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Excmo. Sr. Presidente,
Excmos. Sres. Académicos,
Sefioras y Sefores:

Es para mi un gran honor el haber sido nombrada miembro de esta
Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales y quisiera expre-
sar mi agradecimiento por la confianza que se me ha otorgado con este
nombramiento. Es un motivo de gran satisfaccion el estar hoy aqui y
poder colaborar en el futuro en las tareas de esta Real Academia.

Sinembargo, la alegria de este momento se ve totalmente empafiada
por la enorme tristeza que me produce el recordar a nuestro querido
amigo, el Excmo. Sr. D. David Vazquez Martinez, Académico que me pre-
cedié en la posesién de esta medalla, a quien quiero rendir un sentido
homenaje de admiracién y carifio.

David Vazguez, prematuramente fallecido hace poco mas de dos
afios, el 15 de Febrero de 1986, reunia tres cualidades que es dificil en-
contrar en una misma persona: gran investigador, gran maestro y gran
humanidad.

El nombre de David Vazquez ha estado asociado al conocimiento del
mecanismo de accién de los antibidticos. De hecho, él era uno de los in-
vestigadores mas destacados internacionalmente en dicho campo. No -
hubo Congreso o Reunidn Internacional que tratase de un modo directo
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o indirecto sobre los antibidticos en que David Vazquez no ocupase un
lugar de invitado destacado y era también constantemente reclamado
para impartir seminarios y cursos sobre este tema apasionante, tanto
desde el punto de vista bdsico como por sus repercusiones aplicadas, en
el que David Vazquez era una figura preeminente. Sin embargo, las pala-
bras que yo pueda decir en elogio de David podrian ser el gesto de mi ca-
riflo y admiracion hacia él. La realidad es lo que cuenta. Y aqui ha queda-
do la extraordinaria obra investigadora de David Vazquez con su impre-
sionante curriculum de trabajos originales de investigacién publicados
en las mas prestigiosas revistas internacionales.

David Vazquez, después de un periodo de especializacién en varios
centros extranjeros, entre los que yo destacaria el Departamento de Bio-
guimica de la Universidad de Cambridge, donde ya inicié su importante
contribucién al conocimiento del mecanismo de accién de los antibidti-
cos, volvid en 1966 a Espafia, al Centro de Investigaciones Bioldgicas en
Madrid, donde comenzd su extraordinaria y dificil labor de formar un
prestigioso grupo de investigacion, habida cuenta de los escasos me-
dios con los que se contaba en Espafa en aquellos afos. Pese a ello, y
luchando contra muchas dificultades, David Vazquez pudo realizar una
investigacion de gran calidad a nivel internacional y cre6 una escuela de
discipulos distinguidos que hoy dia ocupan lugares destacados en cen-
tros de investigacidn nacionales y extranjeros. Para ello, David tuvo que
aunar su calidad de investigador excepcional con otra cualidad en la que
también demostrd su valia: para conseguir sus objetivos cientificos, Da-
vid tuvo que formar parte de 6rganos de Gobierno del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas como la Direccidn del Instituto de Biologia
Celular, del Instituto de Bioquimica de Macromoléculas y, més tarde, del
Centro de Biologia Molecular.

Su cualidad de gran maestro ya la demostré David en la formacién de
un extraordinario nimero, en cantidad y calidad, de discipulos a la que
aludia antes, creando una prestigiosa escuela sobre mecanismos de
accién de los antibioticos. Pero ademas, David Vazquez fue maestro en la
Universidad ensefiando a varias generaciones de estudiantes la asig-
natura de Microbiologia en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Auténoma de Madrid, de cuya catedra de Microbiologia fue
Director durante varios afios. Esta tarea docente hizo también posible
gue David seleccionase los mejores estudiantes a partirdel 3.5 afto de la
Licenciatura, que después se incorporarian a su grupo de investigacion.
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Finalmente, quisiera sefalar la extraordinaria personalidad de David
Vazquez. Era una persona extremadamente seria en su quehacer investi-
gador, docente y administrativo pero, ala vez, sabia tomarse la vida con
humory sabia tratar del modo adecuado, tanto a sus compafieros de tra-
bajo como a sus estudiantes en el laboratorio y en la Universidad. Todo el
mundo le queria y apreciaba. Para mi, fue un gran amigo y un ejemplo a
seguir en todo momento. Es para mi una tarea dificil y un honor el ocupar
el silléon que fue de David Vazquez. Solo espero ser una digna sucesora
del gran investigador, maestro y amigo que fue David.

1. LA REPLICACION DEL DNA. ASPECTOS GENERALES

Este afio se cumple el 35 aniversario de.la publicacién del trabajo de
la doble hélice de Watson y Crick (1953). Como es bien conocido, en este
trabajo se describe el DNA como una hélice de dos cadenas unidas por -
puentes de hidrogeno a través del apareamiento de bases, adenina con
timina y guanina con.citosina. Otra parte importante del trabajo fue 1a hi-
potesis atractiva que la complementariedad de los pares de bases de la
estructura del DNA suministraba un sistema facil para la replicacion, pro-
poniendo el mecanismo de replicacién semiconservativo. Efectivamen-
te, cinco afios mas tarde Meselson y Stahl (1958), en un trabajo clasico,
demostraron la validez de la hipdtesis de la replicacién semiconservativa
del DNA. Posteriormente se demostré que la replicacion ocurre a partir
de un origen fijo, el origen de replicacion, en la direccion 5’ a 3, y que,
en la mayoria de los sistemas de replicacién, es bidireccional, siendo
continua en la llamada banda adelantada y discontinua en la banda re-
trasada, dando lugar a los lamados “fragmentos de Okazaki” (Kornberg,
1980).

La idea que se tuvo en un principio de la replicacién era que una pro-
teina, la DNA polimerasa, seria capaz de realizar el proceso. Sin embar-
go, pronto se descubridé que esto era una simplificacion del problema.
Por una parte, la primera DNA polimerasa gue se descubrid, la que se co-
noce actualmente como DNA polimerasa | (Lehman y cols. 1958) de E.
coli se vio que, por sus caracteristicas enzimaticas, no podia ser el enzi-
ma implicado en la replicacion del DNA in vivo y, mediante la obtencién
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de mutantes en esta polimerasa, los mutantes polA1~ (De Lucia y Cairns,
1969) se pudieron descubrir otras dos DNA polimerasas en E. colj, la Il
(Knippers,1970) y la lll (Kornberg y Gefter,1971). Posteriormente, median-
te el uso de mutantes de E. coli sensibles a temperatura en replicacién se
demostré que la DNA polimerasa lll es la polimerasa implicada en la re-
plicacion del DNA de E. coli y es el producto del gen dna E (Wechslery
Gross, 1971). Sin embargo, mas tarde se encontrd que la DNA polimerasa
Il es un enzima muy complejo, que requiere una serie de subunidades
adicionales para conferir propiedades tales como procesividad, veloci-
dad, actividad 3'—5’ exonucleasa, etc, que forman lo que se conoce co-
mo holoenzima de la DNA polimerasa lll, cuya composicién se muestra
enla Tabla | (Kornberg, 1982). Asi, por ejemplo, el ndcleoc de la Pollll tiene
una procesividad baja, y es capaz de copiar solamente 10 a 15 residuos
de nucledtidos antes de pararse, pudiendo rellenar solamente huecos
cortos en el DNA. La Poliit’ y ia Polill* tienen una procesividad de 40y 190
residuos, respectivamente, mientras que el holoenzima de la polli tiene
una procesividad ilimitada aparentemente, >5000 residuos.

Tabla L. :
Componentes del holoenzima de la DNA polimerasa lll (Kornberg, 1982)
Subunidad Peso molecular Nombres alternativos
Kdaltons
a 140 Proteina dna E o pol C |
¢ 27 _ Ppl 1
(ndcleo)  poy i1
) 10 - :
- Pol HI*
T 78 -
52 Proteina dna Z
32 Factor [ll, proteina dna X ]
B 37 Factor [, copol lII*, proteina dna N

Otro caso muy bien estudiado en que se han caracterizado proteinas
accesorias a la DNA polimerasa es el del fago T4. Dichas proteinas per-
miten a la DNA polimerasa, producto del gen 43, replicar con una mayor
velocidad y procesividad un molde de banda simple. Asi, por ejemplo, el
complejo formado por las proteinas 43, 44, 62, 45 y 32 replican de una
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manera muy procesiva (>20.000 nucleétidos) a una velocidad 90 veces
mayor que la de la DNA polimerasa sola (Huang y cols. 1981; Roth y cols.
1982). Ademas, cuando a estas cinco proteinas se les afiade el complejo
de otras dos proteinas, 41 y 61, la replicacién se estimula atin mas, debi-
do a la actividad helicasa de la proteina 41 que a su vez es estimulada
por la proteina 61 (Hinton y cols., 1987).

Otro caso en que se han caracterizado proteinas accesorias es el de la
DNA polimerasa del fago T7. El gen 5 de T7 codifica a una proteina de
84.000 daltons gue tiene una actividad DNA polimerasa baja, que se esti-
mula mucho cuando se aflade la tioredoxina de la célula huésped, for-
mando ambas proteinas un complejo muy estable (Richardson y cols.
1987). Recientemente se ha demostrado que la tioredoxina confiere pro-
cesividad a la proteina producto del gen 5 (Tabor y cols. 1987). La protei-
na producto del gen 4 viral forma un complejo con la DNA polimerasa
{(proteina producto del gen 5/tioredoxina) y estimula ia replicacién produ-
ciendo desplazamiento de banda debido a la actividad helicasa de la
proteina producto del gen 4 (Richardson y cols. 1987).

2. INICIACION DE LA REPLICACION DEL DNA

Una caracteristica comun de todas las DNA polimerasas conocidas es
que son incapaces de iniciar cadenas de DNA, pudiendo elongar sola-
mente a partir de.un grupo 3’'OH libre. Esto planteaba el problema de la
iniciacion de la replicacion no solamente en el origen, sino también en
cada uno de los fragmentos de Okazaki. Teniendo en cuenta este proble-
may la capacidad de las RNA polimerasas de iniciar cadenas de RNA, A.
Kornberg postuld que la iniciacién de la replicacién podria tener lugar
mediante la sintesis de un RNA iniciador por la RNA polimerasa. Efectiva-
mente, se demostré que la replicacion del DNA del fago M13, el paso de
la banda simple a la forma replicativa de doble banda, es inhibida por ri-
famicina, que es un inhibidor conocido de la RNA polimerasa de E. coli
(Brutlag y cols. 1971). Posteriormente se demostro que, efectivamente, la
replicacién del DNA de M13 requiere sintesis de RNA que precede a la
sintesis del DNA (Wickner y cols. 1972). Sin embargo, mas tarde surgid la
paradoja de que la replicacién del DNA de #X174 no era inhibida porri-
famicina lo que indicaba que, o bien la replicacién del DNA de @X174 no
era iniciada por RNA, o que hay un mecanismo de sintesis de RNA que
es resistente a rifamicina. Pronto se demostré que la sintesis del DNA de
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@X174 también se inicia con RNA puesto que se encontré DNA unido al
RNA iniciador (Shekman y cols. 1972), demostréndose posteriormente ia
existencia de una RNA polimerasa especifica, la primasa, resistente a ri-
famicina (Kornberg, 1980).

Actualmente se conoce con bastante detalie el mecanismo por el cual
se inicia la replicacion de la banda simple del DNA de M13 y de &X174.
En el caso del DNA de M183, éste se recubre por la proteina SSB (proteina
que se une a DNA de banda simple) y a continuacién la RNA polimerasa
sintetiza un oligoribonucleétido iniciador corto en el sitio que correspon-
de al origen de replicacién, que es usado por el holoenzma de [a DNA po-
limerasa lll para sintetizar 1a banda complementaria equivalente a la lon-
gitud unidad; finalmente, la DNA polimerasa | elimina el RNA y rellena el
hueco, y la DNA ligasa cierra covalentemente el circulo (Kornberg, 1980).

Lainiciacién de la replicacién del DNA de X174 es mucho mas com-
pleja que la de M13. Una vez recubierto el DNA de @X174 con la proteina
SSB, se unen una serie de proteinas celulares en el origen de replicacion
formando lo que se llama el “preprimosoma”; éstas son las proteinas
dna B, dna C, i, n,n’y n”. A continuacién interviene la primasa, producto
del gen dna G, que sintetiza el RNA iniciador que después sera utilizado
por la DNA polimerasa Ili para sintetizar la cadena complementaria. Co-
mo en el caso de M13, el RNA iniciador es eliminado, el hueco se rellena
y se cierra covalentemente el circulo.

La iniciacion de la replicacion de plasmidos lineales tales como ColEl
también se inicia mediante un RNA (Tomizawa y Selzer, 1979), y también
los fragmentos de Okazaki, para la sintesis de la banda retrasada del
DNA, utilizan un RNA como iniciador (Ogawa y Okazaki, 1980).

La Figura 1 muestra cémo la iniciacion de la replicacion por RNA da
cuenta de la iniciacién de los fragmentos de Okazaki en la llamada ban-
da retrasada (Kornberg, 1982). Este mecanismo es muy similar al que tie-
ne lugar en lainiciacién de la replicacion del DNA del fago @X174 que se
describio anteriormente. Por otra parte, también se conoce con bastante
precisién el modo como se inicia la replicacion del cromosoma de £. cofi
mediante el aislamiento de una secuencia de tan solo 245 pares de ba-
ses (pb) de un total de 4x10° pb que constituyen el cromosoma de E coli.
Dicha secuencia, conocida como oriC, se ha clonado en un plasmido, y
es capaz de iniciar la replicacién en un sistema jn vitro en un proceso bi-
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Figura 1. Crecimiento de la cadena de DNA en una de las bandas de un cromosoma de

E. coli replicando bidireccionalmente (Kornberg, 1982).

direccional que se esquematiza en la Figura 2. La secuencia de oriC que
tiene como caracteristica notable contener 11 secuencias GATC, es re-
conocida por la proteina dna A y la proteina HU tipo histona que, en pre-
sencia de ATP a 38°C, forman un complejo inicial al que se unen poste-
riormente las proteinas dna B (con actividad helicasa) y dna C, también

dna B, dna C
ATP
HU, dna A

h .
ATP Inicial 1 Pre-preiniciacion ssB

Girasa
2 /

TP
/ 38° 16°N A
OO

Preiniciacion

ori C
o Primasa
OOOOD + OO0 tor v
4/

16° 16° Molde con iniciador
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Figura 2. Esquema de replicacion de plasmidos gue contienen el ori C de £. coff

(Kornberg, 1987).
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en presencia de ATP a 38°C, para formar un complejo de pre-preinicia-
cioén. A continuacion se unen la proteina SSB y la girasa, en presencia de
ATP a 16°C, para formar el complejo de preiniciacién. A este complejo se
une la primasa a 16°C en presencia de los NTPs para formar el molde
con el RNA iniciador que es elongado por la DNA polimerasa Ili en pre-
sencia de los dNTPs para dar lugar a DNA incompleto que, por la accién
de la RNasa H, la DNA polimerasal, la ligasa y la girasa, a 16°C, en pre-
sencia de ATP y los dNTPs, producen el DNA completo (Kornberg, 198).

Por otra parte, se ha propuesto recientemente un modelo, tanto para
la replicacion del cromosoma de £. coli por la DNA polimerasa ill, como
para la replicacién del DNA del fago T4, en que el holoenzima en la hor-
quilla de replicacion forma parte de una estructura mayor, un replisoma,
gue estaria formado por helicasas para abrir la doble hélice, un primoso-
ma parainiciar las cadenas nacientes y proteinas que se unen a DNA pa-
ra facilitar la replicacién. Ademas, hay evidencia reciente que sugiere la
presencia de mas de una molécula de holoenzima de la DNA polimerasa

Helicaso

Primosoma

Figura 3. Esquema de replicacidn simultdnea de ambas bandas del DNA por un
replisoma (Kornberg, 1987).

14



Il por replisoma, lo cual estaria de acuerdo con el modelo propuesto por
A.Kornbergy B. Alberts (Kornberg, 1982) en que la sintesis continua de la
otra banda (la banda retrasada) tiene lugar a la vez por dos moléculas de
holoenzima de la DNA polimerasalll. Teniendo en cuenta que las bandas
en un DNA de doble cadena tienen polaridad opuesta y la direccion de
elongacion de la cadena es Unica, 5’ a 3, el modelo anterior supone
que la banda retrasada debe estar curvada 180° como se muestra en la
Figura 3.

. 2 //’w'\\ //" \\ /,”‘\
\

1. _2.,( —3»]’ ) i.l ]

\ \ / \ /

\\,// \\\,/ \\ _//

Figura 4. Esquema de iniciacién de la replicacién en un DNA circular de cadena Unica.

~_ -

La linea en zig-zag indica el RNA iniciador y la linea discontinua, el DNA
sintetizado a partir de dicho RNA.

La Figura 4 muestra un esquema simplificado de la iniciacién median-
te RNA én un DNA circular de cadena simple. Por otra parte, como puede
verse en la Figura 5, en el caso de un DNA lineal, cuya replicacion se ini-
cia en ios extremos, el problema es cdmo se completa el DNA después
gue el RNA iniciador es eliminado (Watson, 1972). Para resolver este pro-
blema los fagos T4 y T7 forman polimeros y el fago lambda circulariza su
DNA por medio de los extremos cohesivos que contiene (Kornberg, 1980,
1982).

Otro mecanismo de iniciacién de la replicacion en el caso de DNAs
circulares de doble cadena consiste en la rotura en una posicién deter-
minada del origen de replicacion, que realiza una proteina especifica en
una de las dos cadenas del DNA, quedandose la proteina unida covalen-
temente al extremo 5’ de dicha rotura y dejando el grupo 3'OH libre para
gue la DNA polimerasa elonge la cadena del DNA. Este mecanismo de
iniciacion de la replicacion se descubrié por vez primera para la replica-
cién de la forma replicativa del fago @X174 (Kornberg, 1980) y reciente-
mente se ha demostrado que se utiliza también en la replicacién de una
serie de plasmidos de B. subtilis (Koepsel y cols.1985). La Figura 6 mues-
tra un esquema de dicho mecanismo de iniciacion de la replicacion para
el caso del DNA del fago @X174 (Kornberg, 1982). La proteina producto
del gen A viral es la que cataliza la rotura del enlace entre los residuos
4297 y 4298 formando un enlace covalente con el grupo 5’ fosfato en el
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Figura 5. Esquema de iniciacion de la replicécién en un DNA lineal de doble cadena.

La linea en zig-zag indica el RNA iniciador y la linea discontinua, el DNA
sintetizado a partir de dicho RNA.
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Figura 6. Esquema de replicacion de la forma replicativa del DNA de ©X174 {Kornberg,
1982).
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sitio hidrolizado. A continuacién forma un complejo con la proteina rep
de E. coli (helicasa), patticipando en el desenrollamiento de la dobie héli-
ce. El grupo 3'OH que queda libre como consecuencia de la rotura es
elongado por el holoenzima de la DNA polimerasa lif y cuando el DNA
sintetizado alcanza la longitud unidad, la proteina producto del gen A
rompe de nuevo el origen estableciendo un nuevo enlace covalente con
el nuevo extremo 5’y liberando DNA de longitud unidad cuyo grupo 3'0OH
es ligado al 5’ fosfato por la misma proteina, regenerando el DNA circular
de banda simple. Este puede ser utilizado para replicarse y sintetizar de
nuevo la forma replicativa o, alternativamente, en presencia de las pro-
teinas estructurales, puede encapsidarse para formar particulas virales.
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I 3 A AY
A" D DA cno TA

& &

¢ P a &

| :
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Figura 7. Modelo de replicacion del virus asociado a adeno (Kornberg, 1982).
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l. Las letras A, A’, B, B, C, C’ y D, D’ indican las secuencias terminales
repetidas. li. Una horguilla ha iniciado la sintesis de la banda complementaria
para formar una forma replicativa. lil. Rotura por una endonucleasa en el sitio
indicado por la flecha en Il y extensién de la cadena para dar lugar a
desplazamiento de ia horquilla. IV. Formacién de la horquilla para crear un
nuevo grupo 3’'OH libre. V y VI. La extensién de la cadena produce el
desplazamiento de una banda simple y una molécula de doblie banda puede
lievar a cabo otra ronda de transferencia de la horquilia.

17



Alternativamente al mecanismo de iniciacién de la replicacién me-
diante un RNA, existen DNAs lineales cuyos extremos 3’ pueden formar -
estructuras en forma de horquilla gue suministran el grupo 3'OH requeri-
do por la DNA polimerasa. Un ejemplo de este mecanismo lo suministra
el virus asociado a adeno, para el que se muestra el modelo propuesto
de iniciacion de la replicacion en la Figura 7 (Kornberg, 1982).

Finalmente, existe un nuevo mecanismo de iniciacioén de la replica-
cién en DNASs lineales que tienen una proteina unida covalentemente a
sus extremos 5°. En estos casos, una molécula libre de la llamada protei-
na terminal actGa como iniciadora de la replicacién y el grupo OH de un
residuo de sering, treonina o tirosina de la misma es utilizado por la DNA
polimerasa para unir covalentemente el primer nucledtido. El complejo
de iniciacion formado, proteina terminal-dNMP, suministra el grupo 3'OH
necesario para que la DNA polimerasa continue la polimerizacion de la
cadena.

La Tabla Il muestra un resumen de los cuatro mecanismos que se co-
nocen en la actualidad para iniciar la replicacion del DNA, con algunos
ejemplos de sistemas que los utilizan.

Tabla 1.
Mecanismos de iniciacién de la replicacion.

1. Sintesis de un RNA iniciador mediante una RNA polimerasa especifica.
Ejemplos: DNAs circulares, polimeros, replicacion discontinua del DNA.

2. Produccion de extremos 3'OH por rotura de una de las dos cadenas de
un DNA circular en el origen de replicacion. Ejemplos: Fago ©X174, plas-
midos de Bacillus subtilis. ’

3. Produccién de una estructura en forma de horquilla (“Hairpin”). Ejemplos:
Virus asociado a adeno, virus de la vacuna, virus de la peste porcina africana.

4. Proteina terminal iniciadora. Ejemplos: Fago @29, adenovirus, poliovirus,
virus de la fiebre aftosa.
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3. BACTERIOFAGO ©29. ASPECTOS GENERALES

Uno de los sistemas mejor estudiados que inician la replicacion me-
diante la proteina terminal es el bacteriéfago @29 de B. subtilis. El DNA
de @29 es lineal, de doble cadena y contiene 19.285 pb cuya secuencia
completa se conoce en la actualidad (Yoshikawa e lto, 1982; Garvey y
‘cols.1985; Viceky Paces 1986). Mediante el uso de mutantes sensibles a
temperatura (ts) y sensibles a supresor (sus) de 29 se han caracteriza-
do untotal de 18 genes que se han localizado en un mapa genético lineal
(Mellado y cols.1976). Como puede observarse en la Figura 8, existen ge-
nes tempranos localizados en los dos extremos del DNA, que se transcri-
ben de derecha a izquierda, y genes tardios, localizados en el centro del
genoma, que se transcriben de izquierda a derecha. Los genes tardios
codifican a proteinas estructurales, morfogenéticas y de lisis, mientras
que los genes tempranos codifican a proteinas implicadas en la replica-
cién del DNA viral (proteinas p1, p2, p3, p5, p6 y p17) y en el control de la
transcripcion tardia (proteina p4). Se ha purificado la proteina p4 a partir
de células sobreproductoras de la misma y se ha desarrollado un siste-
ma in vitro en el cual dicha proteina se requiere para la transcripcion por
el holoenzima de la RNA polimerasa de B. subtilis, a partir def promotor
tardio de @29 (Barthelemy y cols. 1987). La proteina p4 actla como pro-
teina activadora més que como subunidad tipo sigma y se une a secuen-
cias especificas a la izquierda del promotor tardio de @29.

CONTROL
TRANSCRIPCION
| MORFOGENESIS Lisis
SINTESIS PROTElNA MORFOCEN

1 ' SINTES SINTESIS
POLIMERASA { ONA'T  PROTENAS ESTRUCTURALES MO; ova
.
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CT T TTTITT T 1 [ T_1 | I ]
1 2 34 5678 85 9 oo’ 13 1415 1] 17

=
Genes tempranos Genes tardios Gen temprano

Figura 8. Mapa genético del DNA de $29 (adaptado de Mellado y cols. 1976).

Las proteinas estructurales p8, p8. 5y p10 (que forman la cabeza del
fago, las fibras y el conector, respectivamente), junto con la proteina mor-
fogenética p7, forman la precabeza del fago (Méndez y cols.1971; Hagen
y cols. 1976; Camacho y cols. 1977; Jiménez y cols. 1977), donde poste-
riormente se empaqueta el DNA viral de un modo orientado empezando
por la izquierda en un proceso que requiere la proteina morfogenética
p16 y que no ocurre si se elimina la proteina terminal paterna unida al
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DNA (Bjornstiy cols.1981,1982, 1983). Este proceso requiere ATP y se ha
demostrado que la proteina p16 es una ATPasa dependiente de las pre-
cabezas y del complejo p3-DNA (Guo y cols. 1987b). Ademas, reciente-
mente se ha encontrado que la encapsidacion del DNA depende de la
presencia de un RNA de unos 120 nucleotidos que se purifica asociado a
las precabezas y que se sintetiza a partir del promotor temprano Al locali-
zado a la izquierda del DNA de @29 (Guo y cols. 1987a). Una vez empa-
quetado el DNA en las precabezas de @29, se une la proteina p11 que
forma el collar inferior, lo que estabiliza al DNA dentro de la cabeza (Ca-
macho ycols. 1979); a continuacion se ensambla la proteina p9, que for-
ma la cola, en un proceso que depende de la proteina morfogenéticap13
(Garcia y cols. 1983a) y finalmente se ensambla la proteina p12 que for-
ma los apéndices del cuello del fago, y que es la proteina implicada en la
adsorcion del fago a la bacteria (Villanueva y Salas, 1981). Una vez forma-
das las particulas virales, las bacterias son lisadas por la accion de las
proteinas producto de los genes tardios 15y 16 (Carrascosay cols. 1976;
Saedi y cols. 1987). La Figura 9 muestra una fotografia al microscopio
electrénico del fago @29 donde puede apreciarse su estructura de ico-
saedro alargado de 40 nm de longitud y 30 nm de anchura (Anderson y
cols. 1966).

Figura 9. Micrografias electronicas de @29 (Méndez y cols. 1971).
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Debido a su pequefio tamafio, lo que implica una gran simplicidad ge-
nética, y su morfologia relativamente compleja, @29 es un sistema mo-
delo adecuado para estudios de morfogénesis de la particula viral. Asi-
mismo, @29 ha resultado ser un buen modelo para el estudio del control
de la transcripcién. Finalmente, el descubrimiento de la proteina terminal
unida covalentemente a los extremos 5’ del DNA de @29, que se descri-
bira a continuacioén, ha hecho de @29 un sistema modelo para el estudio
de un nuevo mecanismo de iniciacién de la replicacién mediante la pro-
tefna terminal que actia como iniciadora del proceso.

4. CARACTERIZACION DE LA PROTEINA UNIDA
COVALENTEMENTE A LOS EXTREMOS 5’ DEL DNA
DEL BACTERIOFAGO 929

4.1, Circularizacion del DNA de ©29 por interaccion
proteina-proteina

La primera indicacion sobre la existencia de una proteina unida a los
extremos del DNA de @29 se obtuvo cuando se aislaron moléculas circu-
lares o polimeros del DNA de @29 que, cuando se trataban con enzimas
proteoliticos, se convertian en DNA lineal de longitud unidad (Ortin y cols.
1971). La Figura 10A muestra una molécula lineal del DNA de #29 enla
que se puede ver una protuberancia en los dos extremos debido a la pro-
teina terminal y la Figura 10B muestra una molécula circular, formada por
interacién proteina-proteina, en la que también se puede observar la pro-
tuberancia debida a la proteina terminal. Posteriormente a este descubri-
miento se encontrd que el DNA de adenovirus daba lugar, de un modo si-
milar, a moléculas circulares y polimeros que se convertian en DNA de
longitud unidad por tratamiento con proteasas (Robinson y cols. 1973;
Brown vy cols. 1975).

4.2. Caracterizacion de la proteina terminal del DNA de 29

Posteriormente al descubrimiento de la circulacién del DNA de @28,
que sugeria la existencia de proteina en los extremos del DNA, se de-
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Figura 10. Micrografias electrénicas del complejo p3-DNA de @29.

A. p3-DNA de @29 lineal. B. p3-DNA de @29 circular. Se utilizé la técnica de
extension del bromuro de etidio, como se describe en Salas y cols. (1978). Las
micrografias electrénicas fueron tomadas por J. M. Sogo.

mostrd que la transfeccion de células de Bacillus subtilis por el DNA de
@29 es sensible al tratamiento con proteasas (Hirokawa, 1972) y que el
DNA aislado de un mutante de @29 sensible a temperatura en el gen 3
es termolabil en transfeccion (Yanofsky y cols., 1976). Efectivamente, se
aislé un complejo DNA-proteina por diferentes métodos que incluian tra-
tamientos que disocian proteinas unidas no covalentemente al DNA y se
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demostré que la proteina esta unida muy fuertemente al DNA ya que no
entra en un gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sédico
a menos que se trate la muestra con una deoxiribonucleasa. Después de
este tratamiento, la proteina que entra en el gel tiene l[a misma movilidad
electroforética que la proteina p3 (Salas y cols. 1978; Harding y cols. 1978;
Yehle, 1978) que es una proteina viral temprana esencial para la replica-
cién del DNA de @29 (Carrascosa y cols. 1976; Hagen y cols. 1976; Ya-
nofsky y cols. 1978). El analisis de los péptidos tripticos de ambas protei-
nas indicé que la proteina unida al DNA es p3 (Salas y cols. 1978). Se de-
mostrd que la proteina esta unida a los extremos 5’ del DNA puesto que
éste no puede ser fosforilado por la polinucleétido quinasa y ATP—y—*2P,
ni degradado por la exonucleasa del fago 4, que degrada al DNA desde
los extremos 5’ libres, pero puede ser degradado por la exonucleasa lll,
gque degrada al DNA desde ios extremos 3’ (Salas y cols. 1978; ito, 1978;
Yehle, 1978).

Se han descrito otros fagos de B. subtilis similares morfoldgicamente
a @29y con un DNA lineal de doble cadena de tamafio similar, que se
han clasificado en tres grupos seroldgicos. Uno de ellos incluye, junto
con @29, losfagos @15, PZA y PZE; otro inciuye los fagos Nf, M2Y yB103
y el tercer grupo estd formado por el fago GA—1. La transfeccién por es-
tos DNAs es sensible a tratamiento con enzimas proteoliticos, o que sSu-
giere la existencia de proteina terminal (Geiduschek e Ito, 1982; Fucrk y
cols.1980). De hecho, se ha caracterizado una proteinaterminal detama-
fio similar a la de @29 en Ios fagos @15, PZA, Nf, M2Y, B103 y GA—1
(Yoshikawa e lto, 1981; Paces y cols. 1985; Gutiérrez y cols. 1986b). La
comparacion de los pépidos quimotripticos v tripticos de las proteinas
terminales de @29, @15, PZA, Nf, M2Y, B103 y GA—1 indicé que las pro-
teinas terminales de @29, @15 y PZA son similares; las de Nf, M2Y y
B103 estan relacionadas entre si y menos relacionadas a la de @29 que
las de los fagos @15 y PZA; la proteina terminal de GA—1 no esta relacio-
nada a la de ninguno de los fagos anteriores (Gutiérrez y cols. 1986b). Es-
tos resultados estan de acuerdo con la clasificacion en los tres grupos
serologicos indicados antes y con el hecho de que suero anti—p3 reac-
ciona de un modo similar en un radicinmunoensayo con las proteinas
terminales de los fagos @29, @15 y PZA, mientras que no hay reaccién
significativa con las proteinas terminales de los fagos Nf, M2Y, B103 y
GA—1 (Gutiérrez y cols. 1986b).
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4.3 Naturaleza y sitio de enlace entre la proteina termmal
p3 v el DNA de 29

El enlace entre la proteina terminal p3 y el DNA de @29 es una union
fosfodiester entre el grupo OH de un residuo de serina en la proteina p3y
dAMP, que es el nucledtido terminal en los dos extremos 5’ del DNA de
@29 (Hermoso y Salas, 1980). Posteriormente se determind la secuencia
de nuclestidos del 'gen 3, que codifica a una proteina de 266 aminoaci-
dos gue contiene 18 residuos de serina (Escarmis y Salas, 1982; Yoshika-
wa e lto, 1982). Para determinar cual de estos residuos de serina esta im-
plicado en el enlace, se aisldé un péptido que permanece unido al DNA
después del tratamiento con proteinasa K y se determiné su composi-
cién en aminodcidos, encontrandose un Gnico residuo de serina. Los re-
sultados obtenidos indicaron que el residuo de serina implicado en el
enlace al DNA esta localizado en la posicién 232 de la proteina terminal
(Hermosoy cols. 1985). La prediccidn de la estructura secundaria sugiere
que dicho residuo de serina estd localizado en un giro B, probablemente
en la parte externa de [a molécula, segun se deduce de los valores de hi-
dropatia (Hermoso vy cols. 1985).

Actualmente se conoce también la secuencia de la proteina terminal
del fago PZA, muy similar a la del fago @29. Existen sélo seis cambios de
aminoécidos y cinco de ellos son sustituciones neutras (Paces y cols.
1985). Por ello, se puede pensar que el residuo de serina en posicién 232
de la proteina terminal del fago PZA esta implicado en el enlace con el
DNA.

Muy recientemente se ha determinado la secuencia de nucledétidos
correspondiente al gen E, que codifica a la proteina terminal del fago Nf,
teniendo ésta un 66 % de homologia con la de ©29 (Leavitt e lto, 1987).
Los perfiles de hidropatia y la estructura secundaria de |a proteina termi-
nal del fago Nf son muy similares a los de las proteinas terminales de los
fagos @29 y PZA, estando conservada la serina en posicién 232, asi co-
mo los dos aminoacidos anteriores y posteriores, por lo que se sugiere
gue dicho residuo de serina esta implicado en la unién al DNA de Nf (Lea-
vitt e Ito, 1987).

4.4. Otros acidos nucleicos lineales con proteina terminal

Ademas de @29 y fagos relacionados, se conocen otros dos fagos
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con proteina terminal unida covalentemente a los extremos 5’ del DNA: el
fago Cp—1 y relacionados, que infectan a Streptococcus pneumonias,
cuya proteina terminal tiene un peso molecular de 28.000 daltons (Gar-
ciay cols.1983b) y el fago PRD1 y relacionados, que infectan a bacterias
gram-negativas como Escherichia coli y Salmonella typhimurium, cuya
proteina terminal p8 tiene un peso molecular de 28.000 daltons y es el
producto del gen VI viral (Bamford y Mindich, 1984). La unién entre la
proteina terminal y el DNA es un enlace fosfodiester entre treonina y
dAMP en el fago Cp—1 (Garcia y cols. 1986a) y entre tirosina y dGMP en
PRD1 (Bamford y Mindich, 1984). Recientemente se ha determinado la
secuencia de la regién del DNA gue codifica a la proteina terminal del fa-
go PRD1 vy se ha confirmado que el peso molecular de la proteina es de
29.000 daltons con un total de 259 aminoacidos (Savilahti y Bamford,
1987, Hsieh y cols. 1987). Por otra parte, la comparacion de la secuencia
de aminoacidos entre la proteina terminal de los fagos PRD1, @29 y Nf
indica gue no existe ninguna homologia entre dichas proteinas (Hsieh y
cols. 1987). Sin embargo, los perfiles de hidropatia de las tres proteinas
son muy similares en la region carboxi-terminal. Sobre esta base, se ha
sugerido que el enlace entre la proteina terminal del fago PRD1 y ei DNA
se realiza a través del residuo de tirosina en posicion 226 (Hsieh y cols.
1987).

Como ya se ha indicado, el aislamiento de moléculas de DNA circula-
res y polimeros del DNA de adenovirus sugerian la existencia de proteina
terminal unida a los extremos del DNA. Efectivamente, se caracterizé la
proteina terminal de adenovirus, con un peso molecular de 55.000 dal-
tons (Rekosh y cols. 1977) y se determiné que el enlace con el DNA se
realiza mediante una unién fosfodiester entre un residuo de serina es-
pecifico y dCMP, el nucledtido 5' terminal en ambos extremos del DNA
(Desiderio y Kelly, 1981). Como en el caso de $29, dicho residuo de seri-
na estd localizado en un giro B, en la parte externa de la molécula, prece-
dida de una hélice «. Por lo demés, no existe ninguna homologia de se-
cuencia entre ambas proteinas.

Otros DNAs lineales con proteina terminal son el plasmido pSLA2 de
Streptomyces (Hirochika y Sakaguchi, 1982), los plasmidos “killer”
pGKL1y pGKL1 de Kluyveromyces lactis (Kikuchiy cols. 1984), cuya pro-
teina terminal tiene un peso molecular de 28.000 y 36.000 dlatons, res-
pectivamente (Stam y cols. 1986), el plasmido pSKL de Saccharaomyces
kluyveri (Kitada e Hishinuma, 1987), el DNA mitocondrial S1y 52 (Kemble
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y Thompson, 1982) y de 2, 3 Kpb (Bedinger y cols.1986) del maiz, un DNA
mitocondrial de Brasica (lurpeny cols. 1987), el plasmido pAI2 del hon-
go filamentoso Ascobolus immersus (Meinhardt y cols. 1986), el plasmi-
do pFOXC2 del hongo patégeno de plantas Fusarium oxysporum (Kistler
y Leong, 1986) y un plasmido de Borrelia hermsii que causa la fiebre re-.
currente (Plasterk y cols. 1985).

Un caso diferente en el que existe proteina terminal unida al extremo
5' de una de las dos cadenas de una molécula de DNA circular es el virus
de la hepatitis B (Gerlich y Robinson, 1980).

Finalmente, existen proteinas terminales presentes en el extremo 5’
del RNA de virus animales como el de la poliomielitis, fiebre aftosa, ence-
falomiocarditis, exantema vesicular y necrosis pancreatica infecciosa y
de virus de plantas como el del mosaico del chicharro (cowpea mosaic),
mancha anillada del tabaco (tobacco ringspot), mosaico de la judia del
sur (southern bean mosaic), grabado del tabaco (tobacco etch), enrolla-
do de la patata (potato leafroll) y excrecencias del guisante (pea enation)
(Daubert y Bruening, 1984). Recientemente, se ha detectado la presencia
de proteina terminal en el extremo 5’ del RNA del virus de la hepatitis A
(Weitz y cols. 1986) y del enrollado del cerezo (cherry leafroll) (Hellen y
Cooper, 198). El enlace entre la proteina terminal y el RNA es una unién
fosfodiester entre el nucledtido 5’ terminal UMP y tirosina en el caso de
poliovirus (Crawford y Baltimore, 1983), del virus de la fiebre aftosa (King
y cols. 1980) y del virus de la encefalomiocarditis (Vartepetian y cols.
1984), mientras que es un enlace entre UMP y serina en el caso del virus
del mosaico del chicharro (Jaegle y cols. 1987).

Las Tablas Il y IV muestran un resumen de los virus y 4cidos nucleicos

lineales con proteina terminal que se han descrito hasta la fecha, asi co-
mo sus caracteristicas mas relevantes.
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Tabla lIl.
Proteinas unidas covalentemente a acidos nucleicos de virus.

VIRUS oo | Envace PROTEINA PM, KD
P29 DNA SER-P p3 31
Cpt DNA THR-P TP 28
PRD1 DNA TYR-P p8 —
ADENO DNA SER-P pTP 55(87)
HEPATITIS B DNA - - -
NECROSIS PANCREATICA RNA — VPg 110
POLIO RNA TYR-P VPg 2.3
HEPATITIS A RNA - VPg -
ENCEFALOMIOCARDITIS RNA TYR-P VPgA;VPgB 10;8
FIEBRE AFTOSA RNA TYR-P? VPgA;VPgB ~5
EXANTEMA VESICULAR RNA - VPg ~10
MOSAICO DEL CHICHARRO RNA SER-P VPg ~5
MOSAICO DE LAS EXCRECENCIAS
DEL GUISANTE RNA - VPg ~17.5
ENROLLADO DE LA PATATA RNA - VPg ~7
GRABADO DEL TABACO RNA - VPg ~6
MANCHA ANILLADA DEL TABACO RNA - VPg ~4
MOSAICO DE LA JUDIA DEL SUR RNA - VPg ~12
ENROLLADO DEL CEREZO RNA - VPg -

4.5. Secuencia de nucledtidos en los extremos del DNA de @29
y fagos relacionados.

Se conoce en la actualidad la secuencia de nucledtidos del DNA de
<1§29 con 19.285 pb (Yoshikawa e lto, 1982; Garvey y cols. 1985; Vvidek y
Paces 1986), vy del fago relacionado PZA, con 19.366 pb (Pa\c/:es y cols.
1985, 19864, 1986b). Todos los fagos de la familia de @29 tienen una re-
peticién terminal invertida corta, de 6 pb (AAAGTA) en el DNA de ¢29,

27



Tabla IV. 4
Proteinas unidas covalentemente a los extremos de DNAs lineales de
doble cadena.

DNA Fuente
S1 y 82 mitocondrial Maiz
Plasmido pSLA2 . Streptomyces
Plasmidos pGKL1 y pGKL2 Kluyveromyces lactis
Plasmido pSKL Saccharomyces kluyvery
Plasmido pAI2 Ascobolus immersus
Piasmido pFOXC2 Fusarium oxysporum
Piasmido fiebre recurrente Borrelia hermsii

@®15,PZA yB103, de 8 pb (AAAGTAAG) en el DNAde NfyM2Yyde 7 pb
(AAATAGA) en el DNA de GA—1. Ademas, es idéntica la secuencia de los
18 pb del extremo izquierdo del DNA de @29, @15, PZA,Nf, M2YyB103y
existen homologias entre los nuciedtidos 19 al 50. El resto de la secuen-
cia que se conoce del DNA de @29, @15 y PZA es similar entre si y dife-
rente de la de los DNAs de Nf, M2Y y B103, que comparten una secuencia
similar. La secuencia en el extremo izquierdo del DNA de GA—1 no esta
relacionada con la de los otros DNAs, excepto en los 3 pb iniciales que
son iguales. En el extremo derecho la secuencia de los 13 pb terminales
es muy similar en los DNAs de ©29, ®15, PZA, Nf, M2Y yB103 y desde el
nucledtido 27 al 38 existe una secuencia idéntica. El resto de la secuen-
cia gue se conoce es muy similar para los fagos @29, #15 y PZA entre si,
y para los fagos Nf, M2Y y B103 entre si. La secuencia en el extremo dere-
cho del DNA de GA—1 no esta relacionada con la de los otros DNAs ex-
cepto en los 3 pb iniciales y la secuencia del nucledtido 29 al 40 que es
casi idéntica a la presente del nucleétido 27 al 38 en los otros DNASs (Es-
carmis y Salas, 1981; Yoshikawa y cols. 1981, 1985; Pages y cols. 1985,
1986b; Gutiérrez y cols. 1986b).

4.6. Secuencia de nucleétidos en los extremos de DNAs con
proteina terminal

ElI DNA del fago Cp—1 tiene una repeticidén terminal invertida larga, de
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236 pb, teniendo los 116 pb siguientes 93 % de homologia en los dos ex-
tremos del DNA (Escarmis y cols. 1984). La repeticion terminal invertida
de los fagos relacionados Cp—5 y Cp—7 es de 343y 347 pb, respectiva-
mente (j-scarmis y cols. 1985). La homologia entre |las repeticiones termi-
nales invertidas de los tres DNAs es 84—92 %, siendo idénticos los 39 pb
terminales en los tres DNAs. Por otra parte, el DNA de Cp—5 esta mas re-
lacionado al de Cp—1 que el DNA de Cp—7, de acuerdo con la homologia
de las proteinas ferminales. '

Los fagos relacionados PRD1, PR4, PR5, PR722y L17, aislados de di-
ferentes partes del mundo, tienen repeticiones terminales invertidas de
109—110 pb. Los primeros 17 pb y los dltimos 35 pb de la repeticion ter-
minal invertida estan conservados en todos los virus. Entre estas secuen-
cias conservadas hay una regién variable de 58 pb que permite dividira
los fagos en dos grupos: 1) PRD1 y PR5 de Estados Unidos y Canaday 2)
PR4, PR722 y L17 de Australia, Surafrica y el Reino Unido, respectiva-
mente (Savilahti y Bamford, 1986).

En el caso de adenovirus, la repeticion terminal invertida es de 103 a
162 pb, dependiendo del tipo de adenovirus (Tolun y cols. 1979).

Otros plasmidos lineales con proteina terminal tienen repeticiones
terminales invertidas largas. Asi, la de pSLA2 es de 614 pb (Hirochika y
cols. 1984), la de pGKL1 y pGKL2 de 202 y 184 pb, respectivamente (His-
hinumay cols. 1984), la de pSKL de 483 pb (Kitada e Hishinuma, 1987), la
del DNA mitocondrial S1 y S2 de maiz de 208 pb (Levings y Sederoff,
1983; paillard y cols. 1985) y la del DNA mitocondrial del maiz de 2.3 kpb,
de al menos 50 pb, con 16 pb homdlogos enlos 17 pb de los extremos, a
la secuencia del DNA de S1y S2 (Bedingery cols. 1986). El DNA mitocon-
drial de Brassica tiene una repeticién terminal invertida de 325 pb
(Turpen y cols. 1987) y el plasmido pAl2 de Ascobolus immersus, de
aproximadamente 700 pb determinados por experimentos de desnatu-.
ralizacién y renaturalizacién (Meinhardt y cols. 1986).

Por tanto, la existencia de una repeticién terminal invertida es una ca-
racteristica comun de los DNAs lineales con proteina terminal, si bien su
longitud varia considerablemente, desde 6 pb en el caso del DNA de
@29 hasta 614 pb en el plasmido pSLA2. Es también de destacar el he-
cho de que la secuencia terminal de @29 (AAAGTA) es muy similar a la
de Cp—1 (AAACTA), a la del DNA mitocondrial S1,S2y 2, 3 kpb (AAAAG-
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TA) y alade los plasmidos pGKL2 de Kluyveromyces lactis (Hishinumay
cols. 1984) y pSKL de Saccharomyces kluyveri (Kitada e Hishinuma,
1987) (AAAAGGTA). El papel de esta secuencia en el reconocimiento de
la proteina terminal para iniciar la replicacién y el posible papel de la re-
peticion terminal invertida en la replicacion del DNA se discutira mas
adelante.

5 REPLICACION IN VIVO DEL DNA DE 929
5.1. Intermedios replicativos del DNA de ©29

El analisis al microscopio electronico de los intermedios replicativos
aislados de B. subtilis infectado con @29 indicé la existencia de dos cla-
ses mayoritarias de moléculas (Inciarte y cols. 1980; Harding e lto, 1980),
qgue se muestran en la Figura 11. Una es DNA de doble cadena de longi-
tud unidad con colas de cadena simple en una posicién al azar (tipo |),
siendo la longitud de las colas de cadena simple igual a la de una de las

—_—

Figura 11. Micrografias electronicas de intermedios replicativos tipo | y tipo Il del DNA de

@29.

Se utilizo la técnica de extension del BAC como se describe en Sogo y cols.
(1982). Las micrografias electronicas fueron tomadas por J. M. Sogo.
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regiones de cadena doble. El otro fipo de moléculas es DNA de longitud
unidad con una region de cadena doble y otra de cadena simple en ex-
tensidn variable desde el extremo (tipo ll). La desnaturalizacién parcial
de las moléculas de tipo Il mostré que la replicacion se inicia con una fre-
cuencia similar desde cualquier extremo del DNA. Estos resultados indi-
can que la replicacion del DNA de @29 ocurre por un mecanismo de des-
plazamiento de banday se inicia de un modo no simultaneo desde cual-
quier extremo del DNA. Ademas, se encontré proteina terminal en los ex-
tremos de las cadenas de DNA paternas e hijas (Sogo y cols. 1982) de
acuerdo con una funcién de la proteina p3 en la iniciacion de |a replica- -
cién, como se vera mas adelante.

5.2. Proteinas requeridas para la replicacion in vivo del
DNA de ©29

Mediante el uso de los mutantes susy ts de @29 se demostré que los
genes 1,2, 3,5, 6y 17 se requieren para la sintesis del DNA viral in vivo
(Talavera y cols. 1972; Carrascosa y cols. 1976; Hagen y cols. 1976). Por
otra parte, cuando se usaron los mutantes ts en los genes 2, 3,5y 6 se
encontrd que los genes 2 y 3 estan implicados en un proceso de inicia-
cién y los genes 5y 6 en algln proceso de elongacion en la replicacion
del DNA de @29 (Mellado y cols. 1980). Conviene indicar que en este tipo
de experimentos no puede descartarse la posibilidad de que los genes 5
y 6 estén también implicados en iniciacion. Mutantes sus en los genes 1
y 17, para los que no setienen mutantes ts, dan lugar a una replicacion
retrasada (Carrascosa y cols. 1976).

En el caso del fago M2Y, los genes G, Ey T estan implicados en la sin-
tesis del DNA viral in vivo; los genes G y E corresponden alos genes 2y 3
de @29, respeotivamen_te (Matsumoto y cols. 1983).

Respecto a los genes bacterianos necesarios para la replicaciéon del
DNA de @29, las DNAs polimerasas | y 1l no se requieren puesto que la
replicacién del fago tiene lugar en mutantes polA~ (Pehalva y Salas,
1982) asi como en presencia de 6(p-hidroxifenilazo)-uracilo (Talavera y
cols. 1972), un inhibidor de la DNA polimerasa lll de B. subtilis (MacKen-
zie y cols. 1973). Por otra parte, #29 se desarrolla normalmente a 48°C
en los mutantes de replicacion de B. subtilis (Henney y Hoch, 1980) ts
dna B19, ts dna C30, ts dna D23, ts dna E20, ts dna F133, ts dnal102 y
QB1506 (dna-8132), siendo reducido el rendimiento en fago unas diez
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veces en los mutantes ts dna G34 y ts dna H151 y no habiendo desarro-
llado en el mutante ts dna A13 (Salas, 1987). Por consiguiente, el gen
dnaA, implicado en la reduccién de ribonucleotidos, parece ser necesa-
rio para la replicacion de 929, los genes dna G y dna H son parcialmente
dispensables y el resto de los genes bacterianos ensayados no parecen
requerirse en la replicacién del DNA de @29.

La replicacion in vivo del DNA de @29y M2Y es inhibida por afidicolina
(Hirokawa y cols. 1982), un inhibidor tipico de la DNA polimerasa « euca-
ridtica (Huberman, 1981). Como se vera mas tarde, esta droga inhibe a la
DNA polimerasa inducida por ©29. '

5.2 Replicacion in vivo de otros DNAs con proteina terminal

La replicacion del DNA de Cp—1 también empieza en los extremos del
DNA. Como en el caso de @29, la replicacion de Cp—1 no es inhibida por
6(p-hidroxifenilazo)-uracilo y es inhibida por afidicolina (Garcia y cols.
1986b), lo que sugiere un mecanismo de replicacion muy similar al del
fago @29.

En el caso del fago PRD1, no hay replicacion in vivo en bacterias infec-
tadas en condiciones restrictivas por mutantes sus de la clase | y VI, lo
que implica el requerimiento de las proteinas.p1 y p8. Cuando las bacte-
rias se infectan con mutantes sus de la clase Xll, a los que le faita la pro-
teina p12, la replicacién disminuye (Mindich y cols. 1982). Por otra parte,
las proteinas del huésped rep v las topoisomerasas | y Il no se requieren
para la replicacion de!l DNA de PRD1 (Davis y Cronan, 1983; Bamford y
Mindich, 1984).

La replicacion del DNA de adenovirus in vivo ocurre de un modo muy
similar al descrito para el DNA de @29. Asi, se encontraron los dos tipos
de moléculas | y ll, que se describieron por primera vez en este sistema
{Lechner y Kelly, 1877), encontrandose también proteina terminal en las
cadenas de DNA paternas e hijas (Kelly y Lechner, 1979). La replicacién
de adenovirus in vivo es también inhibida por afidicolina (Pincus y cols.
1981).
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6. REPLICACION IN VITRO DEL DNA DE $29. REACCION
DE INICIACION

6.1. Formacion de un complejo covalente entre la proteina terminal
de ©29 y 5—dAMP

El modelo de iniciacion de la replicacidn en que la proteina terminal
actla como iniciadora (primer), propuesto inicialmente por Rekosh y
cols. (1977) para ia replicacion del DNA de adenovirus, postula que una
molécula de proteina terminal libre se localiza en los extremos del DNA
por interaccién proteina-proteina y proteina-DNA vy reacciona con el
dNTP correspondiente al nucleétido 5’ terminal para formar un complejo
covalente proteina terminal-dNMP que suministra el grupo 3'OH libre ne-
cesario para la elongacién por la DNA polimerasa.

Cuando se incuban extractos de B. subtilis infectado con @29 con
dATP—a~—P*? en presencia de DNA @29—proteina p3 (p3—DNA) como
molde se encuentra una proteina marcada radiactivamente, con la movi-
lidad electroforética de la proteina p3, que no se forma en presencia de
suero anti—p3 o cuando se usan extractos de B. subtilis sin infectar (Pe-
flalva y Salas, 1982; Shih y cols. 1982, 1984; Watabe y cols. 1982; Matsu-
moto y cols. 1983). Cuando la proteina marcada con P*? se incuba con pi-
peridina, en condiciones en que se hidroliza el enlace entre el DNA y la
proteina p3, se libera 5’dAMP, indicando la formacion de un complejo co-
valente p3—dAMP. Este complejo puede ser elongado in vitro, indicando
que se trata de un complejo de iniciacion (Pefialva y Salas, 1982). Cuan-
do se usan extractos de B. subtilis infectado con el fago M2Y, se forma
también un complejo de iniciacidn entre la proteina terminal del fago y
5'dAMP (Matsumoto y cois. 1983).

6.2. Requerimientos proteicos para la formacion del complejo
de iniciacion de #29

De acuerdo con el modelo propuesto, cuando se usan extractos de B.
subtilis su™ infectado con un mutante sus en el gen 3 en el sistema des-
crito antes, no se forma complejo de iniciacion p3—dAMP, puesto que di-
chos extractos no suministran proteina p3 libre. Células infectadas con
un mutante sus en el gen 2 tampoco dan lugar a [a formacién del comple-
jo de iniciacion, pero la actividad se restablece cuando se complemen-
tan ambos extractos, sus2 y sus3, lo que indica gue para la reaccion de
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iniciacion se requieren los productos de los genes 2 y 3 (Blanco vy cols.
1983; Matsumoto y cols. 1983). Cuando se usan en la reaccion de inicia-
cion extractos de B. subtilis su™ infectado con mutantes sus en los genes
6y 17, o B. subtilis infectado a temperatura restrictiva con un mutante ts
en el gen 5, se forma complejo de iniciacion p3—dAMP, lo que indica que
los productos de los genes 5, 6 y 17 no son esenciales para la reaccion
de iniciacion in vitro (Blanco y cols. 1983; Matsumoto y cols. 1983). Estos
resultados son consistentes con el papel in vivo de los productos de los
genes 2y 3 eniniciacién y de los genes 5 y 6 en elongaciéon (Melladlo y
cols. 1980). '

De un modo similar, extractos de B. subtilis su™ infectado con mutan-
tes de M2Y sus G y sus E (que corresponden a los genes 2y 3 de &29,
respectivamente) son-inactivos en la formacién del complejo de inicia-
cién (Matsumoto y cols. 1983).

6.3. Formacion del complejo de iniciacion en otros sistemas
que tienen DNA lineal con proteina terminal

La incubacién de extractos de S. penumoniae infectado con el fago
Cp—1 con dATP—x—P*? da lugar a la formacién de una proteina marcada
con P*2 con la movilidad electroforética de la proteina terminal de Cp—1.
La proteina no se marca cuando se usan extractos de bacterias no infec-
tadas. Cuando la proteina marcada se incuba con piperidina se libera
5'dAMP, lo que indica la formacién de un complejo covalente entre la
proteina terminal y 5’dAMP. La adicién de los cuatro dNTPs a la mezcla
de incubacién da lugar ala formacién de un complejo marcado de menor
movilidad electroforética en geles de poliacrilamida en presencia de do-
decil sulfato sédico, lo que indica que el complejo proteina terminal—
dAMP puede ser elongado vy es, por tanto, un complejo de iniciacion
(Garcia y cols. 1986).

Cuando se incuban extractos de S. typhimurium infectado con el fago
PRD1 con dGTP—x—P?? se marca con P*? una proteina con la movilidad
electroforética de la proteina terminal p8 (Bamford y cols. 1983). Dicha
proteina no se marca cuando se usan extractos de bacterias sin infectar.
Cuando se usan extractos de bacterias su™ infectadas con mutantes sus
en los genes | y VI, no se forma complejo p8—dGMP, aungue ambos ex-
tractos complementan, lo que indica que se requieren los productos de
los genes|y Vil para la reaccion de iniciacion (Bamford y Mindich, 1984).
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Por otra parte, se ensayé la implicacién de funciones de replicacién del
huésped en'la formacién del complejo p8— dGMP usando extractos de E.
coli ts para los genes de replicacién dna B, dna E, dna A, dna G, dna Zy
dna P, cada uno de los cuales conteniendo los genes virales esenciales
gue codifican a las proteinas p1 y p8. Todos los mutantes, excepto el dna
G, son sensibles a temperatura en la formacién del complejo de inicia-
cién, lo que sugiere que la mayor parte del complejo de replicacién del
huésped se requiere para la iniciacién (Bamford y Mindich, 1984).

También en el caso de adenovirus se puso a punto un sistema in vitro
de células infectadas que, en presencia de dCTP—x—P*? y complejo pro-
teina terminal—DNA como molde, da lugar a laformacién de un complejo
de iniciacién entre una proteina de peso molecular 80.000 daltons y
dCMP, el nucleétido 5’ terminal. La proteina de 80.000 daltons es un pre-
cursor de la proteina terminal de 55.000 daltons (Lichy y cols. 1981; Pin-
cus y cols. 1981; Challberg y cols. 1982; Tamanoi y Stiliman, 1982; de Jong
y cols. 1982).

En el resto de los sistemas que tienen DNA lineal con proteina ter-
minal, ain no se ha estudiado la posible formacién de un complejo de
iniciacion.

En los sistemas gue tienen RNA con proteina terminal, se ha detecta-
do un posible complejo de iniciacion en el caso del virus de la poliomieli-
tis (Morrow y cols. 1984) y de la encefalomiocarditis (Vartapetian y cols.
1984).

6.4. Sobreproduccioény purificacion de las proteinas p2 y p3 de ©29.
Actividad en la formacion del complejo de iniciacion

Puesto gue la cantidad de proteinas p2'y p3 que se sintetiza en B. sub-
tilis infectado con @29 es relativamente baja, se clonaronlos genes2y 3
en plasmidos de E. coli bajo el control del promotor P delfago A (Garciay
cols. 1983c; Blanco y cols. 1984). Cuando se inducen a 42°C las células
de E. coli que contienen cada uno de los piasmidos recombinantes y que
ademaéas contienen el represor de A sensible a temperatura, se detecta la
sintesis de proteina p2 y p3, respectivamente. Tanto la proteina p2 como
la p3 sintetizada en E. coli son activas en la formacidn del complejo de
iniciacion cuando se complementan con extractos de B. subtilis infecta-
do con un mutante sus3 o sus2, respectivamente. Ambas proteinas se
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obtuvieron altamente purificadas en forma activa (Blanco y Salas; 1984;
Prieto y cols. 1984).

Cuando las proteinas p2 y p3 purificadas se ensayan in vitro en la for-
macién del complejo de iniciacién en presencia de dATP—a—P*? y p3—
DNA como molde, se observa la formacion de una pequefia cantidad de
p3—dAMP, que se estimula fuertemente por adicion de SO,(NH,), 10—20
mM (Blanco y Salas, 1985b). La estimulacién por SO,(NH,), se debe pro-
bablemente a la formacion de un complejo entre las proteinas p2 y p3,
que se detecta por centrifugacién en gradiente de glicerol en presencia,
pero no en ausencia, de SO,(NH,), (Blanco y cols. 1987).

6.5. Actividades DNA polimerasa y 3'—5’ exonucleasa de la
proteina p2

La proteina p2, ademas de catalizar la reaccién de iniciacion, tiene ac-
tividad DNA polimerasa cuando se ensaya con un molde con iniciador
como poli dA—(dT);,-153 0 con DNA activado (Blanco y Salas, 1984; Wata-
be y cols. 1984). Por analisis en gel de poliacrilamida in situ, la actividad
DNA polimerasa se encuentra en la banda de proteina p2 (Blanco y Sa-
las, 1984). '

. Ademas, la DNA polimerasa de @29 tiene actividad 3’5’ exonuclea-
sa sobre DNA de banda simple, pero no tiene actividad 5= 3’ nucleasa
(Blanco y Salas, 1985a). La actividad 3'—5’ exonucleasa, que podria su-
ministrar un mecanismo de correccion de pruebas, parece estar asocia-
‘da con la DNA polimerasa, puesto que las dos actividades se inactivan
con el calor con una cinética similar y cosedimentan en un gradiente de
glicerol (Blanco y Saias, 1985a). Ademas; la actividad de iniciacion de la
proteina p2 cosedimenta con las actividades DNA polimerasa y 3'—5’
exonucleasa, indicando que las tres actividades estan presentes en la
misma. proteina.

7. REPLICACION IN VITRO DEL DNA DE ©29. REACCION
DE ELONGACION

7.1. Elongacion del complejo de iniciaciéon p3—dAMP con proteinas
p2 y p3 purificadas. Procesividad de la DNA polimerasa de ©29
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Cuando se usan en el sistema in vitro las proteinas p2 y p3 purifica-
das, el complejo p3—DNA como molde y los 4 dNTPs, el complejo de ini-
ciacion p3—dAMP es elongado produciendo DNA de longitud unidad
(Blancoy Salas,1985hb). La presencia del SO,(NH,), produce un aumento
de 3 veces en la velocidad de replicacion, alcanzandose una velocidad
de 80 nucledtidos/segundo (Blanco y cols. 1987).

Para determinar a procesividad de la DNA polimerasa, es decir, si la
molécula de enzima gue inicia una cadena de DNA continla la polimeri-
zaciéon hasta el final sin soltarse del complejo de replicacion, se diluye la
DNA polimerasa hasta mas de 100 veces y se analiza el DNA sintetizado
por electroforesis en geles alcalinos de agarosa. En todos los casos se
obtiene DNA de longitud unidad, lo que indica que la DNA polimerasa
que inicia la replicacion prosigue la polimerizacion sin disociarse (Blan-
co y cols. 1988). Ademas, el resultado anterior sugiere que la DNA poli-
merasa de @29 tiene actividad tipo helicasa puesto que parece ser ca-
paz de producir desplazamiento de banda. Sin embargo, teniendo en
cuenta la presencia de la proteina terminal en el sistema, ésta podria te-
ner la actividad helicasa y conferir la procesividad a la DNA polimerasa.

Por tanto, se estudié la replicacion del DNA de M13 con un oligonu-
cledtido como iniciador en presencia de la DNA polimerasa de ©29 co-
mo Unica proteina en el sistema. Se observa que la DNA polimerasa de
@29 es capaz de replicar el DNA de M13 en 5 min a 30°C sin ninguna pa-
rada significativa. A tiempos de incubaciéon mas largos (40 min) se obtie-
ne una longitud superior a las 70 Kb, méas de 10 veces la longitud del
DNA de M13 (Blanco y cols. 1988). Estos resultados indican que 1a DNA
polimerasa de $29 es muy procesiva y puede producir desplazamiento
de banda.

7.2. Replicacion in vitro del DNA adenovirus

El precursor de la proteina terminal y la DNA polimerasa de adenovi-
rus se han purificado también en forma de un complejo bastante estable
(Enomoto y cols. 1981), aunque éste se puede disociar demostrdndose
que las dos proteinas son esenciales para la reaccion de iniciacion (Lichy
y cols. 1982; Stillman y cols. 1982). Ademas, se ha purificado un factor nu-
clear (NFI) de células no infectadas (Nagata y cols. 1982) que también se
requiere para la reaccién de iniciacion. Para la elongacion del complejo
preproteina terminal—dCMP, se requiere otra proteina viral, la proteina
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que se une a DNA (DBP) (Ikeday cols.1981). Ademas, a diferencia del sis-
tema de @29, para obtener DNA de longitud unidad, se requiere otro fac-
tor nuclear (NFll) que se ha caracterizado como una topoisomerasa | (Na-
gata y cols. 1983). Mas recientemente se ha descrito otro factor nuclear
(NFIll) gue estimula la reaccion de iniciacion (Pruijn y cols. 1986). Los fac-
tores nucleares NFl y NFlil son proteinas que se unen a DNA de doble ca-
dena, a secuencias especificas proximas a los extremos del DNA de ade-
novirus. EI NFl reconoce la secuencia que va desde el nucledtido 25 al 38
{De Vries y cols. 1987) y el NFlll la que va del nucieétido 39 al 50 (Pruijny
cols. 1986). Es interesante resaltar el hecho de que el NFI es el factor de
transcripcion que se une a la secuencia CCAAT que estimula la inicia-
cién de latranscripcion in vitro desde el promotor de la x—globina huma-
na gue contiene dicha secuencia (Jones y cols. 1987). Por otra parte, el
NFill reconoce la secuencia ATGCAAAT en el DNA de adenovirus, que
esta también presente en elementos promotores y activadores de trans-
cripcién en eucaridticos (Pruijn y cols. 1987).

7.3. Efecto de afidicolina, acido fosfonoacético y analogos
de nucleotidos sobre la DNA polimerasa de $29

La replicacidon del complejo p3—DNA es inhibida por las drogas afidi-
colina, acido fosfonoacético y los analogos de nucledtidos butilanilino
dATP (BUAdATP) y butilfenil dGTP (BuPdGTP), conocidos inhibidores de
la DNA polimerasa « eucaridtica (Huberman, 1981; Khan y cols. 1984,
1985) y de otras DNA polimerasas virales tipo « (Knopf, 1979; Nishiyama
y cols. 1983; Moss y Cooper, 1982; Sridha y Condit, 1983; Kallin y cols.
1985). Mientras que los andlogos de nucelétidos BUAdATP y BuPdGTP
inhiben los procesos de iniciacién y elongacién de la replicacién del
complejo p3—DNA, las drogas afidicolina y acido fosfonoacético inhiben
la elongacién, pero no afectan el paso de iniciacién de la replicacion del
p3—DNA (Blanco y Salas, 1986; Bernad y cols. 1987). Ademas, tanto la afi-
dicolina como los andlogos de nucledtidos inhiben la polimerizacién por
la proteina p2 usando DNA activado, asi como la actividad 3'=>5’ exonu-
cleasa, indicando que el blanco de las drogas es la propia DNA polimera-
sa (Blanco y Salas, 1986). Esto esté de acuerdo con la obtenciéon de mu-
tantes de @29 resistentes a afidicolina que estéan localizados en el gen 2,
gue codifica a la DNA polimerasa (Matsumoto y cols. 1986). Todos estos
resultados sugieren la existencia de dos dominios en la DNA polimerasa
de @29, uno para la iniciacién en el cual el dAMP se une covalentemente
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al grupo OH del residuo de serina 232 en la proteina terminal, y otro para
la elongacién, en el cual un dNMP se une covalentemente al grupo 3'OH
de otro dNMP incorporado en la cadena del DNA. La existencia de dos si-
tios en la proteina p2 esta de acuerdo con el hecho de que se requiere
una concentracién diferente de dATP para la iniciacion y para la elonga-
cién. Mientras que ia iniciacién puede tener lugar a concentraciéon muy
baja de dATP (0.1 uM), la elongacién requiere una concentracion de
dATP mayor (>1 uM) Blanco y cols. 1986).

7.4. Homologias de aminoacidos entre la DNA polimerasa de
@29 y otras DNA polimerasas

Se ha descrito recientemente la existencia de tres dominios de ami-
noacidos conservados en la regidon carboxiterminal de varias DNA poli-
merasas virales tipo « y en la DNA polimerasa de @29, con la secuencia
SLYP, NS—YG—F y Y—DTDS para el segmento |, ll y lll, respectivamente.
Uno de estos dominios se ha propuesto que es el sitio de unién del &cido
fosfonoacético (Lardery cols. 1987; Knopf, 1987). Estas regiones homdlo-
gas estan presentes también en la DNA polimerasa del fago PRD1 (Savi-
lahti y Bamford, 1987) y en la DNA polimerasa del fago T4, de acuerdo
con la inhibicién de ésta por afidicolina y analogos de nucleétidos (Ber-
nad y cols. 1987). Ademas, hemos encontrado que el plasmido lineal
pGKL1 (Kikuchi vy cols. 1984) y el DNA mitocondrial lineal S1 (Kemble y
Thompson, 1982) que, como se indicd anteriormente, tienen proteina ter-
minal en sus extremos 5’, también contienen las tres regiones de ami-
noacidos conservados (Bernad y cols. 1987), lo que sugiere que estos
dos DNAs lineales codifican a su propia DNA polimerasa, de acuerdo
con el papel de ésta en la iniciacién de la replicacion.

La Figura 12 muestra las regiones consenso derivadas del estudio de
la secuencia de aminodacidos de las distintas DNA polimerasas. Es posi-
ble distinguir secuencias consenso especificas para las diferentes estra-
tegias de replicacion, como por ejemplo el consenso 1 para las DNA poli-
merasas de genomas que contienen proteina terminal y el consenso 3
para el resto de las DNA polimerasas. Ademas, es interesante sefialar el
hecho de que, en el segmento ll, existe una insercién de unos 25 aminoé-
cidos en el caso de las DNA polimerasas correspondientes a genomas
con proteina terminal. Puesto gue el resto de las DNA polimerasas care-
cen de dicha insercion, se puede especular que esta region esta implica-
da en la reaccion de iniciacion de la replicacion, quizas en el reconoci-
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Figura 12,
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Segmentos de homologia en la region carboxi terminal entre varias DNA
polimerasas de origen procaridtico y eucariético.

Se compararon las siguientes secuencias de DNA polimerasas: DNA
mitocondrial S1 (Paillard y cols. 1985), pGKL1 (Stark y cols. 1984), adenovirus
tipo 2 (Alestrom y cols. 1982), fago @29 (Yoshikawa e Ito, 1982), fago PRD1
(Savilahti y Bamford, 1987), fago T4 (Spicer, E.K, resultados no publicados;
GeneBank, 1986), virus de la vacuna (Earl y cols. 1986), virué_ Herpex simplex 2
(HSV2) (Tsurumi y cols. 1987}, virus Varicela Zoster (VZV) (Davison y Scott,
1986), virus Epstein-Barr (EBV) (Baer y cols. 1984) y Citomegalovirus humano
(HCMV) (Kouzarides y cols. 1987). Un residuo se considerd consenso si estaba
presente en méas de la mitad de los polipéptidos considerados. El consenso 1
indica los residuos consenso entre DNA polimerasas de genomas que
contienen proteina terminal (81 mit,, pGKL1, adeno, €29 y PRD1). El consenso
2 indica los residuos consenso entre todas tas DNA polimerasas. El consenso 3
indica los residuos consenso entre las DNA polimerasas de genomas que no
tienen proteina terminal (T4, vacuna, HSV2, VZV, EBV y HCMV). El hueco en el
segmento lll corresponde a inserciones de 78 y 113 aminoé4cidos en la DNA
polimerasa de adenovirus y HCMV, respectivamente. Se han encuadrado los
aminoécidos que son idénticos en las tres clases de consenso consideradas.
La relacion lineal entre los segmentos I-ll (barras negras) de cada polimerasa
se muestran en la parte de abajo de la Figura. El residuo de tirosina en el
motivo consenso NF-YG-F del fragmento |l se tomd como residuo O en cada
caso. Los cuadrados indican el motivo consenso principal en cada segmento.



miento de la proteina terminal por la DNA polimerasa para la unién del
primer nucledtido. Si esto fuese correcto, otras DNA polimerasas cuya
secuencia se determine deben contener dicha insercién si corresponden
a genomas con proteina terminal y deben carecer de ella en el resio de
los casos. La Figura 12 también muestra que ios tres segmentos de
homologia de amindacidos estan localizados colineaimente en las dis-
tintas DNA polimerasas. '

También se ha encontrado una region de homologia hacia el extremo
amino terminal de varias DNA polimerasas, de las que se pueden derivar
las secuencias consenso que se muestran en laFigura 13. En esta region
también se ha encontrado homologia en ila DNA polimerasa del fago T7,
ademas de las otras polimerasas indicadas antes. En el caso de la DNA
polimerasa del fago T4, la actividad 3—5’ exonucleasa correctora de
pruebas se ha localizado en esta regién y también se han [ocalizado en
sitios proximos una serie de mutantes de la DNA polimerasa de T4 que
afectan la fidelidad de la replicacion (Reha-Krantz, 1988).

CONSENSO 1 -Y- FRIST| o) S S
CONSENSO 2 VTG ~N—FDf==I-—=L=—~—
CONSENSO 3 VTG ~N—FD-PYI-~RL~~~1I

Figura 13. Segmentos de homologia en ia regidn amino terminal entre varias DNA
polimerasas de origen procaridtico y eucariético.

Las secuencias consenso 1, 2 y 3 indican lo mismo que en la Figura 12,
excepto que en la consenso 1 se han incluido S1, adeno, #29 y PRD1 y en la
secuencia 3, T4, T7 (Ollis y cols. 1985), vacuna, HSV2, VZV, EBV y HCMV. El
primer amino&cido incluido corresponde a las posiciones 294, 272, 58, 67, 210,
57, 235, 463, 443, 375 y 404 para las DNA polimerasas de S1, adeno, @#29,
pRD1, T4, T7, vacuna, H8V2, VZV, EBY y HCMYV, respectivamente.

7.5. Relaciones evolutivas entre DNA polimerasas

Las homologias en el segmento | se han considerado como un indice
de la relacion evolutiva entre las DNA polimerasas puesto que es el seg-
mento que tiene una longitud similar en las distintas polimerasas. La
Tabla V muestra el porcentaje de residuos idénticos en el segmento | en-
tre cada par de DNA polimerasas. Puede verse que las polimerasas del
grupo del virus Herpex estan muy préoximos. Sorprendentemente, la DNA
polimerasa de T4 esta mas relacionada a las DNA polimerasas eucaridti-
cas que a las procaridticas, en especial a la DNA polimerasa del virus de
fa vacuna. De hecho, la comparacién detallada del segmento | de la DNA
polimerasa del fago T4 y del virus de la vacuna sugiere que derivaron de
un antecesor comln (Bernad y cols. 1987). .
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Las DNA polimerasas que se predicen para el plasmido lineal pGKL1
y el DNA mitocondrial S1 tienen maxima homologia entre si, y con las
DNA polimerasas de los fagos #29 y PRD1, de acuerdo con un posible
mecanismo de replicacidon que se inicia por proteina. Estos resultados
sugieren una relacion filogenética entre virus y plasmidos.

7.6. Relaciones estructura-funcion entre las DNA polimerasas

La conservacién de los diferentes dominios entre las DNA polimera-
sas que se muestira en las Figuras 12y 13y enla Tabla V sugiere que es-
tas regiones corresponden a dominios funcionales del enzima. Por ello,
la mutagénesis dirigida de los dominios conservados puede ayudar a
correlacionar la estructura y funcion de las DNA polimerasas. Asi, se han
obtenido mutantes en el segmento Il de la DNA polimerasa de @29 en
los que se han realizado los cambios que se muestran en la Figura 14,
tratando de que el cambio no altere la estructura secundaria de la protei-
na resultante. Cada uno de estos mutantes se pasara a un vector de ex-
presién bajo el control del promotor @10 de la RNA polimerasa del fago
T7 para sobreproducir la protefna mutada correspondiente y estudiar
gué actividad de la DNA polimerasa esta afectada por la mutacion, Simi-
larmente, se realizaran cambios puntuales en cada uno de los otros seg-
mentios. Por otra parie, se dispone de mutantes ts en el gen 2 que se han

NLFD SLYP A NSLYG  YCDTDS A
wi )

v ts2(24} v 152(98)
$52(99)
ts2{112)

F 454 Y
G455 C
G 456 D
— —— PR
- = 6 458 0
I = m-/— T459 S

1 1 )
1 150 300 450 576

aa, residuc

Figura 14. Mutagénesis dirigida de la DNA polimerasa de ©29.

Se muestran los distintos mutantes obtenidos en el segmento lli. Ademas, se
indican las posiciones de las mutaciones puntuales en los mutantes de $29
t52(24), ts2(98), ts2(99) y ts2(112), determinadas por secuenciacion del DNA
(Bernad, A., Parés, E. y Salas, M., resultados no publicados).
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secuenciado. El mutante ts2(24) tiene un cambio de una valina en la po-
sicién 355 por una alanina y los mutantes ts2(98), ts2(99) y ts2(112) tie-
nen el mismo cambio de valina por alanina en la posicion 492. Dichos
mutantes se han clonado en un vector de expresion bajo el control del
promotor @10 de la RNA polimerasa de 77 para sobreproducir la protei-
na mutante correspondiente y estudiar la actividad alterada como resul-
tado de la mutacién.

También se han construido deleciones amino y carboxiterminales de
la DNA polimerasa de @29, que se esquematizan en la Figura 15. Los
distintos mutantes estan bajo el control del promotor Pi del fago Ay la
proteina delecionada correspondiente se sobreproduce. En las distintas
proteinas mutantes se determinarén las actividades de iniciacién, elon-
gaciony 3'—>5' exonucleasa de la proteina p2. Ademas de estas activida-
des, se puede determinar la interaccidén de las proteinas p2 mutantes
con la proteina terminal p3, la interaccidn de la proteina p2 con el DNA,
tanto de banda doble como de banda simple, la procesividad de la DNA
polimerasa, el desplazamiento de banda y la fidelidad de copia. De esta
forma, pretendemos mapear los distintos dominios funcionales de la
DNA polimerasa de ©29 y correlacionarlos con la estructura de la pro-
teina.

AN NLFD SLYP NSLYG oTDs at
- [—E = A\ —
R — & = N\ ——
9 - N\ . S—
T - _—— -
26 CH - — -
185 = 9
263 S -
iz (— i e—
‘8 17, e——
S — | - N vz %
- = ™1 164
- Chm = ] 201
S . S— 197

| - 1 1 o |

1 150 300 450 S76

33, residuo

Figura 15. Deleciones amino y carboxi terminales de la DNA polimerasa de ¢29.

Se indican las distintas deleciones obtenidas (Zaballos, A, Mellado, R. P. y
Salas, M., resultados no publicados).
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7.7. Aislamiento de mutantes de la proteina terminal p3 por
mutagénesis in vitro del gen 3. Efecto de las mutaciones
sobre la formacion del complejo de iniciacion

Por manipulacién in vitro de pldsmidos recombinantes conteniendo el
gen 3, se aislaron dos mutantes de la protefna p3 con algunos residuos
de aminoacidos cambiados en el extremo carboxilo de la proteina; estos
mutanies tienen una actividad reducida en la formacién del complejo de
iniciacion (Mellado y Salas, 1982, 1983). Para proseguir en el estudio de la
importancia del extremo carboxilo en la actividad de la proteina se cons-

. truyeron mutantes de delecién. Una delecion de 4 aminoécidos reduce la
actividad aun 50 % de la proteina normal en la formacion del complejo de
iniciacién mientras que deleciones de 20 aminoéacidos 0 mayores, con-
servando los 5 aminoacidos carboxi-terminales, eliminan la actividad de
iniciacién de las proteinas, lo que sugiere que la regién entre los resi-
duos 240y 262 en el extremo carboxilo de la proteina p3, o parte de esta
region, puede ser esencial para la funcion normai de la proteina (Zaba-
llos y cols. 1986).

Se han construido también deleciones en el extremo amino de la pro-
teina p3. Asi, deleciones de hasta 13 aminodcidos reduce la actividad de
iniciacion de la proteina mutante a un 30 % dela actividad de la proteina
normal, mientras que una delecién de 17 aminoacidos da lugar a una
proteina inactiva (Zaballos y cols. 1987). Estos resultados sugieren que la
regién comprendida entre los aminoacidos 14 y 18 de la proteina termi-
nal podrian, bien formar parte de un centro activo de la proteina, o ser re-
queridos para mantener una conformacién adecuada para la funciéon de
la proteina. Predicciones de estructura secundaria indican la existencia
de una estructura en hélice « en el extremo amino de la proteina p3 (Es-
carmis y Salas, 1982). Dicha estructura se modificaria por la delecién de
los aminoacidos de las posiciones 14 a 17, 1o que podria correlacionarse
con la falta de actividad de Ia proteina p3 con la delecién de 17 aminoaci-

-dos y la actividad de la proteina con la delecidn de 13 aminoacidos. De
nuevo, la mutagénesis dirigida en la regién correspondiente a los ami-
noacidos 14 a 18 debe dar luz sobre la relacion estructura-funcion de la
proteina terminal de @29.

Finalmente, para determinar la especificidad del residuo de serina en

posicion 232 de la proteina p3, implicada en el enlace al dAMP, dicho re-
siduo de serina se ha cambiado a un residuo de treonina por mutagéne-
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sis dirigida. No se detecta actividad de la proteina p3 mutante, lo que
indica una especificidad muy alta en el sitio de enlace (Garmendia, C,,
Salas, M. y Hermoso, J. M., en preparacién). Sin embargo, la proteina p3
mutante interacciona con la DNA polimerasa y con el DNA, lo que indica
que la falta de actividad de la proteina p3 mutada se debe a unfalloenla .
reaccion de iniciacién propiamente dicha y no a un problema de interac-
cién con los otros componentes del sistema.

Por mutagénesis dirigida se han introducido otros tres cambios inde-
pendientes en la proteina terminal en la regién proxima al enlace. Uno es
el de la Ser,,, en Pro con objeto de eliminar la hélice « que precede al si-
tio del enclace; es de resaltar el hecho de que los dos aminoacidos que
preceden y siguen a dicha serina, ademas de la propia serina, estan con-
servados en la proteina terminal del fago Nf. Otro cambio es la Ser,,; en
Pro que también destruye la hélice « anterior al sitio del eniace. Sin em-
bargo, el hecho de que esta Ser no esté conservada en la proteina termi-
nal del fago Nf hace pensar que este cambio es tolerable. Un tercer cam-
bio es el de la Leu,,, en Pro que afectaria también la hélice « que precede
al sitio del enlace. El hecho de que esta Leu esté conservada en el fago Nf
hace suponer que el cambio a Pro no sea tolerable. Otros cambios intere-
santes a realizaren relacion con el sitio activo en la reaccién de iniciaciéon
son los dos aminoacidos que preceden y siguen a la Ser,;,, ya que di-
chos aminoacidos estdn conservados en la proteina terminal del fago Nf.

8. OTRAS PROTEINAS VIRALES IMPLICADAS EN LA
REPLICACION DEL DNA DE 929

8.1. Caracterizacion del gen 1. Sobreproduccion de la proteina p1

La secuenciacion de la fase de lectura abierta 6 (Yoshikawa e lto,
1982) del mutante sus1(629) indica la presencia de una mutacién en el
nucledtido 28 de dicha fase de lectura por la cual el triplete CAA que co-
difica a GIn se convierte en un triplete sin sentido TAA. Por tanto, la fase
de lectura 6 corresponde al gen 1. Para caracterizar y sobreproducir la
proteina p1, se clond un fragmento del DNA de @29 normal o del mutan-
te sus1(629) en‘el plasmido de expresion pPLc28 bajo el control del pro-
motor P del fago A. Al inducir la expresidon de los genes bajo el control
del promotor P|_ por subida de temperatura a 42°C se sobreproduce una
proteina del peso molecular esperado para la proteina p1 (~10.000 dal-
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tons), gue no aparece en las células que contienen el plasmido en el que
se ha insertado el gen 1 con la mutacién sus. Dicha proteina representa
el 4 % de la proteina total sintetizada en E. coli. Sin embargo, la proteina
es muy insoluble, siendo solamente solubilizada por agentes desnatura-
lizantes como urea 4 My cloruro de guanidina 2 M (Prieto, 1. y Salas, M.,
resultados no publicados). Actualmente se estan siguiendo dos cami-
nos. Uno es tratar de renaturalizar la proteina y estudiar su posible activi-
dad en el sistema de replicacion de @29 in vitro. Otro es utilizar otro sis-
tema de expresion que no dependa de una subida de temperatura, como
el del promotor @10 de la RNA polimerasa del fago T7, para tratar de
obtener proteina soluble.

Experimentos preliminales utilizando extractos de B. subtilis infectado
con el mutante sus1(629) indican que la actividad de iniciacién de dichos
extractos es muy alta, lo que podria sugerir que la proteina p1 se une al
DNA, interfiriendo de alguna manera in vitro con la iniciacién de la repli-
cacioén. Sin embargo, células infectadas con el mutante sus1(629) tienen
una sintesis muy reducida del DNA viral, lo que sugiere que, in vivo, la
proteina p1 es necesaria para la replicacion del DNA de ©29.

8.2. Caracterizacion del gen 5. Sobreproduccién y purificacion
de la proteina p5

La secuencia de la fase de lectura 10 (Yoshikawa e Ito, 1982) del mu-
tante 1s5(219) indica la presencia de una mutacién G—A en la posicion
218 de dicha fase de lectura, por la que un triplete GGG gue codifica a
Gly se convierte en un triplete GAG que codifica a Giu. Este cambio pro-
duce una alteracion de la estructura secundaria en el sitio de la mutacién,
ya que hace que desaparezca un giro 8. La presencia de la mutacién de
la fase de lectura 10 indica que ésta corresponde al gen 5 que codifica a
una proteina de peso molecular 13.000 daltons (Martin, G. y Salas, M. en-
viado a Gene). :

Para caracterizar, sobreproducir y purificar la proteina p5, se cloné la
fase de lectura 10 en el plasmido pPLc28 bajo el control del promotor P
delfago 4. Después de inducir a 42°C, se marca una proteina con el peso
molecular esperado, que tiene la misma movilidad electroforética que
una proteina inducida en minicélulas de B. subtilis infectadas con @29y
que desaparece cuando se construye un mutante sin sentido por mani-
pulacién in vitro del gen 5 clonado (Martin y Salas, enviado a Gene).
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La proteina p5 se ha purificado y se ha visto que tiene afinidad por
DNA de banda simple y que protege a éste frente a degradacion por nu-
cleasas. También se ha purificado la proteina del mutante ts5(219) y se
ha observado que es sensible a temperatura en su interaccién con el
DNA de banda simple y en la proteccién al DNA frente a digestién por nu-
cleasas, lo que indica que dichas actividades son genuinas de la protei-
na p5 (Martin, G., Lazaro, J. M. y Salas, M., en preparacién). Actualmente
se estd estudiando su posible papel en la replicacion in vitro del DNA de
®29. Es razonable pensar que su funcidn in vivo sea unirse a la banda
paterna de DNA desplazada para facilitar la replicacién y quizas, tam-
bién, protegerla frente a la degradacion por las nucleasas.

8.3. Sobreproduccion y purificacion de la proteina p6

Para estudiar la funcién de la proteina p6 viral en la replicacién del
DNA de @29 se cloné un fragmento del DNA de @29 que contenia el gen
6 en el plasmido pPLc28 bajo el control del promotor P delfago A. La pro-
teina sobreproducida después de inducir a 42°C tiene un peso molecu-
lar de 12.000 por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecil sulfato sédico. La proteina p6 purificada tiene un peso molecular
aparente de 23.000, lo que sugiere que la forma nativa de la proteina es
un dimero (Pastrana y cols. 1985).

8.4. Papel de la proteina p6 en la iniciacion de la replicacion
del complejo p3—DNA

Cuando la proteina p6 purificada se afiade al sistema in vitrocon las
proteinas p2 y p3, p3—DNA como molde y 0.25 uM dATP—x—P*?, se esti-
mula fuertemente la formacién del complejo de iniciacién p3—dAMP
(Pastrana y cols. 1985). Cuando se aumenta la concentracién de dATP,
disminuye la estimulacion por la proteina p6. Efectivamente, se demostrd
gue el efecto de la proteina p6 es disminuir el valor de la Km para el dATP,
que pasa de 6 uM en ausencia de p6 a 1.2 uM en su presencia (Blanco y
cols. 1986). . ‘

8.5. Papel de la proteina p6 en la elongacion del complejo
p3—dAMP

La proteina p6 también estimula la reaccién de elongacién limitada
del complejo de iniciaciéon p3—dAMP en presencia de ddCTP para dete-
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ner la replicaciéon en los nucleéticos 9 y 12 desde el extremo izquierdo y
derecho del DNA de @29. Sin embargo, esta reaccidon sdélo ocurre a con-
centracion de dATP por encima de 1 uM. Las actividades en la proteina
p6 que estimulan las reacciones de iniciacién y elongacién limitada en la
replicacion del DNA de @29 cosedimentan con €l pico de la proteina p6
en un gradiente de glicerol, lo que sugiere que ambas actividades estan
presentes en la misma proteina (Blanco y cols. 1986). Cuando se permite
una elongacién posterior en ausencia de ddCTP se observa una estimu-
lacion similar por la proteina p6. Sin embargo, la estimulacién de la elon-
. gacion por la proteina p6 es dependiente de la concentracién salina. A
concentraciones de CiNa bajas (~20 mM) la proteina p6 practicamente
no estimula. A medida que se sube la concentracidén de CINa aumenta la
estimulacién por la p6, debido al hecho de que la sal inhibe la replicacion
y la proteina p6 parece contrarrestar dicha inhibicién. Por otra parte, la
velocidad de replicacion no se afecta por la proteina p6, ni tampoco los
valores de la Km para los nucledtidos. Por tanto, un posible papel para la
proteina p6 en elongacién es estimular la incorporacién del primer nu-
cledtido en el complejo de iniciacion p3—dAMP. De hecho, se ha demos-
trado que éste es el paso que requiere la concentracion alta de dATP en
la replicacion del DNA de @29 (Blanco, L., Bernad, A. y Salas, M., en pre-
paracion).

8.6. Union de la proteina p6 a los extremos del DNA de ©29

Para tratar de entender el mecanismo por el cual la proteina p6 esti-
mula la replicacion del complejo p3—DNA, se estudié la unién de la pro-
teina a fragmentos de DNA de banda doble o simple por el ensayo de re-
traso en gel desarrollado por Wu y Crothers (1984). La proteina p6 se une
a fragmentos de DNA de cadena doble, pero no a fragmentos de cadena
simple, aungue aparentemente la unién a los fragmentos de DNA de ca-
dena doble es inespecifica (Prieto y cols. 1988). Se estudié también la in-
teraccion can DNA por microscopia electrdnica. La Figura 16 muestra fo-
tografias electrénicas del fragmento Clal B de 6,1 Kpb, que corresponde
alaizquierda del DNA de @29, sin proteina p6 o con distintas cantidades
de proteina. Como se ve, la proteina va recubriendo el DNA empezando
por un extremo. Sin embargo, de nuevo no hubo especificidad en la inte-
raccién de la proteina p6 con el DNA de doble cadena.

También se estudio el efecto de la interaccion de la proteina p6 sobre
la topologia de un plasmido relajado que contiene las secuencias de los
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Figura 16. Microscopia electronica de la proteina p6 unida al fragmento Cla | B del DNA
de @29 (Prieto y cols. 1987).

extremos del DNA de @29 (pID13) o que carece de dichas secuencias
(pKK223—3). Los plasmidos superenrollados se relajan por tratamiento
con topoisomerasa | y, después de incubarlos con cantidades crecientes
de proteina p6, se vuelven a tratar con topoisomerasa | para liberar cual-
quier tensién en el DNA inducida por la union de la proteina p6. Cuando
se someten estas muestras de DNA a electroforesis en gel de agarosa se
observa la aparicion de DNA superenrollado que depende de la dosis de
proteina p6 con la que se ha incubado el DNA relajado. De nuevo, no hu-
bo especificidad en esta interacién puesto que se obtienen resultados si-
milares con ambos plasmidos. Mediante el uso de geles con cloroquina
se pudo demostrar que el superenrollamiento inducido por la proteina
p6 es positivo (Prieto y cols. 1988).

Finalmente y teniendo en cuenta que la proteina p6 estimula la inicia-
cion de la replicacion del DNA de @29, que comienza en ambos extre-
mos, se estudio la interaccion de la proteina p6 con fragmentos termina-
les ointernos del DNA de @29 por experimentos de proteccion frente a la
digestion con DNasa | (Galas y Schmitz, 1978). La Figura 17 muestra el
patron que se obtiene con el fragmento HindIII L de la derecha del DNA
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Figura 17. Proteccion por la proteina p6 del fragmento Hindlll L, del extremo derecho del
DNA de @29, frente a la digestiéon por la DNasa |.

Se muestran dos tiempos de electroforesis distintos con la banda de arriba del
fragmento marcada con P* en un extremo y un solo tiempo con la banda de
abajo del fragmento marcada (Prieto y cols. 1988). Pu y Py indican reacciones
de secuenciacién para purinas y pirimidinas, respectivamente.
@29, marcado en el extremo 3’ interno. Se puede observar la aparicion
de bandas de hipersensibilidad espaciadas unos 24 nucledtidos entre si,
que flanquean regiones protegidas. Un patron similar se obtiene cuando
se usa el fragmento HindIII L marcado en el extiremo 5’ interno o cuando
se utiliza un fragmento de la izquierda del DNA de ©29. Mas aun, esta in-
teraccion es resistente a CINa 125 mM. Sin embargo, la interaccion de la
proteina p6 con un fragmento interno del DNA de @29 es sensible a CINa
75 mM, lo cual sugiere que hay secuencias especificas en los extremos
del DNA de @29 que determinan una interaccién especifica de la protei-
na p6 con dichos extremos y dan lugar a una union, aparentemente coo-
perativa, que se extiende a todo lo largo del fragmento.
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La secuencia reconocida por la proteina p6 esté dentro de los 73 pb
del extremo izquierdo del DNA puesto que cuando dicha secuencia esta
unida a otra inespecifica, produce la unién caracteristica de la p6 que se
extiende a lo largo del fragmento, mientras que la secuencia inespecifica
por si sola no produce la unién de la proteina p6. Por otra parte, se pue-
den eliminar los 10 pb terminales del fragmento HindIII L, de la derecha
del DNA de @29, sin que haya pérdida de la unién caracteristica de la
proteina p6. Sin embargo, cuando se eliminan los 59 pb terminales del
mismo fragmento, la capacidad de unidén especifica se reduce, lo que su-
giere que las secuencias criticas que determinan la especificidad en la
interaccién de la proteina p6 estan localizadas entre los nucleétidos 10y
59 del extremo derecho del DNA y dentro de los 73 nucledtidos termina-
les del extremo izquierdo dei DNA,

Con objeto de profundizar mas en el mecanismo de la interaccién es-
pecifica de la proteina p6 con los extremos del DNA de @29, se utilizé el
método de proteccién frente a la rotura del DNA con radicales hidroxilo
(Tullins y Dombroski, 1986). Este método utiliza como reactivo para hidro-
lizar el DNA los radicales hidroxilo que se generan jn situ por reacciéon del
H,0, con un complejo Fe?*—EDTA. Debido a su tamafio pequefio y falta
de especificidad, el reactivo puede llegar a regiones del DNA muy proxi-
mas a la proteina unida. La Figura 18 muestra el resultado que se obtiene
con el fragmento HindIII L, del extremo derecho del DNA de $29, marca-
do en una u otra de las dos bandas. Puede observarse la aparicion de un
patrén de bandas especifico en el cual se protegen 4 bases de un modo
regular con un espaciamiento de 12 bases. La Figura 19 muestra un re-
sumen de los resultados de proteccion e hipersensibilidad del fragmento
HindIII L por la proteina p6 frente a la degradacién porla DNasaly a la
rotura por los radicales hidroxilo. La representacion de estos ultimos re-
sultados en una proyeccién cilindrica del DNA B sugiere que la proteina
p6 se une alrededor del DNA (Figura 20).

Es interesante sefalar que se requiere una cantidad de proteina p6 si-
milar para estimular la replicacién del DNA de @29 in vitro y para la inte-
raccion con el DNA, lo que sugiere que el significado bioldgico de dicha
interaccion sea facilitar la replicacion. Un modo de estudiar dicha correla-
cion es la construccion de mutantes en la proteina p6 y determinar siam-
bas actividades, la estimulacién de la replicacion vy la interaccion con el
DNA, estan afectadas en paralelo. Se ha construido un mutante de delec-
cion al que le faltan los 14 aminoacidos carboxi-terminales que han sido
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Figura 18. Proteccion por la proteina p6 del fragmento Hindlll L
frente a degradacién con radicales hidroxilo.
Se muestran los resultados con la banda de arriba o la de abajo

del fragmento marcada con P*? en un extremo. Pu indica la
reaccion de secuenciacién para purinas.
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Figura 19. Resumen de la proteccion por la proteina p6 del
fragmento Hindlll L frente a la digestion por la DNasa | y a la
degradacién por radicales hidroxilo.

Las flechas sdlidas indican sitios de hipersensibilidad fuerte, las
flechas vacias, sitios de menor hipersensibilidad y los corchetes
zonas protegidas por la proteina p6 frente a la digestion por la
DNasa I. Los recuadros indican regiones protegidas por la proteina
p6 frente a degradacion por radicales hidroxilo.

AR Ry
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200 221

Figura 20. Resumen de la proteccién por la proteina p6 del fragmento Hindlll L frente a la
degradacion con radicales hidroxilo. Proyeccion cilindrica del DNA B.

Los recuadros indican regiones protegidas por la proteina p6.
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sustituidos por 4 aminocécidos distintos. Esta proteina p6 mutante se une
al DNA a una concentracién menor (aproximadamente la mitad) que la
proteina normal, lo que esta de acuerdo con la ausencia de una serie de
aminoacidos acidos presentes en el extremo carboxilo de la proteina.
Por otra parte, el patrén de unién de la proteina p6 mutante es idéntico al
de la proteina normal y estimula de un modo similar Ia iniciacién y-elon-
gacion de la replicacién del DNA de @29 (Otero, M. J. y Salas, M, resulta-
dos no publicados). La construccién de nuevos mutantes de delecion,
tanto en el extremo amino como en el carboxilo, debe ayudar a correla-
cionar la actividad de la proteina p6 en la replicacién y su union a los ex-
tremos del DNA.

Se ha indicado recientemente que la proteina p6 tiene alguna homo-
logia con la proteina DBP de adenovirus, que también esta implicada en
la replicacion del DNA viral (Argos y cols. 1986). Sin embargo, la DBP de
adenovirus es fundamentalmente una proteina que se une a DNA de
banda simple, a diferencia de la proteina p6, aunque existe alguna evi-
dencia que sugiere que la DBP de adenovirus se puede unir a los extre-
moes de doble banda del DNA viral (Fowlkes y cols. 1979).

Ademas de estimular la replicacion del DNA de @29, la proteina p6 in-
hibe la transcripcién de los promotores tempranos C1y C2, a la derecha
del DNA de @29, pero no la de otros promotores tempranos de @29
(Whiteley y cols. 19886; Barthelemy, |, Mellado, R. P. y Salas, M., en prepa-
racion).

Teniendo en cuenta las propiedades de la proteina p6, se pueds en-
contrar alguna similitud con la proteina HU, tipo histona, de E. coliy con la
proteina de unién a DNA, tipo Il (TFl), que se induce después de la infec-
cion de B. subtilis con el fago SPO1. Todas estas proteinas son muy
abundantes (Carrascosa y cols. 1976; Rouviére-Yaniv y Gross, 1975; Gei-
duschek e lto, 1982), de acuerdo con un papel estructural, e inhiben la
transcripcion (Whiteley y cols. 1986; Barthelemy y cols., en preparacion;
Losso y cols. 1982; Johnson y Geiduschek, 1972). Ademés, la proteina p6
y la proteina HU estimulan la replicacion (Pastrana y cols., 1985; Blanco y
cols. 1986; Dixon y Kornberg, 1984). Sin embargo, suero anti-p6 no reac-
ciona con ninguna de las dos subunidades de la proteina HU y éstas no
producen el patrdn de proteccién frente a disgestidn con DNasa | carac-
teristico de la proteina p6. Ademas, la proteina HU induce superenrolla-
miento negativo sobre DNA relajado (Rouviére-Yaniv y cols. 1979) mien-
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tras que la proteina p6 da lugar a superenrollamiento positivo. Por otra
parte, los resulados obtenidos con la proteina p6 indican que éstase une
al DNA de un modo distinto a otras proteinas conocidas. Muy reciente-
mente se ha mostrado que la proteina represora Fur que se une al opera-
dor del operon aerobactina, controlado por Fe**, produce un patrén de
proteccion frente a la degradacion por radicales hidroxilo, similar al de la
proteina p6, excepto que en el caso de la proteina Fur la proteccién es de
2 bases con una repeticion cada 6 bases y este pairén sélo se extiende
dentro de la region del operador (de Lorenzo, V., Giovannini, F., Herrero,
M. y Neilands, J. B., enviado a EMBO J.).

8.7. Requerimiento de la proteina p17 en la replicacion del
DNA de 929

Cuando se trata el complejo p3—DNA con Clal se producen dos frag-
mentos, Ay B, de 13,1 y 6,1 Kpb, correspondientes a la derechayalaiz-
quierda del genoma, respectivamente. Siambos fragmentos se ligan con
DNA ligasa, el DNA resultante es capaz de transfectar protoplastos de B.
subtilis de un modo similar al complejo p3—DNA original. Cuando se li-
gan los fragmentos Clal B entre si, el DNA resultante es capaz de repli-
carse en protoplastos de B. subtilis, lo que sugiere que la proteina p17,
presente en el fragmento Clal A; es dispensable.

Si se trata el complejo p3—DNA con Pvul, se producen 4 fragmentos,
A, B,CyD,siendo los fragmenios By Clos de los extremos de la izquier-
day derecha del DNA, respectivamente. El fragmento Pvul B contiene ba-
sicamente los mismos genes que el Clal B y, de acuerdo con esto, el
fragmento Pvul B ligado consigo mismo es capaz de replicarse en proto-
plastos de B. subtilis. Cuando se une el fragmento Pvuil B con el C, que
contiene el gen 17, la replicacién es mas eficiente, lo que sugiere que, si
bien ia proteina producto del gen 17 es dispensable, cuando esta pre-
sente se estimula la replicaciéon (Escarmis, C., Guirao, D. y Salas, M., en
preparacion). Estos resultados estdn de acuerdo con la sintesis retrasa-
da de DNA que se obtiene después de la infeccion de B. subtilis con
mutantes sus en el gen 17 (Carrascosa y cols. 1976). La purificacion de la
proteina p17 y su estudio in vitro dara mas luz sabre la funcién de la pro-
teina in vivo en la replicacién del DNA de ©29.
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9.  REQUERIMIENTOS DE MOLDE PARA LA REPLICACION
DEL DNA DE 929

9.1. Origen de replicacion del DNA de ¢29

Cuando el compiejo p3—DNA se trata con proteinasa K se pierde su
actividad como molde, lo que sugiere que la proteina terminal paterna es
un requerimiento importante parala replicacion del DNA de #29. Sin em-
bargo, no se requiere un DNA intacto ya que fragmentos del extremo de-
recho o izquierdo del DNA de @29, con la proteina terminal paterna, son
moldes activos para la replicacion siempre que tengan un tamano mini-
mo. Asi, un fragmento de 26 pb es activo mientras que uno de 10 pb es
inactivo. La actividad del Gltiimo se restablece cuando se le liga una se-
cuencia de DNA inespecifica lo que sugiere que la actividad baja del
fragmento de 10 pb se debe a su pequefio tamafio y no a la falta de una
secuencia especifica (Garcia y cols. 1984).

Cuando el complejo p3—DNA tratado con proteinasa K, que es inacti-
vo como molde de replicacién, se trata con piperidina para eliminar ei
péptido que queda en el extremo 5’ después de digerir con proteinasak,
el DNA resultante es activo como molde, aunque la actividad es 5a 10
veces menor que la del complejo p3—DNA. La actividad es debida a las
secuencias terminales del DNA de ©29 puesto que los fragmentos
HindIII B y L de los extremos del DNA de @29, tratados con piperidina,
pero no fragmentos internos, son moldes activos (Gutiérrez y cols.
1986b). :

Para determinar la secuencia minima de los extremos del DNA de
D29 requerida para la replicacion, se clonaron los fragmentos BclI C y
HindIII L, de 73 y 269 pb, del extremo izquierdo y derecho del DNA, res-
pectivamente, en el pldsmido pKK223—3 dando lugar al plasmido pID13
de tal forma que el tratamiento con Ahalll libera las secuencias termina-
les del DNA de @29 en los extremos de los fragmentos de DNA. Estos
fragmentos son agtivos en las reacciones de iniciacion y elongacion, pe-
ro no el pldsmido circular o el pldsmido linearizado con HindIII que deja

- las secuencias terminales del DNA de @29 lejos de los extremos del

DNA. La iniciacion tiene lugar especificamente en el extremo de los frag-
mentos, como ocurre con el complejo p3—DNA, aunque la actividad es
~15 % de la obtenida con p3—DNA (Gutiérrez y cols. 1986a) y se requiere
una mayor cantidad de proteina p3 libre que cuando se usa p3—DNA,
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probablemente debido a que en el caso del p3—DNA, la presencia de la
proteina terminal paterna en el extremo del DNA facilita la interaccién
con la proteina p3 libre.

A partir del plasmido pID13 se han obtenidg deleciones, bien por tra-
tamiento con nucleasas de restriccion especificas como por tratamiento
con la exonucleasa Bal31, que dejan secuencias de distinta longitud de
los extremos del DNA de @29 en el extremo de fragmentos de DNA. La Fi-
gura 21 resume los resultados obtenidos, pudiéndose observar que la
secuencia de los 12 pb terminales del extremo derecho o izquierdo del
DNA de @29 es suficiente para determinar actividad del DNA como mol-
de en la replicacion dependiente de la proteina terminal libre,

EXTREMO DERECHO ACTIVIDAD
pIDI3  AAAGTA- oo AATAAs(QSCZTT'? +
pOASD  AAAGT Acoypmmmmmmo TTCGACAAG +
p0A34  AAAGTA-ypoe—— - ACCATTTCC +
mDA25  AAAGTA.se.._.ACAACATAC +
mDA22  AAAGTA..___ ACAACA +
mbAl2  AAAGTAGGGTAC +

Ul
pDAIO AAAGTAGGGT.

pITR AAAGTA -
EXTREMO IZQUIERDO
e 77
pIDI13 AAAGTA . ___, //-~—-ACCATGATC +
46
plade AAAGTA — . /r---AATATCGAC +
plailz AAAGTAAGCCCC +

pITR AAAGTA

Figura 21. Deleciones en los origenes de replicacion del DNA de @29.

Se indican a la izquierda los nombres de los distintos plasmidos usados
(Gutiérrez, J. y Salas, M., en preparacién).

Para determinar las bases, dentro de las 12 pb terminales; que deter-
minan la actividad como molde, se han introducido mutaciones, bien por
mutagénesis dirigida o por mutagénesis al azar. En la Figura 22 puede
verse que el cambio de la 22 6 32 A por una C inactiva al molde, mientras
que otros cambios son tolerados total o parcialmente. Estos resultados
estan de acuerdo con el hecho de que, mas alla de la repeticidon terminal
invertida de 6 pb, la secuencia en el exiremo derecho e izquierdo del
DNA de @29 es distinta (ver Figura 22) y, sin embargo, ambos extremos
son activos como moldes en la replicacion dependiente de proteina p3
libre.
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Figura 22. Mutaciones puntuales en el origen de replicacién izquierdo del DNA de 929,

Se indican a la izquierda los nombres de los distintos plasmidos usados
(Gutiérrez, J. y Salas, M., en preparacién).

A pesar de que, como se ha visto anteriormente, se puede obtener re-
plicacién especifica en ausencia de la proteina terminal paterna en el
DNA, ésta es s6lo ~15 % de la que se obtiene en su presencia lo que su-
giere que la proteina terminal paterna en los extremos del DNA es impor-
tante, aunque no es un requerimiento absoluto. La relevancia de la pro-
teina terminal paterna se demostré también utilizando como moldes los
complejos proteina terminal—DNA de los fagos @15, PZA, Nf, B103 y
GA—1 o los DNAs correspondientes tratados con piperidina, en la reac-
cion de iniciacion in vitro con las proteinas p2 y p3 de ©29. La actividad
molde de ios complejos proteina terminal—DNA de los fagos @15 y PZA,
que tienen una proteina terminal muy relacionada a la de @29, es similar
a la del complejo p3—DNA vy la actividad disminuye en todos los casos
cuando los DNAs se tratan con piperidina. La actividad molde de los
complejos proteina terminal—DNA de los fagos Nf, B103 y GA—1, con
_una proteina terminal mucho menos relacionada (Nfy B103) o nada rela-
cionada (GA—1) a la de @29 es muy baja (Nf y B103) o indetectable
(GA—1). Sin embargo, cuando estos DNAs se tratan con piperidina para
eliminar la proteina terminal paterna, se obtiene actividad al mismo nivel
que con el DNA de @29 libre de proteina (Gutiérrez y cols. 1986b). Estos
resultados sugieren que la presencia de una proteina terminal relacio-

-
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nada a la de @29 permite la reaccidon de iniciacion, probablemente por
interaccién protefna-proteina, mientras que la presencia de una proteina
terminal no relacionada evita dicha interaccién. La eliminacion de ia pro-
teina terminal relacionada a la de @29 hace disminuir la actividad molde,
fo que sugiere que la interaccion de la proteina terminal libre con el DNA
es menos eficiente que la interaccién con la proteina terminal paterna.
Cuando se elimina la proteina terminal no relacionada a la de ®29 au-
menta la actividad molde al permitir la interaccién proteina—DNA.

La Figura 23 muestra la secuencia de los 12 nucleétidos terminales de
los extremos izquierdo y derecho de los DNAs de los fagos @29, @15, Nf,
B103y GA—1.En el extremo izquierdo la secuencia de @29, #15, PZA, Nf
y B103 es idéntica, variando la secuencia de 5 bases en el DNA de GA—1.
En el extremo derecho, la secuencia de @29, @15 y PZA es idéntica, hay
una variaciéon de 2 y 1 nucleétidos en Nf y B103, respectivamente, mien-
tras que la secuencia del DNA de GA—1 varia en 8 nucleétidos. Puesto
que en el experimento descrito anteriormente en que se utilizaron los
DNAs de los distintos fagos tratados con piperidina no se aislaron los
fragmentos correspondientes a los extremos izquierdo y derecho, no se
puede saber si todos los cambios son tolerados o solamente los que
ocurren en uno de los extremos.

Extremo izquierdo Extremo derecho
229 AAAGTAAGCCCC AAAGTAGGGTAC
215
PZA
Nf A T
B103 e
Ga-1 TAG T A TAGATTCC

Figura 23. Comparacién de las secuencias de nucledtidos en los extremos de los DNAs
de fagos relaciones a 929.

Las secuencias de nucleétidos de los extremos del DNA de @29 se tomaron de
Escarmis y Salas (1981) y de Yoshikawa y cols. (1981), las del DNA de @15, Nf y
GA-1 de Yoshikawa y cols. (1985), las del DNA de PZA de Pa‘(/:es y cols. (1985,
1986a) y las del DNA de B103 de Gutiérrez y cols. (1986b). Solo se indican los
nucleétidos que difieren de la secuencia del DNA de ©29.
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9.2. Origen de replicacion del DNA de adenovirus

De un modo similar a @29, el DNA de adenovirus libre de proteina, pe-
ro no el tratado con proteinasa K, sirve de molde en la replicacién del
DNA viral (Tamanoi y Stiliman, 1982). Por otra parte, se clonaron las se-
cuencias terminales del DNA de adenovirus y se enconiré que éstos no
son activos cuando estan presentes en un DNA superenrollado o en un
DNA lineal con las secuencias terminales del DNA de adenovirus en el in-
terior de la molécula. Como en el caso de @29, la secuencia terminal de
adenovirus tiene que estar localizada muy préxima al extremo del DNA.,

También se construyeron deleciones para determinar la longitud de
los extremos requerida para la reaccion de iniciacion. No se detecta dis-
minucion en la actividad molde cuando el DNA contiene secuencias ter-
minales del DNA de adenovirus mayores de 50 pb. Con deleciones
mayores la actividad disminuye mientras que la actividad se pierde por
completo cuando el DNA contiene menos de 20 pb de la secuencia ter-
minal de adenovitus. Paor ofra parte, la delecidn de varios nucledtidos de
la secuencia terminal destruye la actividad molde. De estos resultados se
concluye que los 20 pb terminales (dominio I) constituyen la regidén mini-
ma requerida de un modo absoluto para la iniciaciéon y que los 30 pb
adyacentes (dominio ll) se requieren para la utilizacion eficiente del ori-
gen (Guggenheimer y cols. 1984). Este Gltimo dominio corresponde a
parte del sitio de interaccién del factor NFlI que ya se ha comentado.

Los 20 pb terminales estan muy conservados entre DNAs de distintos
serotipos de adenovirus. En particular, una secuencia de 10 pb ATAATA
TACC presente en la region entre el nucleétido 9 y 18 desde el extremo
esta perfectamente conservada en todos los DNAs de los adenovirus hu-
manos. Para determinar la importancia de dicha secuencia se construye-
ron mutantes puntuales. El cambio de los nucledtidos 13y 14de TAa GG
reduce significativamente la actividad molde (Tamanoi y Stiliman, 1983),
asi como el cambio de los nucleétidos 17 y 18 de CC a TT (Challberg y
Rawlins, 1984). Sin embargo, el cambio en el nucledtido 4 que esté fuera
de la region conservada, no afecta la actividad (van Bergen y cols. 1983).
Estos resultados sugieren que la regién entre la secuencia conservada y
la secuencia terminal constituye un espaciadory que la alteracién de es-
te espaciador no afecta la actividad moide.
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9.3. Funcion de la repeticion terminal invertida en la replicacion
de los DNAs con proteina terminal

De los resultados que se han comentado en los apartados 9.1 y 9.2
parece que la repeticion terminal invertida no es el origen de replicacién
ya que, en el caso de 929, éste se extiende mas de los 6 pb de dicha re-
peticion y en el caso de adenovirus, el origen de replicacién es menor de
los ~100 pb de la repeticion terminal invertida.

Por otra parte, como ya se comentd, el tamafio de las repeticiones ter-
minales invertidas en los distintos sistemas va desde 6 pb hasta 614 pb.
Un papel que se ha propuesto para la repeticién terminal invertida de
adenovirus es la de servir de origen de replicacion de la banda paterna
desplazada mediante laformacioén de una estructura en forma de “asa de
sartén” por apareamiento de las bases correspondientes a la repeticion
terminal invertida. Mediante experimentos in vivo utilizando las secuen-
cias correspondientes a la repeticion terminal invertida clonada en plas-
midos se han obtenido resultados consistentes con el modelo que impli-
ca la estructura en forma de “asa de sartén” en la replicacién del DNA de
adenovirus in vivo (Hay y cols. 1984). Como se vio anteriormente, en el
caso del DNA de @29, la repeticién terminal invertida es necesaria pero
no suficiente para determinar especificidad como origen de replicacién.

10. MODELO PARA LA REPLICACION DEL DNA DE 929

La Figura 24 muestra el modelo actual de la replicacién del DNA de
@29 iniciada por la proteina terminal. Una molécula de proteina terminal
p3 libre forma un complejo con la DNA polimerasa p2 en presencia deio-
nes NH,* y el complejo p2-p3 se localiza en cualquiera de los dos extre-
mos del DNA por interaccion proteina-proteina y proteina-DNA. En pre-
sencia de dATP la DNA polimerasa cataliza la formacion de un complejo
covalente entre el grupo OH del residuo de serina 232 en la proteina p3y
5’dAMP. Esta reaccién es estimulada por la proteina p6, que se une a [os
extremos del DNA de @29 y disminuye el valor de la Km para el dATP. El
complejo de iniciacion p3-dAMP es elongado por la propia DNA polime-
rasa que probablemente permanece asociada en un complejo de repli-
cacion. Los iones NH,* estimulan unas tres veces la velocidad de elonga-
cién. La proteina p6 estimula la elongacion en un proceso que depende
de la concentracion salina, siendo el requerimiento de p6 mayor a con-
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dNTR p5, pl7 ?

Otros’ factores ?

@ ssaam BT

Figura 24. Modelo de replicaciéon del DNA de @29,

centraciones de sal mas préximas a las fisiolégicas. Puesto que la protei-
na p6 no afecta la velocidad de replicacién, un posible modo de accién
de la proteina seria estimular la incorporacion del primer nucleétido al
complejo de iniciacién p3-dAMP. La proteina viral p5, que se une a DNA
de banda simple, podria ayudar a mantener la banda paterna desplaza-
day a protegerla frente a degradacion por las nucleasas. En la actualidad
se desconoce el papel de las proteinas virales p1 y p17, asi como la posi-
ble implicacion de otras proteinas virales o celulares.

Usando un sistema minimo con la proteina terminal y la DNA polime-
rasa se obtiene DNA de longitud unidad de un modo muy procesivo. La
DNA polimerasa de ©29 es, por tanto, una polimerasa muy procesiva
que, ademas, es capaz de producir desplazamiento de banda, porlo que
debe tener actividad tipo helicasa. Por otra parte, es una DNA polimerasa
peculiar puesto que, no sélo cataliza la unién de un nucledtido al grupo
3'0OH de otro nucledtido, como cualquier otra DNA polimerasa, sino que
también cataliza la unién de un nucleétido, dAMP, al grupo OH de un resi-
duo de serina especifico de la proteina terminal. Ademas, como otras
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DNAs polimerasas, tiene actividad 3'—= 5’ exonucleasa. Es reaimente no-
table que una DNA polimerasa de tamafio tan pequefip, 68.000 daltons,
sea capaz de realizar tantas funciones. En el caso de otras DNAs polime-
rasas, las funciones de procesividad, desplazamiento de banda e inclu-
so en algunos casos, la actividad 3’5’ exonucleasa, es llevada a cabo
por otras proteinas accesorias de la DNA polimerasa.

Una pregunta que adn no se ha contestado en la replicacién del DNA
de @29 es como se inicia la replicacion en la banda paterna que se des-
plaza. Si dicha banda liega a desplazarse antes que se inicie la replica-
cién en el otro extremo, se podria formar una estructura en forma de “asa
de sartén” a través de la repeticiéon terminal invertida de 6 nucledtidos,
que podria ser estabilizada por la proteina terminal y suministrar asi un
origen de replicacién. Otra posibilidad es que la replicacién en el extre-
mo opuesto empiece antes que la banda paterna haya sido totalmente
desplazada, usando por tanto un origen de replicacién normal. Por otra
parte, aunque el modelo que se muestra en la Figura 24 presenta un DNA
lineal, una posibilidad alternativa es la formacién de moléculas de DNA
circulares por interaccion de las proteinas terminales en los extremos del
DNA. Esto podria explicar por qué la iniciacién no ocurre simultaneamen-
te en los dos extremos del DNA in vivo. Ademas, la existencia de la banda
paterna desplazada como un circulo mantenido por interaccion protei-
na-proteina podria suministrar un mecanismo para la iniciaciéon de su re-
plicacion.

El sistema de adenovirus en que la replicacién es iniciada por la pro-
teina terminal es, con el de @29, el mejor estudiado, y comparte con él
muchas analogias. Una de las mayores diferencias es que la DNA poli-
merasa de adenovirus no parece ser capaz de sintetizar DNA de longitud
unidad y requiere para ello la actividad topoisomerasa 1. Sin embargo,
este requerimiento podria ser debido al hecho de que el DNA de adeno-
virus tiene aproximadamente el doble def tamafo del DNA de @29, mas
que a una diferencia en la DNA polimerasa de adenovirus respecto a la
de @29,

Aungue la replicacién en otros sistemas de acidos nucléicos con
proteina terminal ha sido menos estudiado o no se ha estudiado, parece
razonable proponer que la iniciacion de la replicacion mediada por
proteina serd un mecanismo general de iniciar 1a replicacion en dichos
sistemas.
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profesora Salas es una personalidad singular uncida a la presente histo-
ria de la ciencia espafiola. Personalidad que acude a la Academia, y re-
frenda su acierto, con lo que de enriquecedora tiene todavia la juventud y
ya con la esencialidad propia de la madurez. Personalidad granada en
los entresijos de nuestra reciente evolucion intelectual; madurada a la
par que el progreso formidable de la moderna Biologia; fiel a los princi-
pios de la excelencia y de la calidad, imprescindibles al desarrollo de las
elites del saber y al ejercicio de su poder social, pero atenta siempre,
también, y no es superfluo, a compartirlos con los genuinos sentimientos
de la fortaleza, la sencillez, la cortesia e, incluso, -como Ortega sefiala-
ra— con la fina cultura del gesto. Valores todos con los que nuestra aca-
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démica se ha movido permanentemente a través de su extensa obra
cientifica, dentro y fuera de Espafia.

Yo quisiera atenerme en estas palabras de contestacion y bienvenida,
en la formay en la tradicién; de saludo y afecto en el sentimiento perso-
nal; a la exhibicién del trabajo de la doctora Salas en el ambiente socio-
cientifico de la época y de sus afios mismos. Me parece que este entra-
mado histérico, de tremenda cortedad en el tiempo a la vez que iniguala-
blemente intenso en el desarrollo de las ideas cientificas, es relevante a
la eleccién académica que cumple en este acto una brillante ceremonia
social, engarzada en la misma razén de ser de la Real Academia.

Y es que las Academias y su poder social, al igual que los pueblos y
las instituciones, seran lo que resulte del poder propio y el efectivo valer
de sus miembros, es cierto, pero también lo que trascienda del efecto
cooperativo que su corta masa sea capaz de lograr. Cuestién que si nun-
ca fue ociosa, menos lo es ahora en que las Academias, y esta Real de
Ciencias a la cabeza, tantean su mejor acomodo a las exigencias y a las
condiciones cientificas y sociales de nuestro tiempo. Nada nuevo tampo-
co; siempre hubieron de hacerlo a lo largo de su historia y de aqui que
esta .avenencia actual sea parte de la misma tradiciéon académica.

No intento descubrir nada al asegurar que las Academias, su conteni-
do y su razén, han ido cambiando a través de los siglos: circulos intelec-
tuales; centros de debate, de intercambio de resultados y de descripcion
de experimentos en los que la inquietud cultural se mezclé con la inci-
piente ciencia moderna; refugios de la historia del conocimiento; instru-
mentos de cooperacién entre sociedades y de relaciones institucionales;
factores de prestigio nacional e instrumentos del estado moderno. Con
estos argumentos, en todo o en parte, las Academias se afirmaron cada
vez, pero a condicién de conservar el ambiente intelectual que difuminé
el dogmatismo y di6 cobijo al pensamiento ciitico y al espiritu original; se
afianzaron siempre, pero en la seguridad de que la transformacién con-
temporanea de la humanidad se debe y se caracteriza por el enorme de-
sarrollo del conocimiento al que todas las instituciones, incluso las mas
tradicionales, han de acomodarse. Y es que; a no dudarlo, la inicay mas
elegante manera de conservar la debida e insustituible tradicién acadé-
mica es incorporarse a las corrientes cientificas y sociales que hacen
huella en nuestros dias. Tradicion y modernidad han de conjugarse en el
camino hacia las metas, no por cambiantes menos conocidas, cuyo lo-
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gro, como misién colectiva de esta Casa, se vera mejor cumplida a partir
de estos momentos. Es indudable que el espacio social y cientifico de es-
ta Real Academia se ve hoy expandido e intensificado con su nuevo
miembro.

No es insustancial a esta cuestién que cuando nace nuestra académi-
ca —entonces solo Margarita y, hasta hoy, Margarita a secas para un an-
cho censo de adeptos- se vivia aun en la oscura antigiiedad de ese mi-
crocosmos molecular que iba a ser, transcurridos muy pocos afios, tan
sélo un cuarto de siglo, el objeto preferente de su actividad investigado-
ra: el acido desoxirribonucleico. El caso es que durante toda la década
de los afios 30, se conocia, al después noble DNA, como piebeyo acido
nucleico del timo, cuya existencia era sabida con anterioridad, durante
mas de medio siglo. Durante estos afios de penumbra, la distribucién, el
origen, la composicién, no digamos la nomenciatura, de estos consti-
tuyentes celulares fue confusa y cambiante; y a la doctrina del tetranu-
cleétido estadistico era a lo més que, dentro de una enorme légica qui-
mica, se podia llegar en el orden estructural.

Y al igual que en los tiempos de la historia de la humanidad hay mojo-
nes con los que habitualmente se deslindan las edades o aparecen cir-
cunstancias singulares que sirven para hacer a ciertas épocas renacer,
ilustrar o ser de oro, también en la historia de la ciencia hay sefiales, hay
paradigmas, que dividen periodos y alumbran eras. Y en esa oscura an-
tigliedad refulgié una edad de oro del DNA; dura poco mas de una doce-
na de afios y su exhalacién se atempera por aquellos en que Margarita
Salas concluye su licenciatura en Ciencias Quimicas. Era brillante que se
inicia, de forma neta, en 1944, al ponerse de manifiesto esa nobleza del
DNA con el descubrimiento de toda su responsabilidad como substancia
genética en los experimentos de transformacién de unas cepas celula-
res en otras diferentes.

A pesar de ello, prosigue por estas fechas el desconocimiento preciso
de su funcién; es creencia general que ambos tipos de acidos nucleicos
se sintetizan simultdnea e independientemente y no deja de ser curiosa
la sugerencia, entonces, de la obtencion de DNA a partir de RNA; ejem-
plo de como, algunas veces, las verdades se aciertan mas que sé elabo-
rany, desde luego, en este caso la conjetura se hizo a través de concep-
tos que no podian dar de si lo suficiente como para evidenciar lo que al
cabo de algunos afios habria de serla bella herejia de la transcripcidnin-
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versa.

Fueron aquellos unos afos de lucha y competencia por el linaje mo-
lecular; proteinas y acidos nucleicos pugnan como portadores heraldi-
cos de la informacion debida para la compleja funcionalidad biolégica.
Por si quedaba alguna duda, en 1952 se demuestra que cuando una bac-
teria es infectada por un bacteriofago, en particular Escherichia coli por
el fago T2, tan so6lo el DNA viral penetra la célula huésped y en suseno es
capaz de producir muchas copias idénticas del virus infectante. Quedé
claro que el DNA portaba toda la informacién para su autorreproduccion
completa y, obviamente, de sus ingredientes. De esta manera, se utilizé
por primera vez la infeccidn de una célula por un virus como modelo ex-
perimental de lafuncién del DNA; sistema modelo que en el caso particu-
lar del bacteriéfago @292 ha venido empleando la doctora Salas en sus
investigaciones de los dltimos veinte afos.

Al afo siguiente, en 1953, en la cuspide dogmatica de la Biologia Mo-
lecular, haciendo uso del en boga reduccionismo ideoldgico y técnico de
la fisica a la biologia, se descubre y se atestigua la estructura doble heli-
coidal del DNA, basada en el apareamiento de las bases nitrogenadas
que ios esqueletos de cada fibra enfrentan entre si. Posiblemente, no ha
habido en la historia de la Ciencia un reconocimiento estructural tan ex-
traordinariamente rico en intuiciones, tan sugeridor de funciones y tan re-
pleto de realidades como el de este famoso rizo bicatenario contenido en
los genes y en los cromosomas. A la nobleza de su herencia se une la
aristocracia del trabajo que realiza.

No tiene nada de extrafo, pues, que las medidas y las proporciones
de esta molécula, referida clasicamente como la doble hélice, goce de
las razones estéticas y matematicas conocidas como la razén de oro;
simbolizada por el nimero irracional @, en honor del famoso escultor
griego Phidias, quien utilizé con frecuencia esta relaciéon de oro en las di-
mensiones arquitecténicas de la época y a ia que obedece la estructura
del Partenon ateniense y usaron también Leonardo vy el arte renacentista.

Resulto, pues, que la estructura de esta molécula fundamental era ca-
paz de sustentar dos funciones discretas principales: [a perpetuacion del
genotipo a través de su propia replicacion, por la gue en un cromosoma
se convierte en dos cromosomas idénticos; y la transferencia de la infor-
macion, camino de su manifestacién fenotipica en las moléculas de las
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proteinas. Dos funciones aristdcratas a las que corresponden dos con--
ceptos y dos vocablos: replicacion y expresion. Durante un cuarto de si-
glo, exactamente, ambos conceptos han sido el objeto de la pulcritud y la
excelencia investigadoras de Margarita Salas, a 10s que se incorpora
muy pocos afos después —tres o cuatro— de esta culminacién sobresa-
liente y paradigmatica con que concluia la década de los 50. Quiere ello
decir que a partir de 1960 hubo de comenzar otra corta era, apenas una
docena de afos, en la que se consolidan las alturas conseguidas en las
cordadas anteriores; era sin descubrimientos deslumbrantes pero ex-
traordinariamente fructifera e imprescindible en la averiguacion de nue-
vas propiedades metabélicas y estructurales del DNA. Las moléculas de
DNA se sintetizan y degradan, se modifican y se fraccionan, se analizan
en sus crecientes niveles estructurales, se replican y transcriben, se le-
sionan y se reparan, se ensamblan y se superenrollan. Incluso, su pre-
sencia se extiende a otras localizaciones diferentes del nucleo celular;
mitocondrias y cloroplastos habian de manifestarse ricos asimismo en
DNA.

Una de las obras especializadas mas clasicas sobre DNA dice a cola-
cion de esta época que Genética y DNA se convierten en una rama de la
Quimica. Los tratamientos de la Quimica: los mecanismos hidroliticos
quimicos y enzimaticos; las titulaciones electrométricas y la naturaleza
de las disociaciones; la determinacion de los tamafios moleculares; el
estudio de propiedades como desnaturalizacion, densidad, sedimenta-
cion, viscosidad y refringencia; el conocimiento de las fuerzas de enlace;
tipos de estudios, todos ellos, que imprimian un estilo e imponian unas
necesidades conceptuales y tecnoldgicas al alcance preferente de los
expertos de la quimica.

Todos estos fendmenos, mecanismos y detalles se agolpan enlos es-
tudios de esta docena de afios y a ellos contribuyen la recién doctora en
Ciencias Quimicas, Margarita Salas, en su trabajo posdoctoral en el De-
partamento de Bioquimica de la Universidad de Nueva York. Durante es-
te periodo, mediada la década de los 60, la punta de lanza de los estu-
dios sobre los mecanismos de la expresion génica era la traduccion, en
sus principios y momentos iniciales, de la secuencia nucleotidica men-
sajera en el potencial informativo propio de la estructura primaria de las
proteinas. Asi, en pleno vértice de este torbellino cientifico, la doctora Sa-
las desarroll6 un sistema in vitro de sintesis de proteinas, libre de nuclea-
sas. Utilizando este sistema y polinucledtidos sintéticos con tripletes es-
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pecificos en los extremos 5’ 0 3, determiné la diréccion, 5’ a 3, de la lec-
tura del RNA mensajero. Posteriormente, aislé de los ribosomas de Es-
cherichia coli dos proteinas necesarias para la iniciacién de la-traduc-
cion, en la formacién del complejo de iniciacion entre formilmetionil-
tRNA vy la subunidad ribosémica 30S, en presencia del triplete de inicia-
cién AUG.

A su regreso a Espafia, en 1967, se incorpora al Departamento de Ge-
_ nética Molecular del Instituto de Virologfa y Genética Molecular del Con-
sejo Superior de Investigaciones Cientificas, y, diez aflos después, en
1977, al recién creado Centro de Biologia Molecular. La funcionalidad del
DNA contintdia siendo su objetivo primario de investigacién. Si la etapa
posdoctoral se detuvo en la expresion del DNA vy, particularmente, en el
complejo mecanismo del comienzo de la traduccion; ahora, como res-
ponsable inmediata y directa de la investigacién estudia también la ex-
presidn del DNA y su control, pero como fenémeno subyacente a la mor-
fogénesis del bacteriéfago #29 como sistema modelo. Mediante el uso
de mutantes letales condicionales del fago, aislados en el laboratorio,
determiné los pasos necesarios para el ensamblaje de la particula viral,
demostrando la existencia de proteinas morfogenéticas, que intervienen
en la formacién del virus pero no contribuyen, después, a la propia es-
tructura viral. Descubrié, asimismo, la existencia de una proteina unida al
propio DNA delfago, que da lugar a la formacién de moléculas circulares
de DNA y que, posteriormente, demostré que se trataba de una proteina
unida covalentemente a los extremos 5’ —la llamada proteina terminal-y
que interviene en la iniciacién de la replicacion.

Es asi como, al lado de la expresion del DNA, inicié nuestra académi-
ca, durante los diez Ultimos afios, el estudio del otro fendmeno con el que
~ esta molécula comparte su dualidad esencial: la replicacion. Y todo lo

qgue ustedes acaban de escuchar se ha referido a una modalidad de du-
plicacién, perteneciente a ese lenguaje a la vez mitico e inconsciente;
lenguaje anterior aun al que fue fruto del pensamiento organizado del
hombre; lenguaje, por tanto, que no intenta abarcar ni buscar palabras
‘que reflejen el concepto de la cosa; lenguaje que, indiferente ante los so-
nidos, por muy bellos que éstos sean, explica los fenébmenos con los ni-
veles de informacion residentes en la estructura quimica y en las propie-
dades de las moléculas; lenguaje, no por inconsciénte menos real, que,
en su complejidad estructuralista superior, se funda en el reconocimien-
to y la comunicacion. Esta ha sido -reconocimiento, comunicacién y
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lenguaje- la carga de significado del original mecanismo de replicacion
del DNA mediante proteina terminal; una manera original por la que las
moléculas interpretan y construyen para hacer visible el incosciente. Es-
to es 1o que hemos escuchado, pero me importa tanto, quiza mas, su-
brayar ahora que ello ha sido fruto de la originalidad investigadora de
Margarita Salas. Quiza, también, sea bueno en este momento proclamar
qgue en esta originalidad y en la excelencia como cualidad reside todo
prestigio cientifico. El gran sociélogo de la ciencia moderna, Robert K.
Merton, ha escrito a este propd6sito:...Ja originalidad es un importante ob-
jetivo institucional de la ciencia moderna, a veces el principal, y el reco-
nocimiento de la originalidad un objetivo derivado, pero a menudo de
igual importancia. En la competencia organizada para contribuir al co-
nocimiento cientifico humano, la victoria es para el mas veloz, para el
que flega primero con su contribucion en la mano.

Hoy, la institucionalizacién de la ciencia moderna ha traido consigo
una facil objetivacién de la originalidad y la excelencia; la misma que ha
poseido de antiguo cualquier obra de creacion: el patrén universalista;
universalismo sin restricciones al que hacia referencia Pasteur cuando
clamaba: Le savant a une patrie, la science n’en a pas. La ciencia, en
efecto, no la tiene y, por ello, toda esta labor que retazo lieva la firma de
Margarita Salas en varios centenares de publicaciones y comunicacio-
nes internacionales que son el mejor -me atreveria a decir el Gnico-reco-
nocimiento honorifico, la recompensa simbdlica del interés y la capaci-
dad intelectual y, a la vez, el indicador externo del desempefio de la exce-
lencia. :

Originalidad y universalismo como valores de referencia, ciertamente,
pero sin caer en el riesgo de su unicidad. A esta idea se retraja Merton
cuando aseguraba: Si la institucion de la ciencia asignase gran valor so-
lamente a la originalidad, quiza los cientificos atribuirian una importan-
cia aun mayor al reconocimiento de la prioridad de la que ya le atri-
buyen. Pero, por supuesto, ese valor no es el unico. Sélo es uno de un
complejo conjunto que constituye el ethos de la ciencia; el desinterés,
el universalismo, el escepticismo organizado, el comunismo de la pro-
piedad intelectual y la humildad son algunos de los otros valores. Entre
éstos, el valor socialmente impuesto de la humildad tiene la importan-
cia mas inmediata, ya que sirve para reducir la mala conducta de los
cientificos a un nivel inferior al que tendria si s6lo se asignase importan-
cia a la originalidad y al establecimiento de prioridades. Entre los diver-
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sos fenotipos -permitaseme la comparacién- gue la expresion de la hu-
mildad puede alcanzar, quiero traer a cuento dos referencias pertinentes.
A uno de sus criticos Newton escribio: Si he visto mas de lejos, ha sido
encarandome sobre los hombros de gigantes. Y Darwin admiré en Lyell
la minuciosa honestidad con que citais las palabras de todos los gedlo-
gos vivos y muertos. No me duelen prendas en asegurar que la profeso-
ra Salas ha cumplido durante veinte afios su docencia de la Genética
Molecular ejerciendo estos valores, a la vez que contribuyendo a definir
la filiacién histdrica de las ideas de este naciente campo intelectual y a
contrastar esta rama de la ciencia y de su método cientifico con el pensa-
miento social. :

No olvidemos que estos rasgos de la personalidad cientifica y huma-
na de la doctora Salas han salido, uno tras otro, como las cerezas del
cesto de la investigacién original gue ha guiado el desarrolio de su dis-
curso académico. Pudiera parecer redudante, y efectivamente lo es, eso
de la investigacién original; pero no estard de mas que redundemos
cuando ello sirva para espigar el fruto genuino de la autenticidad creado-
ra, separado de la maleza conforme a la advertencia biblica e, incluso, a
la sabiduria castiza de nuestros comerciantes de antafio cuando avisa-
ban desconfie de las imitaciones. Pues bien, con la validez de la redun-
dancia para testimoniar el atributo de la creatividad, intrinseco a la inves-
tigacion, puedo dar fe del prestigio internacional con él alcanzado. Es-
fuerzo y prestigio jalonados por numerosas distinciones académicas,
entre las que quisiera destacar su eleccion en 1980 como miembro de la
Organizacién Europea de Biologia Molecular, de cuyo Consejo Directivo
forma parte desde 1983; ha sido asimismo organizadora de simposios y
profesora visitante de dicha Organizacién. No en balde, el tema gue he-
mos escuchado, sobre replicacion del DNA, configura en la actualidad
uno de los campos mas complejos de la Biologia Molecular y Celularin-
cluso de la Biologia tedrica; complejidad y amplitud tributarias de la mis-
ma versatilidad estructural de la molécula.

Ocurre gue las funciones biolégicas de los acidos nucleicos, del DNA
en particular, dependen de sus conformaciones e incluso de las variacio-
nes locales de estructura, conducentes a una considerable microhetero-
geneidad. Efectivamente, el superenrollamiento puede conducir a cam-
bios topolégicos en la conformacion global y, en determinadas secuen-
cias, a estructuras cruciformes, demostrables por métodos electroforéti-
cos, enzimaticos, inmunolégicos y espectroscopicos; mediante sondas
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quimicas —enzimas de restriccidon, entrecruzamiento por psorateno, etc.-

0 por microscopia electronica. Hoy no existe duda alguna de que las con-
formaciones poco frecuentes del DNA -DNA siniestro, estructuras cruci-
formes o0 DNA anisomoérfico-, estabilizadas bajo ciertas condiciones
—circunstancias iénicas, 5-metilacion de la citosina, unién de ligandos v,
por supuesto, el enrollamiento— cumplen importantes funciones biolégi-
cas. Enlos dltimos afios estan recibiendo gran interés las secuencias al-
ternadas purina-pirimidina, en virtud de su adopcion de [a conformacion
siniestra Z, favorecidas en las moléculas de DNA superenrolladas por las
mismas razones topoldgicas que las estructuras cruciformes. La mencio-
nada microheterogeneidad local puede, incluso, fluctuary, en su globali-
dad, las fluctuaciones estructurales de la doble hélice, asociadas a la fu-
sién local de los enlaces de hidrégeno entre pares de bases, originan la
llamada respiraciéon del DNA. Fenémenos todos capaces de afectar al
control no soélo de la replicacion y de sus complejos iniciales, sino de la
transcripcién, de las mutaciones y de los procesos de recombinacién. En
este sentido, y aunque supuesto, queda adn por clarificar el efecto de la
topologia del DNA y de la tension torsional sobre la expresion génica de
los organismos eucaridticos.

A su vez, estas alternativas estructurales, mas o menos estables, con
parametros fisicos diferentes, con potenciales distintos de reconoci-
miento e interaccion,-han de ofrecer modulaciones conformacionales ca-
paces de desencadenar respuestas variables y operaciones y reglas ge-
nerativas que incluyen metabolismo y su regulacién, desarrollo y diferen-
ciacién, ensamblamiento y morfologia, cuyos estados finales vienen
condicionados por los mecanismos operativos. Todo esto quiere decir
que de la misma manera que la-gramética genera las oraciones de una
lengua y admite, para cada una de ellas, un conjunto de representacio-
nes a diferentes niveles linglisticos; oracion y nivel se corresponden con
la interaccion a escala molecular entre los subsistemas de cuya integra-
cién resulta un sistema estructurado, dependiente de la estructura infor-
mativa inicial. Resulta de todo punto indudable, pues, que esta equiva-
lencia de conceptos subraya ese dicho y ese hecho de que el ser huma-
no es ante todo.un ser de lenguaje; lenguaje con el que se establece una
comunicacién, con el que se realiza el deseo de encontarse con otro.

Si la idea de estructura informativa inicial adquiere plenitud funcional

y se corresponde con las vicisitudes que experimentan las moléculas de
DNA portadoras de informacion, no hay nada que objetar a que sus es-
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tructuras alternativas puedan iniciar su actitud diferencial a través de su
distinto comportamiento frente a la interaccion con las proteinas revela-
doras de informacién. Distinta interaccién que va desde la débil union a
través de puentes de hidrégeno a la fuerte que la covalencia supone. En
la primera de las situaciones extremas, la interaccion proteinas-DNA ha
dado lugar a estudios relativos tanto a la secuencia de la region del DNA
implicada, como a la naturaleza de las proteinas; como a las funciones
particulares que, ademas, éstas pueden cumplir; como a los sistemas en

. los que se muestra este tipo de participacion en el control de la iniciacién
de la replicacién. Es el caso, sobre todo, de la replicacion de plasmidos y
de virus como el del herpes simple tipo 1. Dentro de la circunstancia de
actividades especificas ajenas a la propia interaccién, no deja de ser cu-
rioso que la proteina que regula la iniciacién de la replicacidon en el plés-
mido de Staphylococcus aureus pT181, posea un comportamiento enzi-
matico propio de endonucleasas y de topoisomerasas; y que la proteina
gue regula la iniciacién de la replicacién en el plasmido de Escherichia
coli pSC101, cumpla, a la vez, misiones represoras de la transcripcion de
su propio cistrén. Sin olvidar que no necesariamente la interaccion pro-
teinas-DNA ha de estar vinculada al control de la replicacién, otra de las
interacciones de mayor significado conceptual y dtil es la que conduce a
la restriccion en sus secuencias palindrémicas del DNA bacteriano,
plasmidico o viral ciando se interioriza en una célula huésped. Estas se-
cuencias nucleotidicas palindrémicas constituyen uno de los mensajes
informativos -mds elocuentes; cuando a ellas se liga una proteina, el
palindrome se comunicay, a su manera, con su lenguaje, susurraasuin-
terlocutora: Soy un mensaje, leeme si posees actividad restrictiva. Y si el
mensaje suena bien, si es reconocido, el DNA se fragmenta y degrada o
inserta en los cromosomas de la célula huésped.

En el el extremo opuesto, el de la unidn covalente de proteinas termi-
nales, encontramos situaciones de genomas virales como en la replica-
cién de adenovirus o, por supuesto, en el caso que acabamos de escu-
char del fago ©29.

Hemos mencionado hace unos momentos la actitud diferencial de
las estructuras alternativas del DNA. Estas estructuras —A-, B—, C-, D-,
Z-DNA— son capaces de exhibir, en virtud de su sensibilidad molecular
caracteristiica, distintos ademanes en su interaccidon con toda una serie
de agentes, ya sean por intercalacién, o por enlaces de hidrégeno, o por
fuerzas de Van der Waals, o por combinacion de ellos. No deja de ser no-
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torio, tampoco lo es extrafio, que entre estos agentes figuren a lavez, car-
cindgenos y antitumorales. Ambos tipos de sustancias pueden emplear-
se en una especie de diseccion de la molécula de DNA que seria resuelta
en sus regiones receptoras para, con ello, contruir la imagen de las re-
glas generales que gobiernan su accidon selectiva. La ciencia bioldgica
anda tras la codificacién del reconocimiento molecular, de una especie
de legislacién natural de las actitudes y los comportamientos comunica-
tivos de las moléculas; y en ello son clave —coma lo han sido en el desa-
rrolio cultural y social del hombre- fos dualismos, las discordancias, las
contradicciones y los dilemas; toda afirmacién brilla bajo su misma ne-
gacion; la unidad aparece integrada en los constituyentes del aparente
antagonismo.

He intentado colocar lafigura humana y cientifica de nuestra académi-
ca, su discurso de ingreso y su marchamo de autenticidad, dentro del
marco de la historia y el progreso de la ciencia que ella cultiva y sin que
se ocultara el trasfondo de la Institucion a la que se incorpora. He preten-
dido hacerles participes, al escuchar a Margarita Salas, de aguel regusto
con que Faraday releia las CONVERSACIONES SOBRE LA QUIMICA de
Janet Marcet, porque me ha conducido a las verdades y principios de
los campos sin limite del conocimiento de las cosas naturales. Si estoy
seguro del todo, sin embargo, de haber puesto, en esta recepcion y bien-
venida, la admiracion, el afecto y la felicitaciéon con que la Academia sien-
te y desea a la Dra. Salas una dilatada y fecunda estancia.

He dicho.
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