC2.

En este trabajo se ha analizado la unién de la proteina SeqA a
lo largo del cromosoma utilizando una técnica ampliamente utilizada
en eucariontes, pero aun sin explorar en procariontes. La técnica ChiP-
on-chip en cultivos sincronizados nos permitié detectar las horquillas
de replicacién activas y cémo éstas aparecen ripidamente tras iniciarse
la replicacién. Los resultados mostrados en la figura 24 abre todo un
campo de posibilidades de estudios para conocer la posicién exacta y el
movimiento de cada punto de replicacién a lo largo del cromosoma
bacteriano y nos permite confirmar que todas las regiones del
cromosoma dan lugar a focos SeqA detectables por microscopia.

Existe un gran nimero de estudios que analizan los focos SeqA.
Algunos de ellos encuentran que el nimero de focos de SeqA en
cultivos exponenciales de estirpes silvestres es aproximadamente igual a
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la mitad del nimero de horquillas (Bach ez al., 2003; Fossum ez al.,
2003; Hiraga ef al, 1998), mientras que otros proponen que la
correspondencia entre el nimero de focos y de horquillas es 1:1
(Brendler ez al., 2000). Sin embargo, en la mayoria de los estudios, el
periodo de replicacién y el nimero de horquillas no fue medido
experimentalmente sino que se asumié de datos pre-existentes (Cooper
y Helmstetter, 1968). Basados en la distribucién y localizacién de los
focos, se han propuesto diferentes modelos referentes a la organizacién
del replisoma. Unos proponen que las horquillas de replicacién se alejan
unas de otras a lo largo del cromosomaj; otros sugieren que las horquillas
estin unidas durante el primer tercio de la replicacién y después
migran abruptamente hacia direcciones opuestas (Bates y Kleckner,
2005; Niki ez al., 2000b; Sunako ez a/., 2001); otros proponen que las
parejas de horquillas se encuentran acopladas durante toda la
replicacién (Berkmen y Grossman, 2006; Lemon y Grossman, 2001;
Nielsen ez al., 2007; Wang, 2005) y un tltimo modelo basado en el
anterior, sugiere que los origenes hermanos estdn acoplados en el inicio
de manera que 2 o 4 horquillas estin unidas en las nuevas fibricas de
replicacion recién formadas (Molina y Skarstad, 2004). En definitiva,
todos los modelos propuestos asumen que los replisomas estdn
organizados independientemente del solapamiento de ciclos, difiriendo
en la cohesién propuesta de las horquillas de replicacién.

En este trabajo se ha evaluado si el ensamblaje de las horquillas
de replicacién es dependiente del ciclo celular, comparando la
distribucién de los puntos de replicacién, obtenida por citometria de
flujo, con la de los focos de SeqA, obtenidos por microscopia de
inmunofluorescencia, en bacterias creciendo en diferentes medios de
cultivo (Fig. 25). La relacién puntos de replicacién/foco se ha utilizado
para entender la organizacién de la maquinaria de replicacién. Los
resultados indican, en primer lugar, que el nimero de focos de SeqA es
menor que el nimero de puntos de replicacién en todos los cultivos
analizados lo que supone que las horquillas hermanas colocalizan
durante una parte del ciclo celular y, en segundo lugar, los puntos de
replicacién y los focos SeqA no aumentan de la misma forma al
aumentar el solapamiento de ciclos (Fig. 25) lo que demuestra que el
tiempo durante el que las horquillas de replicacién estdn cohesionadas
aumenta con la velocidad de crecimiento. Debido a que todos los
modelos propuestos proponen una correlacién lineal entre el nimero de
focos y el de horquillas, estos resultados no estin de acuerdo con
ninguno. Como se observa en la figura 27, los resultados sugieren una
relacién puntos de replicacién/foco variable e indica que existe una
organizacién dindmica de las replisomas. Por lo tanto, nuestros
resultados apoyan una compatibilidad de los diferentes modelos
propuestos, contraria a la idea previa que los suponia excluyentes entre
si.

La organizacién espacial del cromosoma y la maquinaria de
replicacién estin necesariamente coordinados durante el inicio y la
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elongacién de la replicacién. La iniciacién de la replicacién ocurre en
un momento determinado del ciclo celular, lo que implica que todos los
participantes deben estar presentes y organizados. La localizacién del
origen en la iniciacién determina la organizacién de las horquillas en
este periodo. Recientemente se ha publicado que la organizacién del
origen es dependiente del crecimiento (Adachi ez a/., 2008; Fossum ez
al., 2003): en células creciendo répidamente los origenes formados a
partir de un inicio colocalizan durante una generacién entera, mientras
que en células creciendo lentamente la cohesién de los origenes se
limita a la décima parte de una generacién. Por lo tanto, la cohesién
variable de los origenes, apoya nuestros resultados que muestran una
organizacién dindmica de las horquillas.

Las células creciendo ripida y lentamente se enfrentan a
necesidades de organizacién diferentes durante la replicacién y la
segregacion. Los cultivos creciendo lentamente, con una sola ronda de
replicacién y 1-2 origenes por célula, no pueden mostrar asincronia en
la iniciacién de los distingos origenes, puesto que sélo tienen un origen.
En cualquier caso la asincronia aumentaria con el solapamiento de
ciclos, asi como multitud de pardmetros, tales como el numero de
nucleoides/célula, horquillas/nucleoide, DNA/nucleoide,
origenes/nucleoide, horquillas/septosoma,...), esencialmente porque las
células siempre se dividen por biparticién. De este modo, las células
con mayor solapamiento de ciclos necesitan mds mecanismos de control
que aseguren que las dos ..células hijas sean iguales. Por lo tanto,
solamente las células creciendo rdpidamente necesitan mecanismos
estrictos para organizar la sincronizacién de la iniciacién en todos los
origenes. Estas diferencias en cuanto a los requerimientos de la
organizacién, podrian explicar la cohesion variable de las horquillas
encontradas.

Localizacion y organizacion de la maquinaria
de replicacion

Dado que las células creciendo lentamente tienen menor
solapamiento de ciclos que las que crecen en medios ricos y el nimero
de focos esperado es menor, estudiamos la localizacién y organizacién
de la maquinaria de replicacién en las primeras.

El anilisis de la microscopia de fluorescencia de las estirpes
CMT936 (dnaX:HA #nrdB::3xFLAG) y CMT937 (dnaB::HA
nrdB::3xFLAG) muestran que la subunidad t de la DNA polimerasa
III y la helicasa DnaB, dos componentes del replisoma, se localizan en
posiciones discretas (Fig. 30 y 34) de manera similar a las horquillas de
replicacién analizadas con pulsos de BrdU por Adachi y colaboradores y
a algunas proteinas del replisoma, como la subunidad B de la DNA
polimerasa III (Onogi ez al., 2002).
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El anilisis del nimero de focos observados mostré una similitud
entre ambas proteinas, existiendo células con 1, 2, 3, 4 y 5 focos, siendo
mayoritarias las células con 2 focos (Fig. 31 y 35). Los focos se
encuentran localizados de una manera ordenada en la célula, en la
posicién central cuando existe un solo foco, en las posiciones % y %
cuando hay dos focos, cuando existen tres focos, uno se sitia en el
medio y los otros a ambos lados y cuando existen cuatro focos éstos se
distribuyen uniformemente a lo largo de la célula. La dispersién de los
focos en cuanto a sus posiciones relativas estd de acuerdo con la idea de
que en una célula creciendo exponencialmente, las posiciones de los
focos son mds dinidmicas que estiticas y pueden oscilar alrededor de
una posicién media (Reyes-Lamothe et al, 2008).

Aunque las proteinas DnaB y DnaX estin etiquetadas con el
mismo epitopo y no podemos compararlas en la misma célula, los
porcentajes de células con diferente nimero de focos para cada proteina
(Fig. 39), asi como sus posiciones subcelulares (Fig 31 y 35), son muy
similares, lo que sugiere que estin marcando la misma estructura, el
replisoma. Estos datos estin en consonancia con la relacién estructural
mostrada por estudios entre la helicasa DnaB y la DNA polimerasa III.
Ambas proteinas estin funcionalmente acopladas por una interaccién
directa y aunque la helicasa DnaB continda abriendo la estructura del
DNA antes y después de la sintesis de cebador en el origen, no se
mueve muy lejos de la DNA polimerasa III mientras progresa la
elongacion (Kim ez al., 1996).

Dado que la replicacién es bidireccional, un inicio de
replicacién genera dos puntos de replicacién, por lo que toda célula en
replicacién deberia tener, al menos, dos replisomas. Por ello, las células
con un tunico foco de DnaB y DnaX indican que los dos puntos de
replicacién estdn colocalizados o asociados durante, al menos, una parte
del periodo de replicacién, en una unica estructura. Si tenemos en
cuenta que los origenes hermanos permanece colocalizados durante una
fase del ciclo antes de que sean separadas y segregadas en las células
hijas (Fossum e# al., 2007), la cohesién de las horquillas de replicacion
aqui encontradas podria coincidir con la de origenes previamente
descrita.

Diversas evidencias sugieren que la replicacién se lleva a cabo
en las posiciones centrales de la célula: oriC estd localizado en el punto
medio durante el inicio de la replicacién y dentro de una distancia de
0,3 um desde el foco de DnaX (Bates y Kleckner, 2005), ademis los
focos de los replisomas colocalizan con origenes que han sido
deslocalizados, por ejemplo, por crecimiento de estirpes mukB que
exhiben deslocalizacién de origenes (Reyes-Lamothe et al, 2008).

La organizacién de las maquinarias de replicacién en una
estructura, denominada fibrica de replicacién, que contiene los dos
puntos de replicacién originados en un mismo inicio, fue originalmente
propuesto por Dingman (1979) (Dingman ez al, 1974) vy
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posteriormente demostrado citolégicamente (Fossum ez al, 2003;
Hiraga ez al, 1998; Lemon y Grossman, 1998, 2000; Molina y
Skarstad, 2004). Aunque la existencia de fibricas de replicacién no
estd aceptada de forma general, puesto que hay autores que no han
encontrado evidencias de las horquillas de replicacion asociadas
(Brendler e al., 2000), los resultados presentados en este trabajo con
las proteinas DnaB y DnaX apoyan la existencia de una fibrica de
replicacién durante la fase inicial de la replicacion.

Los datos de citometria muestran que la mayoria de las células
tienen 2 puntos de replicacién, alrededor de un 25% tienen 6 puntos
de replicacién y dos ciclos de replicacién solapados y un 3% de células
tienen 2 cromosomas con 2 puntos de replicacién cada uno (Fig. 29).
El nimero de focos esperados para cada uno de estos tipos de células
seria 1 o 2 focos para aquellas con 2 puntos de replicacién, 3 o 4 focos
para las que presentan 6 puntos de replicacién, dependiendo de si los
replisomas de los puntos mds viejos estin acoplados o no, y 2 o 4 focos
en aquellas con 4 puntos de replicacién (Fig. 33 y 36). Las células
ordenadas en funcién de su tamafo, como indicativo de la edad celular,
y observadas por microscopia de fluorescencia muestran que las células
con dos puntos de replicacién tienen 1y 2 focos de DnaX y DnaB, de
manera que los replisomas hermanos estarian unidos dando lugar a un
foco en una fase inicial y dos focos en una fase posterior. Las células con
6 puntos de replicacién presentan mayoritariamente 2, 3 y 4 focos y las
que tienen 4 puntos de replicacién tienen 2 y 4 focos (Fig. 33 y 36). La
explicacién mds sencilla para estos resultados es considerar que las
maquinarias de replicacién se mantienen juntas durante una parte
inicial de la replicacién y después migran en direcciones opuestas en
una fase posterior.

Mientras la presencia de la asociacién de las maquinarias de
replicacién en una factoria de replicacion parece bastante aceptada por
la mayoria de los autores, hay controversia sobre si ese macrocomplejo
es fijo o dindmico durante la replicacién, en otras palabras, si el
aparato de replicacién estd estacionario y localizado en el centro de la
célula hasta que la replicacién acaba (Berkmen y Grossman, 2006;
Lemon y Grossman, 2001; Nielsen ¢z al., 2007; Wang, 2005) o, por el
contrario, las maquinarias de replicacién se mantienen unidas durante
una parte del periodo de replicacién y después se separan en
direcciones opuestas de una forma coordinada (Bates y Kleckner, 2005;
Niki ez al., 2000b; Sunako e a/., 2001). Los resultados presentados en
este trabajo apoyan un modelo de fibricas de replicacién dindmico,
dado el alto porcentaje de células con la misma edad celular y focos que
podrian estar acoplados o separados.

El mecanismo que permite a la maquinaria de replicacién
migrar no es conocido, pero el movimiento parece ser ripido en las
direcciones opuestas hasta las posiciones % y % durante la replicacién

cromosémica (Bates y Kleckner, 2005; Brendler ez a/., 2000; Hiraga,
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2000). Esta migracién puede ser mediada por el mecanismo de
segregaciéon cromosémica o por proteinas especificas, tales como
MukBEF, que han sido localizadas en las posiciones % y % (Ohsumi ez
al., 2001) y que podrian jugar un papel importante en el correcto
posicionamiento de las horquillas de replicacién y ademds en la
separacién y reorganizacién de los cromosomas hermanos para formar
un nucleoide compacto separado (Adachi ez al., 2005; Danilova ef al.,
2007; Draper y Gober, 2002; Hiraga, 2000; Ohsumi ez a/., 2001;
Yamazoe et al, 2005). Este tipo de proteinas formarian fibras
contrictiles como requerimiento para generar una zona libre de
nucleoide en el centro celular para la formacién del septo para la

divisién celular (King ez al., 2000; Sun y Margolin, 2004)

La maquinaria de replicacion y los focos SeqA:
idea del preensamblaje

Aunque es conocido que los focos de la proteina SeqA marcan
las horquillas de replicacién, existe bastante controversia sobre cémo se
organizan durante la replicacién cromosémica. Para conocer la relacién
con las proteinas de la maquinaria de replicacién estudiamos la relacién
entre ambas.

Aproximadamente la mitad de las células tienen el mismo
numero de focos de SeqA que de DnaX (57%) y de DnaB (41%); el
resto de las células tienen un nimero de focos de SeqA menor que los
de las otras dos proteinas estudiadas. Las células que tienen el mismo
numero de focos de SeqA que de las otras proteinas, colocalizan (es
decir, se encuentran a una distancia menor que el didmetro de un foco)
en el 80% de los casos con DnaB y DnaX, lo que indica una buena
colocalizacion de estas proteinas (Fig. 41). Estos resultados contradicen
los datos previos que no encuentran una localizacién superior al 10%
entre la proteina DnaB y SeqA (den Blaauwen ez al., 2006) cuando
ambas proteinas representan estructuras similares y préximas.

Aproximadamente la mitad de las células tienen mds focos de
las proteinas DnaB y DnaX que de SeqA. Una explicacién de estos
focos “extras” podria ser un marcaje inespecifico de las proteinas. Para
descartar esta posibilidad se comprobé la especificidad del anticuerpo
comercial por Western blot (Fig. 20) y el uso de estirpes sin el epitopo
incubadas con el anticuerpo en las que se comprobd la ausencia de
sefial fluorescente.

La observacién de las células con un foco mds de las dos
proteinas replicativas que de SeqA muestra a uno de los focos SeqA
localizado préximo a un foco DnaB o DnaX y al otro foco en una
posicién central (Fig. 40 2.12). Dado que la siguiente ronda de
replicacién iniciard en dicha posicién, podemos interpretar que el foco
“solitario” podria indicar el lugar donde las proteinas del replisoma son
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prerreclutadas antes de la iniciacién (den Blaauwen ez al., 2006). Esta
interpretacién estd en consonancia con la observacién de los focos de
DnaX-GFP encontrados en el centro celular antes de la llegada de oriC

(Bates y Kleckner, 2005).

NrdB se localiza en focos discretos, en igual
numero que los de las proteinas del replisoma y a
distancias muy cercanas de ellas

El modelo de la hiperestructura de replicacién propone que el
complejo de sintesis de nucledtidos deberia estar localizado en focos

discretos y cercanos a las proteinas implicadas en la replicacién
(Guzmain ez al., 2002; Norris ef al., 1999; Norris ez al., 2002; Norris et
al., 2007).

En este trabajo mostramos que la subunidad R2 de la RNR
aparece en focos discretos (Fig. 43), contradiciendo resultados previos
que proponian que esta proteina se encontraba distribuida por toda la

célula (den Blaauwen ez al., 2006; Watt ez al., 2007).

El analisis de los focos por microscopia de fluorescencia muestra
que el nimero de focos de NrdB vy, por tanto, de la maquinaria de
sintesis de nucledtidos estd relacionada con las horquillas de replicacién
de una forma dependiente del tipo de ciclo celular (Fig. 44.A). La
relacién media de puntos de replicaciéon/foco de la proteina NrdB no
permanece constante a diferentes velocidades de crecimiento, de forma
que, en medio rico hay menos nimero de focos NrdB que de horquillas
que podria ser explicado por la agregacién de complejos. Se demuestra
asi que existe una organizacién dindmica no sélo de las horquillas de
replicacién y de los replisomas sino también de los complejos de sintesis
de dANTP. Si centramos el anilisis en cultivos creciendo lentamente, el
niamero de focos de NrdB estd relacionado con los puntos de
replicacién, de manera que las células con 1 y 2 focos presentan
longitudes similares y corresponden a células con 2 puntos de
replicacién, que indican complejos de sintesis de nucleétidos acoplados
o separados, y células con 3 y 4 focos correspondiente a células con 4
puntos de replicacién (Fig. 44.B). La explicacién mds sencilla para
entender por qué células con el mismo numero de puntos de
replicacién presentan diferente ndmero de focos es que las dos
maquinarias de sintesis de nucleétidos permanecen acopladas durante
un tiempo de la replicacién para después separarse.

Los diferentes tipos de células encontradas muestran entre 1 y
4 focos de NrdB localizados subcelularmente de manera ordenada (Fig.
46) y muy similar a la de los focos de SeqA (Fig. 22), DnaX y DnaB
(Fig. 31y 35).

El anilisis del nimero de focos de NrdB comparado con el
nimero de focos de la proteinas del replisoma muestra que la mayoria
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de las células presentan el mismo nimero de focos de NrdB que de
focos de DnaB y de DnaX (55% y 65%, respectivamente).

Ademis de esta similitud en el nimero de focos, existe una
organizacién espacial coordinada de ambos complejos (Fig. 51 y 52), ya
que encontramos un foco NrdB dentro de una distancia inferior al
didmetro de un foco DnaX en el 80% de los casos y de un foco DnaB en

un 57%.

La posibilidad de que los focos colocalicen de forma aleatoria se
analiz6 estudiando la distancia interfocal frente a la fraccién del
nucleoide ocupada. Estos resultados indican que la distancia entre los
focos es independiente del nimero de focos y del tamaiio celular, por lo
que se puede excluir que la colocalizacién observada pueda ser debida
al azar.

La existencia de una relacién entre la maquinaria de replicacién
y la de sintesis de nucledtidos parece evidente con los resultados
presentados. Esta relacion puede ser ademds comprobada mediante la
observacién del nimero de focos a lo largo del ciclo celular. EI nimero
de focos de las proteinas DnaB y DnaX observado en las diferentes
etapas del ciclo celular, con diferentes numeros de puntos de
replicacién, es muy similar al observado para la proteina NrdB (Fig. 49
y 50). La interpretacién mds sencilla para estos resultados nos lleva a
proponer que el replisoma y el complejo de sintesis de dNTP estin
agrupados formando parte de un complejo superior o hiperestructura
encargada de la replicacién.

El andlisis de los focos NrdB en células sincronizadas para el
inicio de la replicacién muestra que sélo aparecen focos mientras hay
replicacién y que éstos desaparecen cuando la replicacién termina (Fig.

45).

La comparacién del nimero de focos NrdB y SeqA muestra
resultados similares a los obtenidos con las proteinas del replisoma,
DnaB y DnaX, es decir, la mitad de las células presentan el mismo
numero de focos de SeqA que de NrdB (56%), el resto de células
tienen menor nimero de focos SeqA. De la misma forma que ocurria
con las proteinas DnaB y DnaX, existe una muy buena colocalizacién
entre focos NrdB y SeqA (préxima al 90%) cuando se analizan células
con el mismo nimero de focos de ambas proteinas. Asi mismo, al igual
que ocurria con los focos de DnaB y DnaX, existen mas focos NrdB que
de SeqA. Al analizar su localizacién subcelular uno de ellos se
encuentra préximo al foco SeqA y el otro foco se encuentra también
localizado en las posiciones centrales de la célula, el lugar donde se
piensa que se va a iniciar la replicacién cromosémica. De estos
resultados podemos concluir que las proteinas NrdB, vy
consecuentemente RNR y el complejo de sintesis de dNTP, son
prerreclutados antes de que comience la replicacién cromosémica (den
Blaauwen ef al., 2006). Por lo tanto, estos resultados son una evidencia
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mis de que el complejo de sintesis de nucledtidos y la maquinaria de
replicacién deben formar una udnica estructura que se organiza,
probablemente, antes del inicio de la replicacién y se mantiene estable
durante toda la elongacién. La organizacién de las horquillas de
replicacién en un mutante con la proteina RNR termosensible se
pierde a la temperatura restrictiva (focos de SeqA no se forman a 42°C)
y la segregacién cromosémica y la divisién celular se retrasan o se
inhiben (Fig. 28). Estos resultados sugieren que ademis de la
necesidad de una organizacién correcta de la hiperestructura de
replicacién, una correcta hiperestructura debe ser requerida para la
segregaciéon cromosémica y la divisién celular, corroborando los
resultados obtenidos por Riola y col (Riola ez al., 2007).

Los experimentos de ChIP-on-chip para comprobar si existe
una interaccién molecular entre enzima RNR y el DNA no muestran
una interaccién directa con el DNA, lo que nos lleva a proponer que la
unién de esta enzima al replisoma debe hacerse, muy probablemente, a
través de una interaccién proteina-proteina.

Los resultados presentados en este trabajo nos llevan a concluir
que la subunidad R1, codificada por el gen nrdB, y, por tanto, la
enzima RNR y el complejo de sintesis de dNTP, estin unidos a la
maquinaria de replicacién y que la unién de ambos complejos, unidos a
la membrana y, probablemente, la inclusién de la maquinaria de
segregaciéon, deben formar una estructura de orden superior sélo
presente durante el periodo de replicacién a la que se denomina
hiperestructura de replicacién (Guzmin ef al., 2002; Norris et al.,

1999; Norris ef al., 2002; Norris ef al., 2007; Riola ez al., 2007).

La organizacién y colocalizacién de ambos complejos presenta
innumerables ventajas para la célula por lo que no es sorprendente que
exista esta relacién. Dicha hiperestructura permitiria, como ya fue
propuesto por Mathews y col. (Ji y Mathews, 1991; Kim e# a/,, 2005a;
Mathews, 1976; Mathews y Sinha, 1982; Shen ez al, 2006), la
canalizacién y concentracién de los precursores de la replicacion en un
espacio reducido para conseguir elevadas concentraciones justo en el
sitio donde son requeridos y permitir con pocas cantidades tener la
regulacién alostérica tan fina que presenta la proteina RNR. Esta
canalizacién de la sintesis de los dNTP hacia un pequefio espacio
cerrado darfa, asi mismo, explicacién a los bajos niveles de estos
nucledtidos encontrados en las células (Bianchi ez al., 1993; Mathews y
Sinha, 1982; Werner, 1971), a la necesidad de defosforilacién de los
dNTP afadidos a un cultivo para que sean incorporados en el DNA
(Reddy y Mathews, 1978) y a la observacién de que los rNDP se
incorporan al DNA mis riapidamente que los dNTP (Allen ez al.,
1980). Mientras las bacterias deben adaptarse a la diversidad de
condiciones de crecimiento, la organizacién dindmica de los replisomas
asociada con las enzimas de la sintesis de DNA y coordinadas con la
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divisiéon  celular, optimizaria la replicacién cromosémica v,
probablemente, la segregacién y la divisién celular, facilitando la
capacidad de supervivencia de las células a los cambios ambientales.
Todos estos procesos estarian temporalmente englobados en una
hiperestructura que controlaria que los distintos eventos tengan lugar
en el sitio, tiempo y orden correctos.
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1. La proteina SeqA se localiza en posiciones discretas dentro
de la célula y la formacién de los focos SeqA depende de la replicacién
cromosémica. Por lo tanto, la localizacién y el nimero de focos de SeqA
pueden ser utilizados para analizar la organizacién y localizacién de las
horquillas de replicacién.

2. El ChIP-on-chip de cultivos sincronizados identifica la
posicién exacta del cromosoma donde estd unida la proteina SeqA en
cualquier momento del ciclo celular y permite detectar las horquillas
de replicacién activas y validar los resultados obtenidos por
microscopia.

3. Las horquillas de replicacién presentan una organizacién
dindmica dependiente del ciclo celular, aumentando la cohesién de las
horquillas con el solapamiento de rondas de replicacién. Esto resuelve
la controversia planteada entre los diferentes modelos de organizacién
de la maquinaria de replicacién propuestos y establece una
compatibilidad entre ellos.

4. La subunidad T de la DNA polimerasa III y la helicasa
DnaB, dos componentes del replisoma, estin localizadas en focos
discretos en la célula y presentan una distribucién ordenada en la
célula similar a las horquillas de replicacién durante la replicacién
cromosémica.
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4. The t subunit of DNA polymerase III holoenzyme and DnaB
helicase, two components of the replisome, are located in discrete foci
and reflect an ordered distribution similar to that of the replication
forks during DNA replication.

5. La subunidad R2 de la RNR, proteina que forma parte del
complejo de sintesis de nucleétidos, aparece en focos discretos en la
célula que son dependientes de la replicacién activa y desaparecen
cuando se termina la replicacién. El nimero y localizacién subcelular
de estos focos es altamente similar a los de las horquillas de replicacién
y las proteinas del replisoma y depende del tipo de ciclo celular.

5. The R2 subunit of the RNR protein, a member of the
dNTP synthesis complex, is located in discrete foci that depend on an
active replicating chromosome and disappear when replication ends.
Number and subcellular localization of these foci were demostrated to
be very similar to that of fork and replisome proteins, and all of them
related to the type of cell cycle.

6. La proteina RNR no presenta una interaccién directa con el

DNA.

6. The RNR protein does not show a direct interaction with

chromosomal DNA.

7. La mayoria de las células presentan el mismo nimero de
focos de NrdB que de las proteinas del replisoma. La relacién espacial
entre ambos complejos, analizada mediante las distancias interfocales,
muestra un alto porcentaje de colocalizacién entre ellos.

7. Most of the cells have the same number of NrdB foci than
replisome proteins foci. The distance analysis between both type of foci

shows a high degree of colocalization.

8. La correlacién entre el nimero de puntos de replicacién, el
de focos de las proteinas del replisoma y de la proteina RNR varia a lo
largo del ciclo, lo que apoya la existencia de una asociacién dindmica de
las maquinarias de replicacién. Los datos presentados indican que las
dos maquinarias de replicacién, asi como las de sintesis de nucleétidos,
organizadas en un inicio de replicacién, se mantienen unidas durante
una parte inicial de la replicacién y después migran en direcciones
opuestas.

8. The number of forks, related to that of RNR and replisome
proteins foci, changes along the cell cycle which suggests a dynamic
association of replication machineries. These results reveal the dNTP
synthesis complex, as well as the replication machinery, organized at
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9. La relacién espacial y numérica entre la proteina SeqA, las
del replisoma y la proteina RNR, sugiere la idea de wun
prerreclutamiento anterior al comienzo de la replicacién en las
posiciones centrales de la célula.

10. La coincidencia en nimero y localizacién de la RNR vy las
proteinas del replisoma apoya la unién del complejo de sintesis de
nucleétidos y la maquinaria de replicacién y sugiere la formacién de
una estructura de orden superior denominada hiperestructura de
replicacion.

11. El anilisis de un mutante con la proteina RNR
termosensible sugiere que wuna organizacién correcta de la
hiperestructura de replicacién debe ser requerida, ademds de para la
replicacién, para la segregaciéon cromosémica e, indirectamente, para la
divisién celular, lo que unificaria los controles de las fases del ciclo
celular bacteriano.
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