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Esta tesis consta de una parte introductoria al tema
de interés, la cual incluye una introduccion general y
antecedentes del trabajo de investigacion.
Posteriormente, se describen de manera general algunas
de las estrategias metodoldgicas utilizadas. Asimismo, se
muestran los resultados obtenidos que fueron
publicados (se anexa el articulo publicado). A
continuacion, el escrito incluye un apartado que muestra
los resultados adicionales que no han sido publicados.
El escrito ademas muestra una discusiéon general acerca
de los resultados (publicados y no publicados) obtenidos
y de igual manera una conclusion general del trabajo.
Finalmente, se incluyen otras publicaciones relacionadas

con el trabajo de tesis.
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RESUMEN

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva ampliamente estudiada
debido al uso de sus proteinas Cry como bioinsecticidas. Las cepas de B.
thuringiensis se caracterizan por contener un nimero variable de plasmidos (1-17)
cuyos tamafios varian de 2 hasta 200 kilobases (kb). Los genes que codifican estas
proteinas insecticidas se encuentran en pldsmidos grandes y conjugativos. La
mayoria de los plasmidos pequefios (< 15 kb) estudiados de B. thuringiensis se
replican por el mecanismo del circulo rodante (plasmidos RC), caracterizado por
producir intermediarios de ADN de cadena sencilla (ADNcs). La funcién que
desempefian estos pldsmidos RC en B. thuringiensis se desconoce; adicionalmente,
el namero de vectores de clonacién para la transferencia de genes a B. thuringiensis
es limitado. Debido a esto, el objetivo del presente trabajo fue la caracterizaciéon de
los elementos genéticos del plasmido pBMBtl de B. thuringiensis subsp.
darmstadiensis INTA Mol4-4. Mediante hibridaciones tipo Southern y digestion con
nucleasa S1 se detectaron intermediarios de ADNcs provenientes del plasmido
pBMBt1, caracteristica distintiva de los plasmidos RC. Posteriormente se obtuvo la
secuencia de nucleétidos de pBMBtl. El analisis revel6 que pBMBtl es una
molécula circular de 6,700 pares de bases (pb) con un contenido de GC del 32% y
se identificaron tres marcos de lectura abiertos (ORFs). La proteina del ORF1
(Cry14-4) mostr6 identidad con las proteinas CryC53 de B. thuringiensis subsp.
cameroun (24.6%); Cry15Aa de B. thuringiensis subsp. thompsoni (21.9%) y Mtx2/3
de B. sphaericus (27.8%). Este es el primer reporte de la presencia de un gen que
codifica una proteina con identidad a proteinas Cry y que se encuentra en un
plasmido RC de B. thuringiensis. E1 ORF2 Mob14-4) codifica la proteina Mob
involucrada en la movilizaciéon conjugativa de plasmidos pequefios. La proteina
Mob14-4 mostré un 74% de identidad con la proteina Mob del plasmido pUIBI-1
de B. thuringiensis subsp. entomocidus y un 64% con la proteina Mob del pladsmido
pBMY1 de Bacillus mycoides. El gen mob14-4 es funcional, ya que se determiné una
frecuencia de transferencia de 9.1 x 10° transconjugantes/célula receptora del

plasmido pHTmob14-4, que contiene el gen mob14-4 de pBMBt1. El ORF3 (Rep14-4)

v
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codifica la proteina Rep, involucrada en el inicio de la replicacién, ésta posee 64%
de identidad con la proteina Rep del plasmido pBMYdx de B. mycoides. No se
detect6 identidad significativa con otras proteinas Rep de pldsmidos RC, lo que
sugiere que pBMBt1 y pBMYdx constituyen un nuevo grupo de pladsmidos RC. Por
otra parte, se identificaron los origenes de la replicaciéon de la doble cadena (dso) y
de la cadena sencilla (sso) en pBMBtl; estos origenes son caracteristicos de
plasmidos RC. El dso mostré la mas alta identidad (81.4%) con el dso del plasmido
pUIBE1 de B. thuringiensis subsp. entomocidus. El sso de pBMBLt1 es de tipo ssoA, ya
que mostré la mas alta identidad con el ssoA de los plasmidos pBMSal (41%) y
pC194 (40.4%) de Staphylococcus aureus. Los elementos dso-rep que participan en la
replicaciéon de pBMBt1 son funcionales ya que se obtuvieron 1.6 x 10* UFC/ g de
ADN de la cepa de B. thuringiensis subsp. israelensis 4Q7 transformada con el

plasmido pHTdso-rep, que contiene los elementos dso-rep.
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ABSTRACT

Bacillus thuringiensis is a Gram positive bacterium widely studied because
Cry proteins are used as bioinsecticides. B. thuringiensis strains contain a complex
pattern of plasmids (1-17) which vary in size from 2 to 200 kilobases (kb). The
genes encoding the insecticidal proteins are located on large conjugative plasmids.
Most of the small plasmids ( 15 kb) studied in B. thuringiensis replicate by the
rolling circle mechanism (RC plasmids) in which single stranded DNA
intermediates (ssDNA) are produced. The functions of these RC plasmids in B.
thuringiensis are unknown; additionally the number of cloning vectors for gene
transfer in B. thuringiensis is limited. The objective of this work was to characterize
the genetic elements of plasmid pBMBt1 from B. thuringiensis subsp. darmstadiensis
INTA Mo14-4. Southern blot and S1 nuclease digestionanalysis show that pBMBt1
contains ssDNA intermediates. Subsequently, pBMBt1 was completely sequenced
and the analysis of sequence showed that pBMBt1 is a circular molecule of 6700
bases of pairs (bp) with a GC content of 32%, furthermore three open reading
frames (ORFs) were identified. The predicted protein of ORF1 (Cry14-4) showed
the highest identity with the CryC53 protein from B. thuringiensis subsp. cameroun
(24.6%); Cry15Aa from B. thuringiensis subsp. thompsoni (21.9%) and Mtx2/3 from
B. sphaericus (27.8%). This is the first report that shows the presence of a cry-like
gene (cryl4-4) in a RC plasmid from B. thuringiensis. The ORF2 (Mob14-4) encodes
a Mob protein which is involved in the conjugative mobilization of small plasmids.
The Mob14-4 protein showed 74 % identity with a Mob protein encoded by plasmid
pUIBF1 from B. thuringiensis subsp. entomocidus and 64% identity with a Mob
protein from pBMY1 plasmid from Bacillus mycoides. The mobl4-4 gene is
functional, as shown by determination of transfer frequencies of 9.1 x 10
transconjugants/recipient cell of plasmid pHTmob14-4, which contain the mob14-4
gene from pBMBt1. The ORF3 Repl4-4) encodes for a Rep initiator protein. This
protein showed a 64% identity with Rep protein from plasmid pBMYdx from B.
mycoides. Repl4-4 did not show identity with others Rep proteins from RC
plasmids, this result suggest that pBMBt1 and pBMYdx plasmids represent a new

Vi
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group of RC plasmids. On the other hand, we identified the origins of replication
of the double strand (dso) and the single strand (sso) in pBMBt1; these origins are
characteristic of RC plasmids. The dso origin showed the highest identity (81.4%)
with dso of plasmid pUIBI-1 from B. thuringiensis subsp. entomocidus. The sso origin
of pBMBt1 is an ssoA type origin, because of showed identity with ssoAs origins
from pBMSal (41%) and pC194 (40.4%) plasmids from Staphylococcus aureus. The
elements dso and rep, that are involved in replication of pBMBt1, were functional.
We observed 1.6 x 10* CFU/ng of DNA of the B. thuringiensis subsp. israelensis 4Q7
strain transformed with the plasmid pHTdso-rep, which contains the dso-rep

elements.

il




UMSNH CMEB-FMVZ

1. INTRODUCCION
1.1  Los plasmidos bacterianos

Los plasmidos son elementos genéticos extracromosémicos presentes en
todos los tipos de bacterias estudiadas hasta la fecha. A pesar de que los
plasmidos, a diferencia del cromosoma, generalmente no codifican funciones
esenciales para el crecimiento de la célula, su presencia tiene influencia en la
biologia de las bacterias que los contienen ya que juegan un papel significativo en
la adaptacion y evolucion de estos organismos. Por otra parte, los plasmidos han
sido moléculas biolégicas indispensables en el desarrollo de la biologia molecular y
en el entendimiento de procesos basicos fundamentales para todos los organismos
(Snyder y Champness, 2003).

Estas moléculas han adquirido diferentes secuencias y genes que les han
servido para asegurar su replicacion y mantenimiento en la célula bacteriana. La
adquisicion de estas secuencias se refleja en las multiples caracteristicas que
poseen, por ejemplo, tienen un tamafo variable, existen diferentes mecanismos de
replicaciéon y cuentan con un rango de hospederos diferente. Asimismo, otras
secuencias y genes les son tutiles para aumentar su transferencia entre células
bacterianas, mientras que otras le proporcionan a la bacteria alguna ventaja
adaptativa bajo ciertas condiciones ambientales. Desde el punto de vista
antropocéntrico, algunos fenotipos pueden ser considerados problematicos, por
ejemplo, la expresion de genes que codifican proteinas que confieren resistencia a
antibiéticos o propiedades de virulencia. Sin embargo, otros fenotipos pueden ser
considerados benéficos, tales como las capacidades de fijar nitrégeno atmosférico o
bien la presencia de caracteristicas que puedan ser explotadas en biotecnologia, por
ejemplo la biorremediacién de zonas contaminadas. Las diferentes caracteristicas,
funciones y posibles utilidades de los plasmidos, han estimulado a los
investigadores a abordar el estudio de estas moléculas desde el punto de vista

basico (conocer su organizacién estructural, genética y su funcién) y biotecnolégico

(su posible utilidad) (Funnel y Phillips, 2004).
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1.1.1 Organizacion estructural de los plasmidos

La estructura de los plasmidos bacterianos varia considerablemente, sin
embargo, poseen una region esencial, la cual contiene los genes y otras secuencias
involucradas en la replicaciéon y el mantenimiento del pldsmido dentro de su
hospedero. Estas secuencias incluyen: a) Un origen de replicacion (llamado ori)
caracteristico de cada unidad de replicacion y donde inicia el proceso de
replicaciéon; b) Aunque no es una caracteristica general, algunos plasmidos
codifican para una proteina iniciadora de la replicacién, usualmente llamada Rep;
y c) Los genes o elementos involucrados en el control de la replicacion (Del Solar
et al., 1998).

Por otra parte, los plasmidos pueden poseer regiones y genes no esenciales,
o dispensables, para el mantenimiento del plasmido en su hospedero. Las
funciones codificadas por estos genes representan una ventaja adaptativa. Una
amplia variedad de genes con estas caracteristicas han sido encontrados en
diversos plasmidos incluyendo aquellos involucrados en procesos de transferencia
y diseminacién de plasmidos entre bacterias. Los genes tra y mob, por ejemplo, son
determinantes que participan en la conjugacion y movilizacién, respectivamente,
los cuales permiten la transmision de pequeios plasmidos, denominados
movilizables, entre bacterias durante la conjugaciéon (Guzman y Espinosa, 1997).
Ademéds, se han encontrado genes que le confieren al hospedero resistencia a
factores externos tales como antibidticos (ej. ampicilina, tetraciclina y kanamicina)
o metales pesados; la nodulaciéon de raices de leguminosas (ej. frijol, alfalfa); genes
que codifican proteinas que alteran el metabolismo del hospedero de la bacteria; la
producciéon de péptidos antimicrobianos como las bacteriocinas o genes que
codifican proteinas con actividad insecticida, por citar algunos ejemplos (Rasooly y

Rasooly, 1997; Snyder y Champness, 2003).

1.1.2 Replicacion de los plasmidos bacterianos
Una caracteristica esencial de los plasmidos bacterianos es su habilidad para

replicarse como elementos genéticos auténomos, respecto al cromosoma. En

2
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adicion a los genes y secuencias considerados indispensables en la replicacion de
los plasmidos y en su mantenimiento, el hospedero debe contener y proporcionar
otras proteinas necesarias para completar el proceso, incluyendo ADN
polimerasas, ligasas, primasas y helicasas, por mencionar algunas (Snyder y
Champness, 2003).

Hasta ahora se han descrito tres mecanismos principales de replicacion de
los plasmidos bacterianos: a) La replicaciéon por el mecanismo tipo theta, llamado
asi por la similitud de las estructuras con la letra griega 6, utilizado por plasmidos
de diferentes tamafios (desde plasmidos pequefios hasta megapldsmidos); b) La
replicacién por el mecanismo denominado desplazamiento de la cadena, utilizado
por algunos plasmidos de tamafio pequefo y grande; y c) La replicacion por el
mecanismo asimétrico del circulo rodante (denominado RCR por sus siglas en
inglés “Rolling Circle Replication”, a cuyos plasmidos representativos nos
referiremos como plasmidos RC), el cual es utilizado principalmente por
plasmidos pequefios con un tamario inferior a 15 kb (Loeza-Lara et al., 2004).

Los plasmidos RC de B. thuringiensis son el objeto de estudio de este trabajo
de investigacién, por lo que a continuacion se describen de manera detallada sus
caracteristicas moleculares. Para una revision detallada de los mecanismos theta y
por desplazamiento de cadena se recomienda revisar Loeza-Lara et al. (2004) en la

seccion de anexos.

1.2  Diversidad de plasmidos RC

Los plasmidos RC fueron descubiertos originalmente en Staphylococcus
aureus y se han descrito en un gran namero de bacterias Gram-positivas como
Bacillus subtilis (Devine et al., 1989), Clostridium butyricum (Brehm, et al., 1992) y
Brevibacterium lactofermentum (Fernandez-Gonzélez et al., 1994), entre otras. Se han
aislado también en Dbacterias Gram-negativas tales como Actinobacillus
actinomycetemcomitans (Galli y Leblanc, 1995), Helicobacter pylori (King y Dybvig,
1992), Shigella sonnei (Yasukawa et al., 1991) y Pseudomonas putida (Holtwick et al.,

2001). La amplia distribucion de plasmidos RC es evidente a partir de

3
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descubrimientos de pldsmidos de este tipo en Arqueas (Erauso et al.,, 1996). Esta
diversidad ha permitido proponer un sistema de clasificacién basandose en la
similitud de las proteinas Rep iniciadoras de la replicacioén, reconociéndose hasta la

fecha la existencia de 17 grupos

(http:/ /www.essex.ac.uk/bs/staff /osborn/DPR/DPR_RCRdata.htm).

1.3  Caracteristicas generales de los plasmidos RC

Los plasmidos RC son de tamafio relativamente pequefio (1.3 a 15 kb).
Poseen una organizacién estructural compacta y se presentan en un nimero de
copias grande, por ejemplo, el plasmido pT181 de S. aureus posee un namero de
copias de 25. Todos los plasmidos RC descritos hasta la fecha codifican proteinas
Rep iniciadoras de la replicacion, las cuales tienen actividades de unién especifica
a secuencias de ADN y actividades de corte y cierre de estas secuencias (Koepsel et
al., 1985b). Otra de las caracteristicas de estos pldsmidos es la presencia de dos
regiones de ADN que funcionan como origenes de replicaciéon. Uno de ellos se ha
definido como el origen de replicacién de la doble cadena, al que nos referiremos
como dso (del inglés "double strand origin") (Figura 1), el cual es reconocido por la
proteina Rep. Interesantemente, en algunos casos el gen estructural que codifica la
proteina Rep contiene también la secuencia del dso, de tal manera que las proteinas
iniciadoras, una vez sintetizadas, pueden unirse a sus propias secuencias
codificantes (Gruss y Erhlich, 1989).

El segundo origen de replicacion es denominado el origen de replicacion de
la cadena sencilla, al que denominaremos sso (del inglés “single strand origin)
(Figura 1). El sso es especifico del intermediario de ADN de cadena sencilla
(ADNcs), caracteristica distintiva de los pldsmidos RC, y es importante para la
conversion de este intermediario de ADNcs a ADN de doble cadena (ADNdc) (Del
Solar et al., 1987).

Con respecto al rango de hospederos de los plasmidos RC, se ha reportado
que estos plasmidos se pueden establecer en diferentes hospederos. Por mencionar

algunos ejemplos, el plasmido pUB110 es funcional en su hospedero natural S.

4




UMSNH CMEB-FMVZ

aureus y en B. subtilis (Boe et al,. 1989); el plasmido pBAA1 de B. subtilis también es
funcional en S. aureus (Seery y Devine, 1993); el plasmido pMV158 de Streptococcus
agalactiae se replica también en B. subtilis, S. pneumoniae y Lactococcus lactis subsp.
lactis (Kramer et al., 1995; Van der Lelie et al,, 1989); pTB913 de Bacillus spp. se
replica en B. subtilis y L. lactis subsp. lactis (Van der Lelie et al., 1989).

rep

Figura 1. Esquema general de un plasmido RC. rep: gen que codifica la proteina

Rep iniciadora de la replicacién; dso: origen de replicacion de la doble cadena; sso:
origen de replicaciéon de la cadena sencilla; Orf: Marco de lectura adicional (ej.
proteina de movilizacién); Abr: determinante de resistencia a antibiéticos. Los

elementos Orf y Ab" no son esenciales para la replicacion (Tomado de Lopez-Meza,
2001).

Por otra parte, es comun identificar en los pladsmidos RC la presencia de
determinantes de resistencia a antibidticos (Figura 1). Por ejemplo, los plasmidos
pT181, pC194 y pBMSal de S. aureus le confieren resistencia a la bacteria contra
tetraciclina, cloranfenicol y lincomicina, respectivamente (Khan y Novick, 1983;
Loeza-Lara et al., 2004; Novick, 1989). Asimismo, aunque en menor nimero, se han
detectado genes de resistencia a metales pesados (ej. el plasmido pOX6 de S. aureus
confiere resistencia a cadmio) (Novick, 1989). Algunos plasmidos RC también

contienen genes para movilizacion de ADN, por ejemplo, los plasmidos pTX14-3y
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pUIBF1 de B. thuringiensis poseen el gen mob que codifica la proteina Mob
involucrada en la movilizacién conjugativa de pequefios plasmidos (Andrup et al.,
2003; Lopez-Meza et al., 2003).

Otros plasmidos RC contienen transposones (ej. pGI2 de B. thuringiensis
subsp. thuringiensis contiene el transposon Tn4430, el cual codifica para la
transposasa TnpA) (Mahillon y Seurinck, 1988). Finalmente, un gran ntimero de
plasmidos RC se considera criptico ya que no se les ha atribuido ninguna funcién
para el hospedero, las funciones identificadas en estos plasmidos son exclusivas
para el mantenimiento de la molécula en la bacteria. Por ejemplo, el plasmido
pHD?2 de B. thuringiensis subsp. kurstaki posee s6lo el gen que codifica la proteina

Rep (McDowell y Mann, 1991).

14  Replicacion por el mecanismo del circulo rodante (RC)

Para que ocurra la replicacion de un plasmido RC se requieren tres médulos
estructurales: (i) El gen rep que codifica la proteina Rep iniciadora de la replicaciéon
de la cadena lider y sus elementos regulatorios; (i) el origen de replicacién de la
doble cadena, o dso, el cual es reconocido por la proteina Rep; y (iii) el origen de la
cadena sencilla, o sso, reconocido porla ARN polimerasa del hospedero (Andrup et
al., 2003; Gruss y Ehrlich, 1989).

El conocimiento actual sobre los eventos moleculares que se llevan a cabo
durante el mecanismo de replicacion RC proviene principalmente de estudios
realizados con los pldsmidos pT181 y pC194 de S. aureus, y se postula que la mayor
parte de estos eventos ocurren en todos los plasmidos RC. Para ejemplificar el
modelo de replicacion utilizaremos el pladsmido pT181 tomando en consideraciéon
que podrian existir algunas variaciones en otros plasmidos.

El primer evento durante el inicio de la replicacion RC involucra la
interaccion de un mondémero de la proteina Rep (la cual funciona como un dimero)
con el dso, especificamente en el sitio de unién denominado “bind” (Chang et al.,
2000). Se ha demostrado que esta interacciéon da como resultado la formacién de

una estructura con forma de horquilla en la regién del dso, lo cual facilita el corte
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realizado por la proteina Rep (Koepsel y Khan, 1986). Posteriormente, Rep
mediante una actividad de endonucleasa, elabora un corte o “nick” en una
secuencia de nucleétidos especifica (TA) sobre una de las cadenas de ADN a través
de un residuo de tirosina presente en el mismo monémero de Rep que se unio al
dso; esta secuencia TA se localiza en el asa de la horquilla (Figuras 2 y 3) (Koepsel et
al., 1985a, b; Koepsel et al., 1986). El corte genera los extremos 5 fosfato (5'P) y 3
(3’0OH). La proteina Rep se une al grupo 5P a través del mismo residuo de tirosina
que realiz6 el corte, mediante un enlace fosfotirosina.

Al mismo tiempo que suceden estos eventos, Rep recluta diversas enzimas
necesarias para llevar a cabo las etapas subsecuentes del proceso, entre éstas se
encuentra la ADN polimerasa III (encargada de realizar la polimerizacion de la
nueva cadena), la ADN helicasa PcrA (en el caso de bacterias Gram-positivas), la
cual desenrolla el ADN (lordanescu, 1993), y las proteinas de unién a ADN de
cadena sencilla o SSB, las cuales protegen la cadena original de ADN que es
desplazada. De esta manera se forma un complejo llamado “replisoma”, el cual es
necesario para establecer el inicio de la replicacion (Del Solar et al., 1998).

La polimerizacién de la cadena lider se inicia por la extension del extremo
3’OH libre formado en el sitio de corte, el cual es reconocido por la ADN
polimerasa III. La extension procede hasta que la horquilla de replicaciéon alcanza
el sitio de terminacion y hasta que el sitio dso ha sido regenerado, mientras que la
cadena original ha sido completamente desplazada. Para el caso de pT181, la
sintesis de ADN procede aproximadamente 10 nucleétidos despties del sitio dso
que ha sido regenerado y que corresponde a un nuevo sitio de corte de Rep. El
segundo monoémero libre de la proteina Rep realiza un corte en el sitio dso
regenerado por medio del residuo de tirosina. Luego de una serie de eventos de
corte y unioén, la cadena original que ha sido desplazada se corta (en su unién con
la cadena recién sintetizada) y se liga por medio de la proteina Rep (Rasooly y
Novick, 1993; Zhao y Khan, 1997). Posteriormente esta molécula se libera como un
mondmero de ADNcs junto con una molécula de ADNdc, misma que contiene la

cadena recién sintetizada. Esta molécula de ADNdc es ligada y superenrollada por
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la ADN ligasa y por la girasa del hospedero, respectivamente. Por otra parte, la
proteina Rep se inactiva debido a la unién covalente de la region de ADN de 10
nucleétidos al residuo de tirosina (Figura 2) (Del Solaret al., 1998; Khan et al., 1988;
Khan, 2005; Rasooly y Novick, 1993).

Corte en
el dso
Rep
Tyr L3
ADN Pol Il
d ’
so @ 3’OH s PcrA (Helicasa)
’ ssB e &
- Ja
sso - > sso
ADNdc l
dso ARN Pol

ADN Pol |

ADN Pol lll
SSo 4+——— ss&i

ADN ligasa

ADNdc  ADN girasa ADNcs . \

Rep sso @ Sitio de
AinaCtiva/ "“". o corte
ADN ligasa
SsO ADN girasa

Figura 2. Modelo de la replicacion de los plasmidos RC mediante un intermediario

de ADN de cadena sencilla (ADNcs). dso: origen de replicacién de la doble cadena;
sso: origen de replicacion de la cadena sencilla; Rep: proteina iniciadora de la
replicacion; Tyr: residuo de tirosina; ADNdc: ADN de doble cadena; ADNcs: ADN
de cadena sencilla; ADN pol I y III: ADN polimerasa I y III; SSB: proteinas de
unién a ADNcs; ARN pol: ARN polimerasa (Modificado de Khan, 2005).

El ADNcs liberado después de que la sintesis se ha completado se convierte
a ADNdc, utilizando para ello la regiéon del sso y proteinas del hospedero. Esto
involucra la sintesis de un oligonucleétido de ARN como iniciador (con una
longitud variable de entre 20 y 40 nucledtidos), el cual se extiende por la ARN
polimerasa misma que reconoce el sitio sso, seguido por la extensién del

oligonucleétido por la ADN polimerasa I y subsecuentemente la sintesis por la
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ADN polimerasa III. Finalmente, los extremos del ADN se unen por la ADN ligasa
y el ADNdc resultante se convierte a la forma superenrollada por la ADN girasa

(Figura 2) (Khan, 1997; Kramer et al., 1997).

1.5  Proteina Rep iniciadora de la replicacion

La proteina Rep posee diferentes actividades enzimaticas ya que tiene la
capacidad de unirse de manera especifica al ADN en la regiéon “bind” (sitio de
unién de Rep) del dso, cortar especificamente en el sitio “nick” (sitio de corte de
Rep) del dso y establecer un enlace fosfotirosina con el extremo 5P de una de las
cadenas de ADN (Dempsey et al., 1992). Para realizar estas funciones, las proteinas
Rep poseen dos regiones importantes: (i) una regién no conservada involucrada en
la unién especifica y no covalente de las proteinas Rep al dso; esta unién es
considerada un paso critico para el ensamblaje del complejo de inicio de la
replicacion (Wang et al., 1992), y (i) una segunda region (conservado entre las
proteinas Rep pertenecientes al mismo grupo) involucrada en el corte y cierre del
dso. Esta region es considerada el sitio activo de la proteina ya que incluye el
residuo de tirosina que participa en el corte que se realiza sobre el dso (Dempsey et
al., 1992; Iordanescu, 1989).

Es importante mencionar que atin no se conoce la estructura terciaria de las
proteinas Rep de pldsmidos RC. Sin embargo, se conoce la estructura terciaria del
dominio catalitico de la proteina iniciadora de la replicacion del virus del
enchinamiento del tomate que se replica por el mecanismo RC (Campos-Olivas et
al., 2002). Esta proteina comparte diversos motivos conservados con la proteina
Rep del plasmido pC194 (Ilyna y Koonin, 1992). Esta informacién facilitara el
entendimiento de las caracteristicas estructurales y funcionales de las proteinas
Rep de plasmidos RC.

Hasta la fecha, se han identificado mas de 200 plasmidos RC tanto en
bacterias Gram positivas, Gram negativas, como en Arqueas. Las proteinas Rep de
algunos plasmidos RC poseen identidad a nivel de secuencia con las de otros

plasmidos RC, lo cual ha permitido agrupar esta gran diversidad de plasmidos en
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17 grupos con base en la identidad de estas proteinas Rep

(http:/ /www.essex.ac.uk/bs/staff / osborn/DPR/DPR_RCRdata.htm). Cada uno

de los 17 grupos posee un plasmido como miembro representativo, por ejemplo, el
grupo I, cuyo prototipo es el plasmido pT181 de S. aureus (Khan et al., 1988), esta
formado también por el plasmido pHD2 de B. thuringiensis (McDowell y Mann,
1991); por otra parte, el grupo Il cuyo prototipo es el plasmido pC194 de S. aureus
(Te Riele et al., 1986), incluye también al plasmido pUB110 de S. aureus (McKenzie
et al, 1986). Se han caracterizado otros plasmidos RC cuyas proteinas Rep no
muestran identidad con las proteinas Rep reportadas previamente, por lo que se

propone que estos pldsmidos formaran parte de nuevos grupos (Khan, 2005).

1.6 Origen de replicacién de la doble cadena (dso)

Los dsos son regiones de ADN con un tamafio promedio de 100 pares de
bases (pb) (Khan, 1997). Estos contienen dos regiones importantes, una de las
cuales posee el sitio de corte de Rep (regién “nick”) y la otra esta involucrada en la
unién de la proteina Rep (region “bind”) (Figura 3A). La secuencia de corte estd
altamente conservada en los dsos de todos los plasmidos pertenecientes a un grupo
en particular (la secuencia de corte conservada en los dsos de plasmidos
pertenecientes al grupo de pT181 es TA), mientras que los sitios de unién de Rep
estdn menos conservados (Del Solar et al., 1993). Se ha observado que los dsos de
muchos plasmidos RC incluyen repeticiones invertidas que tienen la capacidad de
formar estructuras tallo-asa (Figura 3B). Se ha demostrado también que estas
caracteristicas estructurales son importantes para un inicio eficiente de la
replicacion (Noirot et al., 1990). En algunos grupos de plasmidos RC, los dsos se
encuentran hacia el extremo 5 de los genes rep (Figura 1), mientras que en otros
grupos, aquellos se encuentran dentro de las secuencias codificantes de las

proteinas iniciadoras (Del Solar et al., 1998; Khan, 1997).
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A Sitio de Sitio de
corte de unién
Rep de Rep

5" TTTCTAAAACCGGCTACTCT AATAGCCGGTTGGACGCACATACTGTGTGCATA 3
3" AAAGATTTTGGCCGATGAGA TTATCGGCCAACCTGCGTGTATGACACACGTAT 57
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Figura 3. Secuencia de nucleétidos y estructura tallo-asa del dso del plasmido RC
pT181. A) dso del plasmido RC pT181. Se muestran los sitios de corte y unién al dso
por la proteina Rep. En negritas se muestran los nucleétidos conservados donde se
realiza el corte de ADN. Las flechas horizontales (repetidos invertidos) representan
los brazos de la estructura secundaria. B) Estructura secundaria tipo tallo-asa
formada por el dso (Tomado de Khan, 1997).

1.7  Origen de replicacion de la cadena sencilla (sso)

La cadena parental original, que es desplazada durante la primera etapa de
la replicacién y que representa el intermediario de ADNcs, es convertida a ADNdc
mediante el reconocimiento del sso. La secuencia de los ssos generalmente puede
formar diferentes estructuras secundarias, como se muestra en la figura 4 para los
plasmidos pE194 (ssoA) y pUB110 (ssoU) de S. aureus (Gruss et al., 1987). Hasta el
momento se han identificado cinco diferentes tipos de ssos con base en la similitud
estructural o de secuencia, siendo éstos el ssoA, presente en el plasmido pT181 de
S. aureus (Novick, 1989); el ssoT, encontrado en plasmidos de Bacillus ej. pBAA1 de
B. subtilis (Janniere et al., 1993); el ssoU, primero descrito en pUB110 de S. aureus
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(Boe et al., 1989); el ssoW, encontrado en el plasmido pWVO1 de Lactococcus lactis
(Seegers et al., 1995) y el ssoL, identificado en el plasmido p353 de Lactobacillus
pentosus MD353 (Leer et al., 1992).

Estudios in vitro e in vivo han mostrado que los oligonucleétidos de ARN
son sintetizados por la ARN polimerasa del hospedero. La longitud de los
oligonucle6tidos generalmente estd en un rango de 20 a 50 nucleétidos
dependiendo del sso, en el ssoA del plasmido pE194 de S. aureus es de 17 a 20
nucleétidos (Figura 4A) (Kramer et al., 1997). En el caso del ssoU de pUB110 de S.
aureus, la longitud de los oligonucleétidos es de 44 a 46 nucledtidos (Figura 4B)
(Kramer et al., 1999).

Por otra parte, en los ssos se han detectado la presencia de elementos cis
variables y conservados. Se ha identificado la secuencia conservada RSp la aual
actta como el sitio de unioén para la ARN polimerasa. Esta secuencia se localiza en
una regiéon de apareamiento de bases del ssoA (region de ADNdc) y contiene
secuencias que se parecen a las regiones -10 y -35 tipicas de promotores
bacterianos (Figura 4). Otra secuencia conservada, CS-6, estd localizada en el asa
central de la estructura del ssoA, y actta como terminador de la sintesis del
oligonucleétido iniciador de ARN (Kramer et al.,, 1998). Mutaciones en cualquiera
de estas regiones reducen severamente la conversion de ADNcs a ADNdc.
Interesantemente, las secuencias homologas a RS y CS-6 presentes en el ssoA,
también estan conservadas en los origenes ssoU, ssoT y ssoW (Kramer et al., 1999).

Por otra parte, los ssos estan localizados en secuencias no codificantes, son
especificos de la cadena lider y, a diferencia de los dsos, sus secuencias no estan
conservadas entre pldsmidos que pertenecen al mismo grupo.

Asimismo, los ssos son funcionales cuando se encuentran en la forma de
ADNcs, de ahi que la replicaciéon de la cadena tardia no inicia sino hasta que la
cadena lider ha sido completamente sintetizada. Asi, los plasmidos RC se replican
por un mecanismo asimétrico y el intermediario de ADNcs representa una

caracteristica distintiva de la replicaciéon RC (Gruss y Ehrlich, 1989; Khan, 1997).
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Figura 4. Estructuras secundarias formadas por los origenes de replicacion de la
cadena sencilla (sso) tipo A y U. A) ssoA del plasmido pE194 de S. aureus. B) ssoU
del plasmido pUB110 de S. aureus. Se indican las regiones conservadas -10y -35,
ademas de los elementos cis RSp y CS-6. Ver detalles en texto (Tomado de Khan,
1997; 2004).
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1.8 Rango de hospederos de los plasmidos RC

El rango de hospederos de un plasmido incluye aquellos tipos de bacterias
en las cuales un plasmido puede replicarse. Algunos plasmidos se replican en una
bacteria y se dice que poseen un rango de hospederos reducido. En contraste,
existen plasmidos que se pueden replicar en diferentes bacterias y son
denominados de amplio rango de hospederos. La mayoria de los plasmidos RC
caracterizados en bacterias Gram positivas se consideran de amplio rango de
hospederos (Snyder y Champness, 2003).

La replicaciéon es el principal factor que influye en la capacidad de los
plasmidos para mantenerse en diferentes hospederos. Dos estrategias facilitan la
replicacion de los plasmidos de amplio rango de hospederos: a) el inicio de la
replicaciéon independiente de los factores de iniciacion del hospedero; y b) la
versatilidad en la comunicacién entre los factores de iniciacion del hospedero y del
plasmido (Del Solar et al., 1996).

Los plasmidos RC poseen un médulo que les permite iniciar una replicacion
independiente de los factores del hospedero. La presencia del gen rep (asi como sus
elementos regulatorios) y el sitio dso, son los elementos necesarios para un inicio
independiente de la replicaciéon. Sin embargo, y debido a que la replicacion de la
cadena tardia se lleva a cabo mediante el reconocimiento especifico del sitio sso por
proteinas exclusivas del hospedero, el éxito en la replicacién, y por lo tanto el
establecimiento del plasmido en su nuevo hospedero, depende del reconocimiento
eficiente de los factores de este tultimo y los factores del plasmido, especificamente,
el reconocimiento eficiente del sso por parte de la ARN polimerasa (Del Solar, et al.,
1996; Kramer et al., 1998).

Un aspecto interesante sobre el reconocimiento adecuado de los ssos por los
factores del hospedero, es que algunos de éstos (ej. ssoA y ssoW) funcionan
eficientemente s6lo en sus hospederos nativos, mientras que otros (ej. ssoU, ssoT y
ssoL) funcionan en diferentes hospederos (Kramer et al., 1995; Pouwels y Leer,
1993). Se ha demostrado que la fuerza de la interaccion entre la ARN polimerasa y

los ssos determina la eficiencia de la sintesis de la cadena tardia en diferentes
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hospederos y podria determinar, al menos en parte, el rango de hospederos de los
plasmidos RC. De esta manera, la capacidad de los ssos para ser reconocidos
adecuadamente por los factores de sus hospederos es importante para el rango de

hospederos de los plasmidos RC (Kramer et al., 1999; Khan, 2005).

1.9 Movilizacion de los plasmidos RC

Existen diferentes ejemplos de plasmidos RC que han adquirido diversas
estrategias para intercambiar ADN, no sélo para ampliar su rango de hospederos,
sino también para intensificar su propagaciéon en las poblaciones bacterianas
(Andrup et al., 2003). Dentro de éstas, la conjugacion bacteriana es quizés la mas
difundida; ésta es definida como la transferencia de ADN de una célula bacteriana
a otra, mediante las funciones de transferencia codificadas por algtin elemento
genético, por ejemplo un pldsmido denominado conjugativo (también llamado
autotransmisible). Los plasmidos conjugativos codifican las funciones necesarias
para transferirse de una bacteria a otra. Adicionalmente, estos plasmidos
conjugativos también participan en la transferencia de otros elementos genéticos
que no pueden transferirse por si mismos, como el ADN cromosémico o plasmidos
denominados movilizables (Snyder y Champness, 2003).

La movilizacién se define como la transferencia de un plasmido movilizable
de una bacteria a otra mediada por un plasmido conjugativo. Los plasmidos
movilizables poseen un médulo que les permite ser movilizados entre bacterias, el
cual incluye dos elementos estructurales: (i) el gen mob, que codifica para la
proteina Mob, involucrada en el inicio de la movilizacién; y (ii) un elemento cis, el
oriT, el cual es reconocido por la proteina Mob y donde el proceso de movilizacion
inicia por un evento de corte especifico sobre el oriT (Andrup et al., 2003).

Debido a la importancia que representan los plasmidos movilizables en la
transferencia horizontal de genes en la naturaleza, a su impacto en la evolucién
bacteriana y a su alta variabilidad, Francia y col. (2004) proponen un sistema de
clasificacion para los plasmidos movilizables en familias y superfamilias de

acuerdo a las relaciones de las diferentes proteinas Mob. Por ejemplo, las proteinas
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Mob identificadas en plasmidos RC de B. thuringiensis se incluyen en la
superfamilia del plasmido pMV158 de S. agalactize, que contiene hasta este
momento 41 proteinas.

Un alineamiento de las proteinas Mob de la superfamilia de pMV158
(presentes en pladsmidos RC y algunos transposones) muestra que éstas poseen tres
motivos altamente conservados. El motivo I HxxR (en xx pueden estar presentes
diferentes residuos) es un motivo recientemente detectado en las proteinas Mob,
del cual se desconoce atn su funcion. El motivo II [NY(D/E)L], se ha sugerido que
representa el sitio catalitico de Mob ya que contiene el residuo de tirosina
altamente conservado. Finalmente, el motivo III (HxDE), sobre el cual se postula
que podria ser una variante del motivo de histidinas (PHMH) detectado en
proteinas de unién a ADN (Francia et al., 2004).

La region del oriT estda formada por dos secuencias repetidas invertidas
(Figura 5A) por lo que ésta tiene la capacidad de formar una estructura secundaria
tipo tallo-asa. Se sabe que el sitio de corte se localiza en el asa de la horquilla lo
cual facilita el corte realizado por Mob (Figura 5B) (Francia et al., 2004; Guzman y

Espinosa, 1997).

110 Los plasmidos RC como herramientas biotecnoldgicas

Desde principio de los afios 70s, los vectores plasmidicos han sido una
herramienta importante en los avances de la biologia. Los primeros plasmidos
ampliamente utilizados incluian a los vectores pSC101, ColE1, pBR322, pUC18/19
y pBluescript, entre otros (Lu, 2004). Actualmente, existe una gran variedad de
vectores de clonacién disponibles de manera comercial para diferentes bacterias
como E. coli. Sin embargo, para otras bacterias no existen vectores de clonacion
disponibles, porlo que se considera necesario el disefio de estas herramientas.

Para disefiar un vector se tienen que tomar en cuenta diferentes criterios
como lo son: ) el tamafio del vector y del inserto, ya que la inserciéon de
fragmentos de ADN mayores de 10 kb tiene un efecto negativo en la estabilidad de

algunos vectores; (i) el nimero de copias del vector, lo cual es importante ya que
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un alto namero de copias permite una obtencion de ADN en cantidades
suficientes; (i) la incompatibilidad del vector, esta caracteristica es importante ya
que en algunas bacterias se requiere la presencia de dos plasmidos que codifiquen
diferentes proteinas, pero que sean compatibles; (v) el uso de marcadores de
seleccion de acuerdo al sistema bacteriano; (v) finalmente, los sitios de clonacién,
preferentemente se eligen sitios de restriccion para enzimas comunes (Casali y

Preston, 2003).

A Sitio de corte

TTTGCCATAACGT GCTAGGACAAA

AAACGGTATTGCA CGATCCTGTTT

B Sitio de corte
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Figura 5 Secuencia del oriT del plasmido RC pUIBI-1 de B. thuringiensis subsp.
entomocidus. A) oriT del plasmido pUIBI-1. Las flechas interrumpidas muestran las
secuencias repetidas invertidas imperfectas que flanquean el sitio de corte. B)
Estructura secundaria tipo tallo-asa que puede formar el oriT. Se muestra el sitio de
corte de la proteina Mob (Modificado de Loeza-Lara et al., 2005).
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Los plasmidos RC se caracterizan por ser moléculas de tamafio pequefio (<
15 kb), por poseer un alto nimero de copias, por carecer de grupos de
incompatibilidad y por tener un rango de hospederos amplio, por lo que son
consideradas moléculas ttiles en el disefio de vectores de clonacion bifuncionales.
Por ejemplo, para la manipulacion genética de la bacteria Corynebacterium
glutamicum, la cual se utiliza para la produccion de aminoacidos, se cuenta con los
vectores de clonacion pBL1, pSR1 y pSCCD1, todos construidos a partir de
plasmidos RC nativos de la bacteria (Venkova-Canova et al., 2004). Por otra parte,
diferentes vectores tipo theta y RC han sido utilizados para el estudio de bacterias
lacticas debido a su importancia en la industria lechera. Los vectores tipo theta se
han usado para la clonaciéon de fragmentos grandes de ADN, debido a que
muestran mayor estabilidad estructural que los vectores RC, mientras que estos
altimos se han utilizado para la clonacién de fragmentos mas pequefios de ADN.
Sin embargo, los vectores RC poseen caracteristicas que los vectores theta no
poseen, por ejemplo, son menos especificos que los vectores theta y pueden ser
utilizados como vectores movilizables y compatibles, lo que podria permitir la
introduccion de diferentes pldsmidos en una sola célula y luegos ser movilizados a
otra cepa de interés. En este sentido, se ha reportado el disefio y uso de tres
vectores bifuncionales y de amplio rango de hospederos para E. coli y L. lactis
(p22/25, p720 y pBrec), a partir del plasmido RC pMB02 de L. lactis (Sanchez y
Mayo, 2004). Estos vectores se establecieron en las bacterias correspondientes sin
presion de seleccion y fueron compatibles con otros vectores ya existentes.

Sin embargo, no todos los plasmidos RC han sido utilizados exitosamente
como vectores de clonacién, ya que una de las principales desventajas del uso de
estos pldsmidos como vectores, es su inestabilidad estructural cuando se les
insertan fragmentos grandes de ADN foraneo (Mesrati et al., 2005). Este problema
puede deberse a las caracteristicas de los intermediarios de ADNcs producidos por
los plasmidos RC, ya que éstos presentan algunas secuencias que estimulan
procesos de recombinacién homoéloga e ilegitima en estos plasmidos cuando son

utilizados como vectores (Janniere y Ehrlich, 1987).
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McDowell y Mann (1991) caracterizaron el plasmido RC pHD2 (~ 2 kb) de B.
thuringiensis subsp. kurstaki HD1-DIPEL, el cual fue ligado al vector pBR322 (el
cual contiene los genes de resistencia a cloramfenicol y ampicilina) para analizar su
capacidad de replicacion y su uso como un vector bifuncional. El pldsmido
generado (pHD2+pBR322) fue introducido en E. coli, B. thuringiensis subsp.
israelensis y B. subtilis. Este plasmido se replicé en E. coli y en B. thuringiensis subsp.
israelensis, pero no en B. subtilis. Sin embargo, cuando el plasmido (pHD2+pBR322)
obtenido de las transformantes de B. thuringiensis subsp. israelensis fue analizado,
se observo que éste habia perdido un fragmento de ADN, observandose la misma
caracteristica en los pldsmidos de otras transformantes de B. thuringiensis. Este
resultado mostré que el plasmido estuvo sujeto a una eliminaciéon de ADN,

caracteristica no conveniente en un vector.

1.11 Bacillus thuringiensis

La bacteria Gram-positiva B. thuringiensis posee como caracteristica
distintiva la capacidad de sintetizar y acumular proteinas denominadas Cry y
depositarlas como cristales parasporales durante la fase estacionaria de su ciclo de
crecimiento. Estas proteinas son liberadas después de la lisis de la célula bacteriana
y luego de ser activadas por proteasas ejercen una actividad toxica hacia ciertos
grupos de insectos y otros organismos, por ejemplo, larvas de lepidépteros
(mariposas y palomillas), dipteros (mosquitos y jejenes), coledpteros (escarabajos)
y nematodos (gusanos), entre otros (Schnepf et al., 1998).

Las proteinas Cry de los cristales parasporales de B. thuringiensis son
protoxinas que son solubilizadas por el pH alcalino del intestino medio de la larva
y luego activadas mediante un procesamiento proteolitico, catalizado por
diferentes proteasas de la larva (ej. tripsina). La toxina activa es conocida como -
endotoxina, la cual se une a receptores especificos presentes en las células del
epitelio intestinal del insecto (ej. aminopeptidasas y caderinas) formando poros o
canales i6nicos en la membrana (Aronson, 2002). Esto provoca una lisis osmética

que conduce a la paralisis y muerte, por inanicién, de la larva.
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Los cristales parasporales son ampliamente utilizados para la elaboracion de
bioinsecticidas, lo que ha motivado el estudio y la busqueda de proteinas Cry. Esto
ha permitido establecer la existencia de mds de 200 proteinas Cry

(http:/ /epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt/index.html). La

inclusién de una nueva proteina Cry en este grupo depende del cumplimiento de
algunas caracteristicas, como es su acumulacién en la célula mediante un cristal
parasporal y el presentar similitud a nivel de secuencia de aminoacidos con alguna
de las proteinas Cry existentes; ademds de contar con actividad toxica frente a
algan organismo (Crickmore, et al., 1998).

Se ha observado que estas proteinas pueden agruparse dentro de distintos
grupos de homologia. La gran mayoria de estos grupos estan formados por
proteinas Cry las cuales poseen tres dominios altamente conservados que son
importantes en la funcion de las mismas (De Maagd et al., 2003). El dominio I ha
sido implicado en la formacién del poro mediante la inserciéon de sus hélices alfa
en la membrana de las células epiteliales. El dominio II juega un papel importante
en la interacciéon con el receptor membranal y es el responsable de la toxicidad
especifica. Finalmente, el dominio III esta involucrado en la unién al receptor y
adicionalmente tiene un papel en la formaciéon del poro (De Maagd et al., 2001).
Interesantemente algunos miembros de estos grupos también se han encontrado en
otras especies bacterianas como Penibacillus popilliae (Cry18) (Zhang et al., 1997) y
en Clostridium bifermentans (Cry16 y Cryl7) (Barloy et al., 1998).

Por otra parte, existen grupos de homologia minoritarios formados por
proteinas que se depositan como cristales en la bacteria, pero que carecen de los
tres dominios conservados de las proteinas Cry. Dentro de éstas, la proteina Cry23
forma parte de un grupo de homologia diverso que incluye proteinas Cry de B.
thuringiensis subsp. thompsoni (Cry15Aa) y dos proteinas mosquitocidas (Mtx) de B.
sphaericus (estas tltimas no cristalizan). Adicionalmente, existen proteinas que se
depositan como inclusiones cristalinas pero que carecen de actividad téxica, razén

por la cual no se consideran dentro del grupo de proteinas Cry. Entre estas
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tenemos a las proteinas CryC53 y CryC35 de B. thuringiensis subsp. cameroun (De
Maagd et al., 2003).

La mayoria de las cepas de B. thuringiensis exhiben usualmente un perfil
complejo de plasmidos (cuyos tamafios varian desde 2 hasta > 250 kb), muchos de
los cuales son conjugativos. Los genes cry que codifican las toxinas Cry insecticidas
se encuentran ubicados en estos grandes plasmidos conjugativos, generalmente
con un tamanfo superior a 30 kb. Adicionalmente, no se ha reportado la presencia
de genes cry en plasmidos pequefios K 15 kb). Los genes cry generalmente se
encuentran asociados a secuencias de insercién y transposones. Esta caracteristica
provee un medio importante para la movilizacién de toxinas y para el ensamblaje

de nuevas combinaciones de genes cry en cepas de B. thuringiensis (Aronson, 2002;

Schnepf et al., 1998).

1.12 Los plasmidos RC en B. thuringiensis

Como se ha sefalado, B. thuringiensis es una bacteria conun perfil complejo
de plasmidos y con proteinas Cry codificadas por los genes cry localizados en
plasmidos conjugativos mayores a 30 kb y con replicacion tipo theta. A partir de
estas caracteristicas surgen varias interrogantes que tienen que ver con la biologia
de la bacteria: ;Cuadl es el papel que tienen los pldsmidos menores a 15 kb en B.
thuringiensis?, ya que estos plasmidos se encuentran frecuentemente en las cepas
de B. thuringiensis. Asimismo, ;Cudl es la funcién biolégica que tienen los
plasmidos RC en B. thuringiensis?. En otras bacterias, por ejemplo S. aureus, es
comdn encontrar genes de resistencia a antimicrobianos (antibidticos y
detergentes) y metales, por lo que se habla de una funcién de estos pladsmidos para
la bacteria (Khan, 1997; Loeza-Lara et al., 2004).

Hasta este momento se ha determinado la secuencia de diez plasmidos RC
menores a 15 kb en B. thuringiensis. Estos plasmidos han sido considerados como
“cripticos” debido a que no se les ha atribuido ninguna funcién para la bacteria,
solamente se han encontrado funciones relacionadas con la replicacion y

movilizacion de ADN (Cuadro 1). La reducida informacién que existe sobre los
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plasmidos RC en B. thuringiensis contrasta con la extensa informacién que existe
sobre los genes cry y las proteinas Cry.

Por otra parte, la creciente aceptacion de los productos de B. thuringiensis
como bioinsecticidas, ha incrementado la demanda en el disefio y uso de
plasmidos como vectores de clonacién utilizados para la transferencia de genes y el
mejoramiento de cepas de B. thuringiensis (Mesrati et al., 2005). En este sentido, el
numero de vectores con los que se cuenta para estudiar a esta bacteria es atn
reducido y el acceso a los vectores existentes es limitado, por lo que se considera
necesario incrementar este tipo de herramientas biotecnolégicas. Una caracteristica
importante de los plasmidos RC de B. thuringiensis es que podrian ser utilizados
como base en el disefio de vectores de clonaciéon para esta bacteria; ademaés
podrian ser evaluados como vectores de clonacion para otros sistemas
microbianos, por ejemplo, el estudio de las bacterias Gram positivas del rumen del

ganado.
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Cuadro 1. Caracteristicas de plasmidos RC reportados en diferentes cepas de
Bacillus thuringiensis.

Plasmido Hospedero Tamafio Grupo Marcos de Referencia
natural (kilobases) | asignado | lectura abiertos
(ORFs)
pHD-3a3b | B. thuringiensis McDowell y
subsp. kurstaki 2.0 I Rep Mann, 1991
pHD2 B. thuringiensis Marin et al.,
subsp. kurstaki 2.0 I Rep 1992
Rep, Mob y
pTX14-1 B. thuringiensis 5.4 il proteina con Andrup et al.,
subsp. israelensis similitud a la 2003
coldgena
Rep, Mob y
pTX14-2 B. thuringiensis 6.8 No proteina con Andrup et al.,
subsp. israelensis asignado similitud a la 2003
colagena
Rep, Mob y
pTX14-3 B. thuringiensis 7.6 VI proteina con Andrup et al.,
subsp. israelensis similitud a la 1994
colagena
B. thuringiensis Rep, Mob y un
pGI1 subsp. 8.2 No sistema antidoto- | Andrup et al.,
thuringiensis asignado veneno 2003
H1.1 encontrado en el
bacteriéfago P1
B. thuringiensis
pGI2 subsp. 9.6 VII Rep, Mob y Mahillony
thuringiensis transposon Tn4430 | geyirinck, 1988
Hi1l
B. thuringiensis
pGI3 subsp. 11.3 11 Rep Hoflack et al.,
thuringiensis 1997
Hi1l
B. thuringiensis
pUIBEL subsp. 4.7 No Rep y Mob Lopez-Meza et
entomocidus asignado al., 2003
B. thuringiensis Acceso
pEMB2062 subsp. 5.4 I Rep GenBank
AF050161

thuringiensis
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2. ANTECEDENTES
21  Caracteristicas de la cepa INTA Mol44 de B. thuringiensis subsp.
darmstadiensis

Dentro de un programa de btisqueda de cepas de B. thuringiensis con
actividad insecticida nativas de Argentina en el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) en Castelar, Buenos Aires, Argentina, diversos aislamientos
obtenidos de suelo y polvo de silos de trigo, fueron caracterizados mediante
pruebas bioquimicas y moleculares, con un énfasis en aquellos con caracteristicas
atipicas (basadas en la morfologia del cristal parasporal, los niveles de toxicidad y
la presencia de genes con capacidad para codificar proteinas con actividad
insecticida). De estos aislamientos se caracteriz6 la cepa INTA Mol4-4, la cual se
aisl6 a partir del polvo de silos de trigo y se identificé como B. thuringiensis subsp.
darmstadiensis (Benintende ef al., 1999). La cepa INTA Mol14-4 posee dos tipos de
cristales parasporales, uno en forma de barra aplanada y otro con forma
bipiramidal constituidos por proteinas de 34 y 130 kDa. Se han identificado
también en la cepa INTA Mol4-4 los genes cryl, cry2, cry5 y cry7 que codifican
para proteinas Cry y los genes vip3A que codifican para proteinas insecticidas
solubles o Vip. Sin embargo, en esta cepa atin no se ha encontrado actividad téxica
hacia insectos lepidépteros, dipteros y coledpteros; ademas, posee seis plasmidos,
en un rango que va desde ~ 7 kb hasta ~ 8 kb (Benintende et al., 1999; Franco-
Rivera et al., 2004).

Por otro lado, se detecté la presencia de intermediarios de ADNcs en
extracciones totales de plasmidos de la cepa INTA Mo14-4 (Sanchez-Baca et al.,
2002). Posteriormente, mediante Southern blot y utilizando como sonda un
fragmento de 2.9 kb del plasmido més pequefio de la cepa (denominado pBMBt1 ~
7 kb), se demostr6 que los intermediarios de ADNcs derivaban del plasmido
pBMBLt1 y posiblemente un plasmido RC. Debido a este resultado, el objetivo de la
presente investigacion fue la caracterizaciéon molecular del plasmido pBMBLt1 de B.

thuringiensis subsp. darmstadiensis INTA Mo14-4.
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3. HIPOTESIS
El plasmido pBMBt1 de Bacillus thuringiensis subsp. darmstadiensis INTA
Mol4-4 posee elementos genéticos que le permiten replicarse mediante el

mecanismo del circulo rodante.

4. OBJETIVOS

41  OBJETIVO GENERAL
Caracterizar los elementos genéticos del plasmido pBMBtl de B.

thuringiensis subsp. darmstadiensis INTA Mo14-4.

42  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Corroborar la presencia de intermediarios de ADNcs del plasmido pBMBt1 de
Bacillus thuringiensis subsp. darmstadiensis INTA Mo14-4.

2. Determinar la secuencia de nucleétidos del plasmido pBMBt1 y establecer su

organizacion genética.

3. Identificar los elementos genéticos involucrados en la replicaciéon y posible

movilizaciéon del plasmido pBMBt1.

4. Evaluar la funcion de los elementos genéticos involucrados en la replicacion y

posible movilizaciéon del plasmido pBMBt1.

25




UMSNH CMEB-FMVZ

5. ESTRATEGIA METODOLOGICA

51  Diagrama general de la estrategia metodoldgica llevada a cabo en este

trabajo de investigacion

Obtencion de plasmidos totales
de B. thuringiensis subsp.

darmstadiensis INTA Mol4-4

Digestion de ADNcs con Purificacion, digestion y
nucleasa S1 y transferencia clonacion del plasmido
bajo condiciones pBMBt1

desnaturalizantes y nativas

l l

{ Secuenciacion de }

Deteccién de pBMBt1
intermediarios de l
ADNcs mediante

Southern blot

Elaboracién del mapa fisico
e identificacion de los
elementos involucrados en
la replicacién y
movilizaciéon de pBMBt1

l

Evaluacion funcional de
los elementos involucrados
en la replicacion y

movilizacién de pBMBt1
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5.2  Obtencidn y purificacion del plasmido pBMBt1 de B. thuringiensis subsp.
darmstadiensis INTA Mol4-4

Los plasmidos de la cepa INTA Mo14-4 se obtuvieron mediante lisis alcalina
de acuerdo a un procedimiento descrito por (Lépez-Meza et al., 1995), en el cual las
células se tratan con lisozima para obtener la lisis de la célula bacteriana y luego se
realiza una desnaturalizacion alcalina selectiva del ADN cromosémico
permitiendo que el ADN plasmidico persista como ADNdc. Después de una etapa
de neutralizacién el ADN cromosémico permanece insoluble y el ADN plasmidico
queda en forma soluble en el sobrenadante. El1 ADN se limpi6 por el método de
bromuro de etidio/fenol (Stemmer, 1991), y el pldsmido pBMBt1l de ~ 7 kb fue
purificado utilizando el kit Gene Clean (Bio 101 Inc.).

53 Deteccion de intermediarios de ADNcs del plasmido pBMBt1, mediante
hibridaciéon tipo Southern y digestiéon diferencial con nucleasa S1

Se realizaron dos transferencias de ADN plasmidico de la cepa INTA Mo14-
4 a membranas de nylon (NYTRAN). Una se realizé utilizando condiciones
desnaturalizantes y la otra bajo condiciones nativas. La hibridacién se realiz6 a
65°C. Se utiliz6 como sonda el fragmento EcoRI de 2.9 kb del plasmido pBMBt1.
Previo a la electroforesis de los plasmidos, se incub6 con la enzima nucleasa S1 la

cual degrada especificamente ADNcs (Lépez-Meza et al., 2003).

54  Clonacion y determinacion de la secuencia de nucleétidos del plasmido
pBMBt1

El plasmido pBMBt1 fue digerido con las enzimas de restriccion EcoRI y
HindlIIl. Los productos de la digestion fueron clonados de manera independiente
en el vector pBluescript II KS (+). Las construcciones generadas se utilizaron para
obtener la secuencia de nucledtidos de pBMBt1. La secuencia fue determinada por
el método de terminacion de cadena con dideoxirribonucleétidos (Sanger et al.,
1977), en un equipo de secuenciaciéon automatica ABI PRISM 310. Se utiliz¢6 el kit

BigDye Terminator v 3.1 (Applied Biosystems). La estrategia de secuenciaciéon
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consistié en la utilizacion de oligonucleétidos dirigidos a zonas del vector y
posteriormente se disefiaron oligonucleétidos de las secuencias obtenidas. De esta
manera se obtuvo la secuencia de cada regién del plasmido con al menos dos

repeticiones (Figura 6).

EcoRI

Hindlll

Hindlll

Hindlll EcoRl

Hindlll

Figura @ Estrategia de secuenciacion del plasmido pBMBtl. Las flechas indican
cada una de las lecturas obtenidas. Se muestran los sitios de restriccion para las
enzimas EcoRI y HindlIL

La secuencia se analiz6 utilizando el Software Sequencing Analizes v3.0 y
los programas DNAsis v2.0, DNASTAR y BLAST

(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.cov/BLAST/). De esta manera, se realizaron los

empalmes de secuencia, se establecié el mapa fisico, se tradujo la informacién a
aminodcidos y se identificaron los elementos genéticos involucrados en la

| replicacién y movilizacion del plasmido pBMBt1.
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55  Construccion del plasmido pHT mob14-4

Con el fin de evaluar funcionalmente los elementos genéticos mob14-4-oriT
involucrados en la movilizacion de pBMBt1, éstos fueron amplificados por PCR. El
producto de PCR (~ 2.5 kb) fue clonado en el vector binario pHT3101 (Figura 7A)
(Lereclus et al.,, 1989) y se obtuvo la construccion pHTmob14-4 (Figura 7C). Esta
construccién fue introducida por electroporacion en la cepa HD-73 de B.
thuringiensis subsp. kurstaki (Wilks et al., 1998). Una de las colonias transformantes
fue utilizada como donadora. Por otra parte, mediante dilucién en placa se
obtuvieron colonias mutantes de B. thuringiensis subsp. israelensis 4Q7 (cepa
acristalifera y curada de plasmidos) resistentes a gentamicina (GmR). Una de estas
mutantes fue utilizada como receptora. De esta manera, se realizaron ensayos de
conjugacion en caldo nutritivo y se evaluaron los elementos mob14-4 y oriT (Hu et
al., 2004). La frecuencia de transferencia del plasmido fue estimada de acuerdo al
numero de transconjugantes obtenidas por el nimero total de células distribuidas
en cajas Petri. Ademads, se analiz6 la producciéon de cristales por parte de las
transconjugantes mediante la observaciéon de los mismos en el microscopio de

contraste de fases.
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A B

Amplificacion de la
region oriT-mob con Pfu
polimerasa (~2.5 kb)

OriT mob
T e,

il colEt0ri Ori Bt

w\\ & ~ pHT3101

EcoRV

Digestion de
pHT3101 con Smal . )
Ligacion OriT-

mob

EcoRV

pHTmob14-4
9.2 kb

:-IE':; OriT-mob

Figura 7. Estrategia general para la construccion del plasmido pHTmob144. A)
Vector pHT3101 bifuncional para B. thuringiensis y E. coli. B) Amplificaciéon de la
regiéon de movilizaciéon (oriT-mob) del plasmido pBMBt1 de B. thuringiensis subs.
darmstadiensis. C) Plasmido pHTmobl44 (contiene los elementos oriT-mob de
pBMBLt1). Ori Bt = Origen de la replicacion para B. thuringiensis; ColE1 ori = Origen
de la replicacion para E. coli; Em = Gen de resistencia a eritromicina; Amp = Gen
de resistencia a ampicilina. & muestran los sitios de restriccion para diversas
enzimas; Las flechas indican la direccién de la transcripcion.
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6. RESULTADOS

The plasmid pBMBt1 from Bacillus thuringiensis subsp.
darmstadiensis (INTA Mol4-4) replicates by the rolling circle

mechanism and encodes a novel insecticidal crystal protein-like gene
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Abstract

This work describes a novel rolling-circle replicating (RCR) plasmid pPBMBt1 from Bacillus thuringiensis subsp. darm-
stadiensis (INTA Mol4-4) encoding an insecticidal crystal protein-like gene. pBMBt1 (6700 bp) contains three ORFs and
their putative transcription initiation sites and Shine-Dalgarno sequences were localized. ORF1 encodes a 34.6 kDa protein
which showed identity with the protein CryC53 from B. thuringiensis subsp. cameroun (24.6%), the Cryl5Aa insecticidal
crystal protein from B. thuringiensis subsp. thompsoni (21.9%) and the Mtx3 protein from Bacillus sphaericus (27.8%). The
ORF?2 (52.3kDa) showed a 74% identity with the Mob protein coded by pUIBI-1 from B. thuringiensis subsp. entomocidus
and 64% identity with the Mob protein of pBMY1 from Bacillus mycoides; both Mob proteins belong to the pMV158
superfamily. To evaluate the Mob protein, the plasmid pHTMob14-4 was constructed. This plasmid shows transfer fre-
quencies of 9.1 x 10~% in B. thuringiensis subsp. israelensis (4Q7GmR). The ORF3 (23.6kDa) gene product is homologous to
the Rep protein from the plasmid pBMYdx of B. mycoides (37.6%). A putative double-strand origin with significant homol-
ogy to that of B. thuringiensis plasmids, and an ssoA-type single-strand origin were also identified. Detection of single-
stranded pPBMBt1 DNA replicating intermediaries suggests that replication occurs via the rolling-circle mechanism.
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1. Introduction

During the sporulation the Gram positive bacte-
rium Bacillus thuringiensis produces delta endotoxin
proteins coded by cry genes and are toxic against
insects (Hofte and Whiteley, 1989). A common char-
acteristic of many strains of B. thuringiensis is the
presence of a complex arrangement of plasmid
DNA. The number and size of these plasmids (2
250kb) vary considerably among strains (Gonzalez
and Carlton, 1980; Lereclus et al., 1982; McDowell
and Mann, 1991). In contrast to the abundant infor-
mation related to the cry genes coding for the delta
endotoxins located on large plasmids, little informa-
tion has been obtained from these plasmids and
their contribution to the biology of their host.

In B. thuringiensis, most small plasmids (<15kb)
have been considered as “cryptic,” because their
functions are unknown. The functions attributed to
these widely distributed plasmids have been the rep-
lication and mobilization. Most small, multicopy
plasmids from Gram-positive bacteria replicate by
an asymmetric rolling-circle mechanism producing
single-stranded DNA intermediates (Khan, 1997).
Based on similarities of replication proteins (Rep)
these plasmids are classified in at least 17 Groups
(http://www.essex.ac.uk/bs/staff/osborn/DPR/
DPR_RCRdata.htm).

To date, several sequences contained in small
RCR plasmids of B. thuringiensis have been
reported. Plasmids pHD-3a3b and pHD2 from B.
thuringiensis subsp. kurstaki, have functions related
specifically with the replication and maintenance
and belong to RCR Group I (Marin et al., 1992;
McDowell and Mann, 1991). Sequence analysis of
the plasmids pTX14-1, pTX14-2, and pTX14-3 iso-
lated from B. thuringiensis subsp. israelensis,
revealed three main ORFs which encode for a Rep
protein, a mobilization protein (Mob), and a colla-
gen-like-protein (Andrup et al., 2003; Madsen et
al,, 1993). pTX14-1 belongs to RCR Group III and
is mobilized by conjugative plasmid (pXO16)
(Andrup et al, 1994; Boe et al., 1991). pTX14-2
shows significant homology to members of the

RCR Group VII (pTX14-3 and pGI2) and con-
tains a collagen-like gene (Andrup et al., 2003). On
the other hand, pTX14-3 (RCR Group VII) shows
sequences encoding the proteins involved in repli-
cation and mobilization and a sequence encoding a
putative protein with high similarity to various col-
lagens (Andrup et al., 1994).

Molecular characterization of pGIl1, pGI2, and
pGI3 plasmids isolated from B. thuringiensis subsp.
thuringiensis strain H1.1 revealed interesting char-
acteristics. pGI1 contains three ORFs that encode
the Rep protein, a Mob protein and a poison com-
ponent of a poison-antidote system found in the P1
bacteriophage and belongs to RCR Group III
(Andrup et al., 2003; Mabhillon et al., 1988). pGI2
(RCR Group VII) is the second smallest of these
plasmids and harbors three ORFs. The first ORF
encodes for the Rep protein, the second encodes
for a Mob protein and the third contains the trans-
poson Tn4430 encoding a Tnpl recombinase, a
member of the phage integrase family of site-spe-
cific recombinases, similar to plasmids pHT1000
and pHT1030 of B. thuringiensis (Hoflack et al.,
1999). pGI3, the largest of the three plasmids,
belongs to RCR Group VI, and contains at least
11 putative ORFs. The ORF6 encodes for the Rep
protein (Andrup et al., 2003; Hoflack et al., 1997).
Recently, the pUIBI-1 plasmid from B. thuringien-
sis subsp. entomocidus was shown to contain at
least seven ORFs. Among the ORFs characterized,
the ORF1 encodes for a Rep protein (lacks homol-
ogy with Rep proteins) and the ORF2 encodes a
Mob protein (Lopez-Meza et al., 2003).

Although most of the low molecular weight
plasmids in B. thuringiensis are classified as RCR,
so far, there are no reports about the presence of
cry genes in them. cry genes have been found in
large plasmids, which duplicate their genetic mate-
rial through the theta mechanism. The plasmid
pBtoxis from B. thuringiensis contains several cry
genes; however, its replication mechanism has not
been characterized (Berry et al., 2002).

Several isolates of B. thuringiensis from
Argentina in a nationwide screening program were
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characterized. One strain of B. thuringiensis subsp.
darmstadiensis (INTA Mol4-4) showed novel fea-
tures; a bar-shaped inclusion, a slender bipyrami-
dal crystal and the presence of a novel
combination of insecticidal genes. This strain did
not show toxicity against lepidopteran, dipteran,
and coleopteran targets. Moreover, a total of six
plasmids were observed in this strain (Benintende
et al., 1999; Franco-Rivera et al., 2004).

This paper reports the cloning and analysis of
the sequence of the smallest plasmid from INTA
Mol4-4, pPBMBt1 (6700 bp). pBMBtI presents all
the features of plasmids that replicate by the roll-
ing-circle mechanism, which suggests that pPBMBt1
is an RCR plasmid. pPBMBtl1 also contains three
putative ORFs, one of them showed identities with
the Cryl5Aa insecticidal crystal protein (21.9%)
and CryC53 protein (24.6%) from B. thuringiensis
subsp. thompsoni and B. thuringiensis subsp. came-
roun, respectively. To our knowledge, this is the
first report of an RCR plasmid from B. thuringien-
sis which encodes an insecticidal crystal protein.

2. Materials and methods
2.1. Bacteria

Bacillus  thuringiensis subsp. darmstadiensis
INTA Mol4-4 strain was isolated using PEMBA
medium from samples of stored wheat dust, col-
lected from Buenos Aires province mills (Benin-
tende et al., 1999). B. thuringiensis subsp. kurstaki
HD-73 and B. thuringiensis subsp. israelensis 4Q7
(plasmid cured) were used in mating experiments
and were obtained from CMEB’s stock collection
in Morelia, México. All strains were grown in
nutrient agar. Gentamicin-resistant mutants of
4Q7 strain were isolated by plating bacteria LB on
agar plates containing 20pg/ml gentamicin. In
mating experiments, one mutant (4Q7GmR) was
used as the recipient and the HD-73 strain trans-
formed with the plasmid pHTMobl14-4, was used
as the donor.

Escherichia coli XL1-Blue cells (Stratagene)
used for DNA manipulation were transformed by
heat shock (Sambrook and Russell, 2001). E. coli
was cultured in Luria broth medium (LB).

2.2. Plasmid purification

Plasmid DNA from the B. thuringiensis strain
was obtained according to the procedure previ-
ously described (Lopez-Meza et al.,, 1995). The
bacteria culture was grown to an ODgy,,=0.8 in
Spizizen medium (Spizizen, 1958) supplemented
with 0.5% glucose, 0.1% casaminoacids, and 0.1%
yeast extract. Vegetative cells were washed in TE
buffer (SOmM Tris, 10mM EDTA, pH 7.8); the
pellet was resuspended and incubated in a
medium containing 0.5M sucrose, 25mM Tris,
10mM EDTA, and 10mg/ml lysozyme, pH 8.0,
for 30 min at 37°C. After 10 min incubation in
ice, lysis solution was added (0.2N NaOH, 1%
SDS) and incubated for 5 min. Precipitation step
was performed by adding 3M sodium acetate
(pH 4.8) for 20min at —20°C. The suspension
was pelleted by centrifugation at 12,000 rpm in a
Beckman JA25 rotor for 20 min; the supernatant
was incubated with two volumes of ethanol for
20min at —80°C. The DNA obtained was pel-
leted by centrifugation as described above and
resuspended in TE buffer. Plasmid DNA was
purified with ethidium bromide and phenol as
described by Stemmer (1991). The DNA quality
was analyzed by electrophoresis in 0.6% agarose
gel.

2.3. Cloning and DN A sequencing of plasmid
pBMBt1

The plasmids of the INTA Mol4-4 strain
were separated by electrophoresis in 0.6% aga-
rose gel, and then pBMBtl purified by Gene
Clean (Bio 101). Single and double restriction
enzyme digestions were performed to construct a
partial restriction map, following the manufac-
turer’s instructions (Invitrogen). The plasmid
pBMBt1 was then digested separately with EcoR1
and HindIIl restriction enzymes. All fragments
were cloned separately into the EcoRI and Hin-
dIII sites of pBluescript IT KS(+) vector to obtain
the clones used to determine the sequence
(Table 1). To confirm the identity of the frag-
ments cloned into pBluescript IT KS(+), Southern
blot was carried out using the plasmid pBMBt1
as probe.
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Table 1
Bacterial strains and plasmids
Strains Relevant characteristics Reference
Escherichia coli
XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, Stratagene

Bacillus thuringiensis
B. thuringiensis subsp.
darmstadiensis INTA Mol4-4)

Plasmids
pBluescript 11 KS(+)
pHT3101
pBMBt1
pEl4
pE2.5
pE2.9
pH3.5
pH1.4
pH1.2
pHO.6
pHTMobl14-4

supE44, relAl, lac[F' proAB, laclt,
AM15, Tn 10 (Tet")]

Host of plasmid pPBMBt1

ColEl, Am', lacZ, a-complementation
ColEl, OriBt, Em", lacZ

6700 bp; INTA Mol4-4

pBsKS(+), 1.4kb EcoRI pBMBtI
pBsKS(+),2.5kb EcoRI pBMBt1
pBsKS(+),29kb EcoRI pBMBtI
pBsKS(+), 3.5kb HindIIl pBMBtI
pBsKS(+), 1.4 kb HindIIl pBMBt1
pBsKS(+), 1.2 kb HindIII pBMBtI
pBsKS(+), 0.6 kb HindIII pBMBt1
pHT3101, 2.5 kb mob 14-4 pBMBt1

Benintende et al. (1999)

Stratagene
Lereclus et al. (1989)
This work
This work
This work
This work
This work
This work
This work
This work
This work

The nucleotide sequence of plasmid pBMBt1
was determined for both strands by the dideoxy-
chain termination method (Sanger et al., 1977) in
an automated ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
Sequencer  (Perkin-Elmer) using synthetic
oligonucleotide primers and a BigDye terminator
sequencing kit v 3.1 (Applied Biosystems) follow-
ing the manufacturer’s instructions. Nucleotide
sequences of plasmid pBMBtl were analyzed
with the DNAsis 2.0 (Hitachi) and Clustal V
program of the MegAlign analysis software
(DNAstar) and the National Center for Biotech-
nology Information BLASTN server (Altschul
et al., 1997; http://www. ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

2.4. Detection of ssDN A intermediates by
hybridization and digestion with SI nuclease

Approximately 1pg (Spl) of total plasmid
DNA of B. thuringiensis subsp. darmstadiensis
(INTA Mol4-4) was digested with 1 U of the
ssDNA specific S1 nuclease (Invitrogen). The
reaction mixture was incubated at 37°C for
20min. Digested and non-digested plasmidic
samples were electrophoresed in 0.6% agarose
gels and transferred to Nylon membranes

(NYTRAN), under denaturing as well as non-
denaturing conditions, as previously described
(Lopez-Meza et al., 2003). ssDNA intermediates
were detected by hybridization with a pPBMBt1-
derived 2.9kb EcoRI fragment, labeled with
digoxigenin (Roche). Hybridization was per-
formed in 5x SSC at 65 °C overnight. Membranes
were washed twice in 2x SSC, 0.1% SDS at room
temperature; and twice in 0.5x SSC, 0.1% SDS, at
65°C, 15min each. Membranes were exposed to
Kodak X-Omat XAR-5 films.

2.5. Construction of plasmid pHT Mob14-4

The plasmid pHTMob14-4 was constructed and
used for analysis of mobilization in B. thuringiensis
subsp. israelensis 4Q7 (Table 1). The mobl4-4 gene
was obtained by PCR with Pfu DNA polymerase
(Invitrogen) using plasmid pBMBt1 and primers
S'-TTTTGAGTTTATACCTCT-3' and 5'-TTAA
TTGCTTGGAAAAAG-3'. The PCR product
(~2.5kb) was cloned into the Smal site of the
pHT3101 vector to obtain plasmid pHTMobl14-4
which confers erythromycin resistance and then
was introduced into B. thuringiensis subsp. kurstaki
HD-73 strain by electroporation as described
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previously (Lereclus et al, 1989). Recombinant
strain was selected on nutrient agar containing
erythromycin (25 pg/ml) and considered as dona-
tor in mating experiments.

2.6. Conjugal mating in broth

To study the function of mobl4-4 gene, conju-
gal mating experiments were performed. The
mutant 4Q7Gm® was used as the recipient and
the HD-73 (pHTMob14-4) strain was used as the
donor. The method of plasmid transfer in broth
cultures was similar to that described by Hu et al.
(2004). Donor and recipient strain cultures were
grown separately at 30°C with shaking in LB
broth containing the appropriate antibiotic until
reaching an ODy, of 1.0. Two hundred and fifty
microliters of each culture was added to 7ml of
fresh prewarmed broth without antibiotics and
incubated at 30°C, with moderate shaking
(40 rpm). As a control each B. thuringiensis strain
was incubated alone. After 3h cultures were
diluted and plated onto LB agar containing
20 pg/ml gentamicin and 25 pg/ml erythromycin.
Donor and recipient controls grown separately
were plated in parallel on selective media. Plates
were incubated for 96h at 30°C until colonies
were clearly visible. Plasmid transfer frequency
was estimated as the number of transconjugants
per recipient plated and was corroborated for
crystal production.

2.7. Nucleotide sequence accession number

The plasmid pBMBtl nucleotide sequence
determined in this work has been submitted to
GenBank under Accession No. AY822042.

3. Results and discussion

3.1. Cloning and structural organization of plasmid
pBMBt1

Bacillus  thuringiensis subsp. darmstadiensis
(INTA Mol4-4) harbors six plasmids (Benintende
et al., 1999). Restriction endonuclease analysis of
pBMBLtI, the smallest native plasmid of this strain,

indicated one single restriction site for Pstl, three
sites for EcoRI, and four sites for HindIIl. The
physical and genetic map is shown in Fig. 1.

To obtain the complete sequence, plasmid
pBMBtl was subcloned in three separate EcoRI
fragments (pE1.4, pE2.4, and pE2.9) and four sepa-
rate HindIIl fragments (pHO0.6, pH1.2, pH1.4, and
pH3.5) into the E. coli plasmid pBluescript 11
KS(+), (Table 1). The sequence of pBMBtl was
obtained by overlapping the sequences of the
different clones. The complete sequence of plasmid
pBMBtl demonstrated that it is a circular DNA
molecule of 6700 bp. The GC content of 32%, is
consistent with the GC percentage for B. thuringi-
ensis (Claus and Berkeley, 1986).

When the sequence of pBMBtl was submitted
to the GenBank database we found that some
regions of pBMBt1 had the highest identity with
some regions characteristic of RCR plasmids such
as pBMY1 and pBMYdx of B. mycoides; pUIBI-1
of B. thuringiensis subsp. entomocidus; pTX14-3 of
B. thuringiensis subsp. israelensis and with insecti-
cidal genes of B. thuringiensis and B. sphaericus
(sece below).

6700 1

HindIll

1500
BamHIT
Pstl
4500
HindIll
Hindlll EcoRI

EcoRI
HindIII 3000
Fig. 1. Physical map and genetic organization of the plasmid
pBMBLtI. Hollow arrows indicate the orientation and location
of putative ORFs, including those that probably encode Rep,
Mob, and Cryl4-4 proteins. Shaded bars indicate the replica-
tion origins dso and sso. Restriction sites were determined by
endonuclease digestion and confirmed by sequence analysis.
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3.2. Open reading frames of plasmid pBM Bt

Sequence analysis of plasmid pPBMBtI revealed
three putative open reading frames (ORFs) with a
coding capacity of more than 100 amino acids.
When the amino acid sequences of these ORFs
were compared separately with sequences in the
GenBank database, the three ORFs showed
homology with other registered sequences.

The putative ORF1 (nucleotides 4508-5458,
34.6kDa) gene product, denominated cryl4-4,
showed the highest identity with the CryC53 pro-
tein from B. thuringiensis subsp. cameroun (24.6%)
and with the Cryl5Aa insecticidal crystal protein
from B. thuringiensis subsp. thompsoni (21.9%). An
amino acid alignment analysis of the Cryl4-4 and
CryC53 proteins is shown in Fig. 2A. Cryl4-4
showed also 27.8% identity with the Mtx3 proteins

A

from B. sphaericus. An amino acid alignment anal-
ysis of the Cryl4-4 and consensus of Mtx proteins
is shown in Fig. 2B. Cryl5Aa has significant
homology to Mtx2 and Mtx3 proteins from B. sph-
aericus. It is toxic to the lepidopteran Manduca
sexta, and is found in crystals along with an unre-
lated protein of apparent molecular weight of
40kDa (Brown and Whiteley, 1992). CryC53 is
also homologous to proteins of the Mtx2/Mtx3
group (Juarez-Pérez et al., 1994). Mtx2 and Mtx3
toxins are widely distributed in mosquitocidal B.
sphaericus strains that are closely related to each
other and, more distantly, to several B. thuringien-
sis crystal proteins. These proteins have regions of
significant homology with the 33 kDa epsilon toxin
of Clostridium perfringens and the 31.68 kDa cyto-
toxin of Pseudomonas aeruginosa and constitute a
family (Thanabalu and Porter, 1996). In regard to

40
Cryl4-4 MYMAEIKRLDYYLGALPFGNFYVDDCDTLKNFIDSLLDG--KPSTMNNTP--LTGNVNVT

CryC53
30 40 50

€0 70

NVTLQPANIWYYQDEWPYESPYVPTPTSDDLSKGCWEFDAYVPTCRYDHAPGYTANTSGLNM
60 70 80

Cryld-4 NQSVTILDDLDSIATLTPEYVYDNY-FSNDTSTEKTYQTLSFEKDVQTTVSTTVTHGFQI

CryC53
90 100 110 120 130 140
120 170
Cryld-4 GGKLGAREVKGSVSIPFVADGGVTVSAEISGQYNFSSADTETTTTSQKLIIPSQSGNIRPG
CryC53 GSTEGYSRNSTFTAK-IRDTEKGFHLDVGAEYDFTNTNTFTTSTTTNVLVPSQVITVPSY
150 160 170 180 190 200
180 190 200 210 220 230
Cryl4d-4 YTTRVQIMLAKINIPQTAVHFSGSMSGTVHRDPIPSSVIGLVDYDLYDEVRSLENNC-SN
CryC53 CTAYVTMVLNKATYAKADVPLITTLSGRFFIDETDNS---DEYFDIYPYVELVTTCCTGN
210 220 230 240 250 260
240 250 260 270 280 290
Cryléd-4 STVGRDTGLVLNNANQSVDFSGSGFFTGSITAFNFYVKITEYPINNSSQENIRWYSIEPK
CryC53 CSQCVTDQLQLDAVNRTVIFDGLGSFEANIASNELIVRTKLVDNVTGATISEQAGRVPVV
270 280 290 300 310 320
300
Cryld-4 VLNQSIIRHRF
CryC53 YGPSTTKVTTS
330
Cryld-4 20 NFYVDDCDTL----KNFIDSLLDGKPSTMNNTPLTGNVNVT----NQSVTILDDLDSIAT 71

Mtx family 42 KASYDNVDTLIENGYNTKYNYLGYYPNSMAYFKVGINPQGNDFYINNTKVELDGEPSVNS 101

Cryld-4 72 LTPEYVYDNYFSNDTSTEKTYQTLSFEKDVQTTVSTTVTHGFQIGGKLGAEVKGSVSIPF 131
Mtx family 102 LEPLYVGKALLTNDTDREQTLKSQSFTKSNTDTTTATTTHGF----GTSIEASAKFGIPF 157

Cryld-4 132 VADGGVTVSAEISGQYNFSSADTETTTTSQKLIIPSQSGNIRPGYTTRVQIMLAKINI 189
Mtx family 158 NAEGQISLTTE----YNFSNTNTNTTSKTITYNVPSQDILVPPHTTVRVIAYLKKVNI 211

Fig. 2. (A) Comparison of amino acid sequences between the Cryl4-4 protein from plasmid pPBMBt1 of B. thuringiensis subsp. darm-
stadiensis INTA Mol4-4) and CryCS53 protein of B. thuringiensis subsp. cameroun. Single dots indicate similar amino acids. Letters in
bold indicate conserved amino acids. (B) Comparison of amino acid sequences between the Cryl4-4 protein from plasmid pBMBt1
and Mtx family from Clostridium epsilon toxin/Bacillus mosquitocidal toxin. Letters in bold indicate conserved amino acids.
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the structure of the cryl4-4 gene it was found a
region preceded by a putative Shine-Dalgarno
region (5'-TAAAAGGAGA-3") located 2 nucleo-
tides upstream from the ATG. The putative pro-
moter region of cryl4-4 contains two sequences
with an 18-nucleotides spacer, 5'-TTGAAT-3" and
5'-TATGAT-3’, located 54 and 30 nucleotides
from the ATG, respectively, which could corre-
spond to the —35 and —10 sequences of a prokary-
otic promoter (Moran et al., 1982).

It is worth noting that the insecticidal crystal
protein genes are generally present in the large
plasmids of B. thuringiensis (Gonzalez et al., 1982).
Interestingly, this is the first report about an RCR
plasmid (pBMBtl) from B. thuringiensis which
harbors an insecticidal crystal protein-like gene
(cryl4-4). Several factors are relevant considering
the evolution and distribution of B. thuringiensis
toxins: the Cry proteins of B. thuringiensis are clus-
tered into groups of related sequences, and closely
related toxins share significant homology at the
nucleotide level that may allows homologous
recombination (Crickmore et al, 1998). Even
among more distantly related toxins, we find
blocks of homology that may also permit rear-
rangement of toxin gene sequences (Hofte and
Whiteley, 1989). Furthermore, most B. thuringien-
sis toxin genes are located close to sequences that
appear to be related to transposition (Mahillon et
al., 1994). These features provide a pathway for
mobilizing the toxin sequences between plasmids
and the host chromosome and among resident
plasmids. Such transposition would lead to new
toxin gene assortments to be assembled within
individual B. thuringiensis strains. The recently
published nucleotide sequence of pBtoxis, a toxin-
coding plasmid from B. thuringiensis subsp. israel-
ensis, shows numerous transposition-related
sequences, suggesting that this process is involved
in the movement of toxins and in the evolution of
the plasmids on which they are carried (Berry et al.,
2002). In RCR plasmids from B. thuringiensis, the
presence of transposition sequences has also been
reported for the plasmid pGI2 which harbors the
transposon 7n 4430 (Andrup et al., 2003; Hoflack
et al., 1997). These events may explain the presence
of cryl4-4 gene that codes for an insecticidal crys-
tal protein-like in an RCR plasmid (pBMBt1). The

analysis of the pBMBt1 sequence to identify inser-
tion sequences, confirmed that not transposition-
related sequences are present. The origin of the
cryl4-4 gene in the RCR plasmid remains
unknown; therefore, pPBMBt1 is a putative mobi-
lizable plasmid. So, the cry 14-4 gene could have
been brought by recombination with the conjuga-
tive plasmid.

The ORF2 (nucleotides 1270-2604, 52.3kDa)
showed 74% identity with a Mob protein coded by
plasmid pUIBI-1 from B. thuringiensis subsp.
entomocidus (Lopez-Meza et al., 2003), and 64%
identity with a Mob protein from pBMY 1 plasmid
from B. mycoides (Di Franco et al, 2000). The
Mob proteins are involved in the mobilization of
small plasmids by “nicking” the plasmid and sepa-
rating the double helix, which allows the transfer
of RCR plasmids through cell connection (for a
review see, e.g., Francia et al., 2004). Mob proteins
from plasmids pUIBI-1 and pBMY1 are included
into the pM V158 superfamily. The members of this
family show the motif HxxR, which is new among
the Mob proteins, and the motif HxDE, which is
probably a variant of the three conserved His resi-
dues (3H motif) of Mob proteins. Both motifs are
invariant among the Mob proteins of pMV158
superfamily. In addition to these motifs, a third
one with the sequence NY(D/E)L, is also present
and contains the catalytic Tyr (Francia et al,
2004). The Mob protein from plasmid pBMBtl
shows the three motifs; an amino acid alignment of
several Mob proteins is shown in Fig. 3A.

The organization of the mobilization region is
similar in all members of the pM V158 superfamily.
It is composed of a single gene, encoding the Mob
protein, and the oriT site upstream, overlapping
the Mob promoter. It has been demonstrated that
only the oriT region and the mobM gene are indis-
pensable for mobilization in pMVI158 plasmid
(Guzman and Espinosa, 1997). Analysis of this
region in plasmid pPBMBt1 shows highest sequence
identity with the oriT of plasmid pUIBI-1 (79%)
(Fig. 3B).

The putative ORF3 (nucleotides 3591-2992,
23.6 kDa) gene product, named rep/4-4, is homolo-
gous to the replication protein (Rep) of small mul-
ticopy plasmids of Gram-positive bacteria. The
highest sequence identity of repl4-4 (37.6%) was
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A Motif I
PBMBt1l 30 GNVQGLSNHWDRKTKKHSNL 49
pUIBI-1 23 GNVQGLSTHWDRKTENHSNL 47
pPBMY 1 56 ANVQGLSIHWDRKTEIHTNK 75
pGI2 15 SDVQGIQKHNQRQGKSKSNL 34
pMV15ES8 14 GNLGGAFKHNERVFETHSNK 33
* * * *
Motif I1 Motif III
pBMBt1l 51 IDKERSDLNYDLCQKGGDTL 70 129 KNVLSANVHMDETTPHMHFAL 149
PUIBI-1 49 IDNERSDLNYDLCEKEGDTL 68 127 KNVLSANVHMDETTPHMHFAF 147
PBMY1 77 IDVERSHLNYDLCEKEGDSL 26 155 KNVICANVHNDETTPHMHFAF 175
pGI2 36 IDYSKSEQONYDLLNQOQKIRY 55 116 ONTLYAMVHMDEATPHMHIGV 136
pMV15ES8 35 INPSRSHLNYELTDRDRSVS 54 118 SNIAYASVHLDESTPHMHMGV 138
* * L I 2 * * k% * ok ok ok ok k&
B oriT
Nick site
PBMBt1l 1247 TTTGCCATAACGT GCTAGGACAAA 1270
PUIBI-1 1781 TTTGGTATAACGT GCTAGACCATA 1804
PBMY1 872 TTTGGTATAACGT GCTACACCATT 895
pGI2 7726 TTTGGTATAATGG GCTATACCAAA 7749
pPMV1ES8 3583 TAAAGTATAGTGT GTTATACTTTA 3605

Fig. 3. Comparison of Mob proteins from different plasmids of Gram-positive bacteria. (A) Motifs conserved among Mob proteins
from the pM V158 superfamily. The motifs HxxR (motif I), NY(D/E)L (motif 11), and HxDE (motif I1I) are shown. Asterisks indicate
conserved amino acids. (B) Comparison of oriT from plasmids of the pM V158 superfamily. Arrow indicates the nick site.

found with a Rep protein of the plasmid pBMYdx
of B. mycoides (Di Franco et al., 2000), as shown in
Fig. 4. The repl4-4 region is preceded by hexanu-
cleotide sequences containing 5'-TAGATG-3" and
5’-TAATGT-3" motifs located 83 and 60 nucleo-
tides from the ATG, respectively, and spaced by 16
non-conserved nucleotides, resembling the typical
prokaryotic promoter consensus (Moran et al.,
1982).

3.3. Identification of the putative double-strand
origin of replication of plasmid p BM Bt1

The DNA region of plasmid pBMBt1 located
between nucleotides 3875 and 4077 exhibits

pBMBtl 1

pBMYdx 1 MVg----—--------
pBMBt1 48

pBMYdx 33

pBMBt1 94

pBMYdx 80

pBMBt1 141

pBMYdx 127

pBMBtl 187
pBMYdx 173

FENLKVLKDER--K
FDRFKALRERENLK

inverted repeated sequences that are typical of
the double strand origin of replication (dso) of
several RCR plasmids (Fig. 5). Alignment
showed that this region shares 81.4% identity
with the dso of plasmid pUIBI-1 (Lopez-Meza et
al, 2003) and 81.1% identity with the dso of
plasmid pBMY1 (Di Franco et al., 2000). In RCR
plasmids, the highly conserved dsos, which
are important in the binding of Rep protein and
the nicking of the double strand, are usually
located immediately upstream of the rep
gene. Therefore, we searched for the correspond-
ing origin of replication in plasmid pBMBtl.
Such sequence is located upstream of the repl4-4
gene.

MFRIYER SKNKRTMRKNENETDIRISKEEFMRIIELTGLPISHIQKLID
EVLQLDSEERKITVELTREELNRIQKLLD

LERAEQEEAKRRELEKKNPPFVQLYKSHMREIRWL ITNHHLSSNILF
FEDVKERTEKQREEEKKNYNFIQLYRDNMPE LRWLMIRQPFAS SLLF

FFLENMNNRNVIVCS QQLLMEQF NKGRTT IHNAIK TLREHGFI SVAK
FILEHMDNRNALACSYSVFEDYF GKSRMI IYRAIK VLEENGFIDVLK

IGNANAYITNPETIAFQDSRDRIKYVSFEGKRILINKNENEEL-FKEHK
MGTSHVYVVNED LAWTDRKNT SKK FARKYDG NILVSKKENKDYQYRSQ-

Fig. 4. Amino acid alignment of the putative Rep proteins from plasmid pBMBt1 of B. thuringiensis subsp. darmstadiensis (INTA
Mol4-4) and plasmid pPBMYdx of B. mycoides. Letters in bold indicate conserved amino acids.
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1

—

PBMBt1 3875 -TTCGGCAGGGAATTGATATATCGCCAAGCCGAACAGACCAAAAACGA
PUIBI-1 4393 ATTCGGC-GGGGGTTGGTATATCGCCAAGCCGAACAGACCAAAAACGA

PBMY1 3315 -TTCGGC-GGGGGTTGGAATATCGCCAAGCCGAACAGACCAAAAACGG
pTX14-3 1781 -TTCGGCTIGGTTTTTAGC-TTTCGCCAAGCCGAACAGACCAAAAACGG
pGI2 5714 -TTCGGCTGGTTTTTAGC-TTTCGCCAAGCCGAACAGACCAAAAACGG

*khkkkkk ko * ok * hkkkkkhkhkhkkkkhhkhkhkhkhhhhkhkkk*

1

PBMBt1l 3922 GGAGTTAGGTTGCTCGACTTGGATTAGCAATTGTACCTGCCGAACCGC
PUIBI-1 4440 GGATGTAGGTTGTTCGACTTGGATTAGTAATTATACCCGCCGAACCGC

PBMY1 3361 GATATTGAGTTGCTCGACTTGGACTAGCAATTATACCCGCCGAACCGC
pTX14-3 1827 GG--TTAAGTTGCTCGACTTGGACTAGCARATTGTACCAGCCGAACCAC
pGI2 5760 GG--TTAAGTTGCTCGACTTGGGCTAGCAATTGTACCAGCCGAACCGC

* * khkkk *hkkhkhkkkkkk kk*k *hkkk kkhkkk *khkkhkkkkhkkk *

PBMBt1 3970 TTCGATCTATCGTTCTAAAAAATAAGCTTACTCCCTATTCAGTTACGT
PUIBI-1 4448 CA-GTTCTATCGTTCAAAAAAATAAGCTTACTTCTTATTCATTTACGT

PBMY1 3409 CA-GTTTTATCGCTCTAAAAAATAAGCTTACTCTATATTCAGTTACGT
pTX14-3 1873 CA-GTTCTATCGTTCTAAGTAAARATCCTTACTCCATATTTAGTTACGT
PGI2 5806 CA-ATTCTTCCGTTCAAAGCATGATTCTTTTTCCATATGTATCAACGC
* ok *k kK * * * %k k * * % % * * % %k

2 2

PBMBt1l 4018 GAAGTTCCTGGGGGCTAGCCCCCAAGCCCCCAGCCAACACTCACACCC
PUIBI-1 4535 GAAGTTCCTGGGGGCTAGCCC--AAACCCCCAGCCAGCACTCACACCC

PBMY1 3456 TAAGTTCCTGGGGGCTAGCCCCCAAACCCCCAGCCAGCACTCACACCC
pTX14-3 1920 TAAGATC--CAGGGCTAGCCCCCAAACCCCCAGCCAGCACTCACACCC
PGI2 5853 TATG--T--GGGGTTTAGCCCCCACACGACTAGCCAGCACTCACACCC

* ok * %k * Kk k k k Kk * k% * dkhkkkkhkkhkhkkkkhkkkkk

PBMBt1 4066 AAAAACAAGGA
PUIBI-1 4581 AAAAACAAGGG

PBMY1 3504 AAAAACAAGGGG
pTX14-3 1966 AAAAACAAGG-G
pGI2 5897 AARAAAACAAGG-G

* ok ok kkkkokokok

Fig. 5. dso of the plasmid pPBMBt1. Sequence alignments of dsos of replication from RCR plasmids from B. thuringiensis and B. myco-
ides. Asterisks indicate conserved nucleotides. Number and arrows indicate inverted repeats.

3.4. Identification of the putative single strand origin
of replication of plasmid pBM Bt1

In addition to the dso, where the leading-strand
synthesis initiates, RCR plasmids contain the sin-
gle strand origin (sso) which is a signal involved in
the synthesis initiation of the lagging-strand and is
efficiently recognized by the machinery of its natu-
ral host (Kramer et al., 1995). Five types of sso
(ssoA, ssoL, ssoT, ssoU, and ssoW) have been
described in bacterial RCR plasmids (Kramer et
al., 1999). A 161bp region of plasmid pBMBtI
shows significant sequence identity to ssos of plas-
mids pBMSal (41%) and pCl194 (40.4%) from
Staphylococcus aureus (Horinouchi and Weisblum,
1982; Loeza-Lara et al., 2004). This region (bases
937-1098) contains four potential stem-and-loop
structures, according to four palindromic imper-
fect sequences located throughout this region, and

is similar to those found in the plasmid pC194. Fig.
6 shows the location of these structures and its
comparison to those in the plasmids pPBMSal and
pC194. The sso of plasmid pPBMBt1 belongs to the
ssoA type and consequently shows the highest
homology to the pC194 plasmid family (Horinou-
chi and Weisblum, 1982).

3.5. Detection of ssDNA intermediates

In addition to the homology found in the puta-
tive dso and sso in plasmid pBMBtl with other
RCR plasmids, the finding of ssDNA replication
intermediates strongly supports the assumption
that this plasmid replicates by the rolling-circle
process. To test this, Southern blotting under
native conditions, combined with S1 nuclease
digestion of ssDNA, was performed. Fig. 7A shows
an agarose gel with plasmid pBMBtl, in both
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1 2 3
Er S R ——— _—
pBMBtl 937 GCGGTTATGCCGCGAAAGTTTCTTGA--TGATGAGGGGAACCCTCATGCAAACTACTGGAGG
pBMSal 73 GCATTTATGCCGAGAAAATTTATTGGATCGTTGAGAAGAACCCTTAACTAAACT——TGGAGA
pC194 2207 |GCATTTATGCCGAGAAAATTTATTGTG- CGTTGAGAAGAACCCTTAACTAAACT——TGCAGA
RSB
4 4 3
D —— <— <« —_—
pBMBtl 996 TGGCCCCATCGG-GCGGTTTTTGTCCGATGGGATCACT-TTCAG-GAGTTTGAGGGTT--TA
pBMSal 133 CGAAT——GTCGGCATAGCTGTGAGCTATTAAGCCGACCATTCGACAAGTTTTGGGATTGTTA
pC194 2260 CGAAT--GTCGGCRATAGC- GTGAGCTATTAAGCCGACCATTCGACAAGTTTTGGGATTGTTA
CcsS-6
2 _
— 1 cs-6
pPBMBtl 1052 GAGGCTC-GTGGTCAAGAAAACGTGGAATAAATAGCGT[TCATCGG
pBMSal 193 AGGGTTCCGAGGCTCAACGTCAATAAAGGAAT GGAATAAA-—GC
pC194 2317 AGGGTTCCGAGGCTCAACGTCAATAAAGCAATTGGAATAAA——GA

Fig. 6. Alignment of the putative ssoA origin of plasmid pBMBt1 with the corresponding region in plasmids pBMSal and pC194 of S.
aureus. The two sequence elements of the pC194-ss0A that are conserved in many ssoAs (RSy and CS-6) are boxed. Dots indicate
nucleotides conserved in plasmid DNAs. Number and arrows indicate perfect and imperfect palindromic arrangements of bases.

A

«— dsDNA

«— SSDNA

Fig. 7. Evidence of ssDNA intermediates in pPBMBtI plasmid replication. (A) EtBr-stained agarose gel of plasmid DNA preparations
from pBMBtI without (lanes 2) or with S1 nuclease (lanes 3). Lane 1, 1 kb DNA ladder (Invitrogen). (B) Southern blot, performed
under denaturing conditions. (C) Southern blot, performed under native conditions. Both membranes were probed as described in the
text. Bands representing single-stranded (ssDNA) and double-stranded (dsDNA) forms of plasmid pBMBt1 are indicated. The 2.9 kb

EcoRI fragment of plasmid pBMBt1 was used as a probe.

undigested and digested conditions with S1 nucle-
ase (lanes 2 and 3).

When plasmids were blotted on membranes
under denaturing conditions all conformational
structures of undigested plasmid pBMBtl were
detected, using the 2.9kb EcoRI fragment of plas-
mid pPBMBtI as a probe (Fig. 7B, lane 2). However,
when plasmid pBMBtl was digested with the SI
nuclease the band with the highest electrophoretic
mobility disappears (Figs. 7B and C, lanes 3), indi-

cating its ssSDNA nature. These results indicate the
presence of a pPBMBt1 ssDNA intermediate in the
plasmid preparations of B. thuringiensis INTA
Mo14-4 strain.

3.6. Plasmid transfer in broth culture
To test the mobilization of plasmid pHT-

Mob14-4, the conjugation system of B. thuringien-
sis subsp. kurstaki HD73 was used. This system
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mobilizes non-conjugative plasmids via a Mob-
dependent mechanism (Wilcks et al., 1998). The
plasmid pHTMob14-4 was transferred to recipient
strain (4Q7GmR®) by conjugation followed by
selection on solid substrates containing erythromy-
cin and gentamicin. None of the controls plated on
substrate containing the antibiotics gave any colo-
nies. We observed transfer frequencies of plasmid
pHTMob14-4 of 9.1 x 107° (data are the mean
number of transconjugants, n=2). These results
are in agreement with transfer frequencies for the
pTX14-3 and pGI2 plasmids, which show transfer
frequencies in the range of 1073 and 1077 (Hoflack
et al., 1999).

In conclusion, pPBMBtl is an RCR plasmid
from B. thuringiensis related to the RCR Group
VII that encodes a cryl4-4 insecticidal crystal pro-
tein-like gene.
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7. RESULTADOS ADICIONALES

EVALUACION DE LOS ELEMENTOS dso-rep INVOLUCRADOS EN LA
REPLICACION DEL PLASMIDO pBMBt1 DE Bacillus thuringiensis subsp.
darmstadiensis INTA Mol44

71 INTRODUCCION

La determinacion de la secuencia de nucleétidos del plasmido pBMBt1 (6.7
kb) de B. thuringiensis subsp. darmstadiensis INTA Mol4-4, la deteccion de
intermediarios de ADNcs y la identificacion de los elementos genéticos tipicos de
los plasmidos RC (el gen rep y los elementos dso y sso), demostraron que pBMBt1 es
un plasmido que se replica mediante el mecanismo del circulo rodante (Loeza-Lara
et al., 2005).

Para disefiar y construir un vector de clonaciéon para B. thuringiensis,
tomando como base los elementos que participan en la replicacién del plasmido
pBMBtl, es necesario evaluar funcionalmente estos elementos genéticos. El
objetivo de esta parte del trabajo de investigacion fue evaluar la funcionalidad de
los elementos dso-rep del plasmido pBMBt1 de B. thuringiensis subsp. darmstadiensis
INTA Mo14-4.
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7.2 ESTRATEGIA METODOLOGICA

Identificacién de los
elementos dso-rep

involucrados en la replicacion

de pBMBt1
Amplificaciéon por PCR de Amplificacién por PCR del
los elementos dso-rep de dso de pBMBt1 (control
pBMBt1 negativo)
Clonacién de los elementos Clonacién del dso en el
dso-rep en el vector vector pHT3101?ori y
pHT3101?0ri y generacion generacién del plasmido
del plasmido pHTdso-rep pHTdso
Tranformacion de la cepa Tranformacion de la cepa
4QY/ de B. thuringiensis 4Q7 de B. thuringiensis
subsp. israelensis con el subsp. israelensis con el
plasmido pHT dso-rep plasmido pHTdso
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721 Construccion del plasmido pHT3101?ori (vector desarmado para B.
thuringiensis)

Para evaluar los elementos dso-rep del plasmido RC pBMBtl de B.
thuringiensis subsp. darmstadiensis INTA Mol14-4 se disefi6 un vector de clonacién
desarmado, al cual se le elimin¢ el origen de replicacion para B. thuringiensis. Para
este fin se utiliz6 el vector de clonacién bifuncional pHT3101 (~ 6.7 kb), que posee
un origen de replicacién para B. thuringiensis y un origen de replicacion para E. coli
(ColEl) y que proporciona resistencia a eritromicina y a ampicilina (Figura 8A)
(Lereclus et al., 1989). Este vector fue digerido con la enzima EcoRV, la digestion
liber6 fragmentos de ~ 4.5 kb y de ~ 2.2 kb, este altimo contiene el origen de la
replicaciéon de B. thuringiensis. El fragmento de ~ 4.5 kb fue purificado, religado,
electroporado en células de E. coli y denominado pHT3101?ori (Figura 8B). Para
corroborar la eliminacion del origen para B. thuringiensis, se transformoé la cepa
curada de plasmidos de B. thuringiensis subsp. israelensis 4Q7 con esta construccion,

verificando la ausencia de transformantes.

7.2.2 Construccioén de los plasmidos pHT dso-rep y pHT dso

Para evaluar la funcionalidad de los elementos dso-rep involucrados en la
replicacion de pBMBt1, se realizé la amplificacion por PCR de la region dso-rep
utilizando los oligonucleétidos 5-GTTCTGCAGCTCTGTATCTTGTATG-3" y 5-
TGTGGTACCAATAATATGCCCTCTC-3!, que contienen los sitios de corte para
las enzimas Pstl y Kpnl (en negritas), respectivamente. El producto de PCR (~ 1.1
kb) se clond en los sitios Kpnly Pstl del vector pHT3101?0ri para obtener la

construcciéon pHTdso-rep (Figura 8C). Como control se amplificé la regién del dso,
utilizando los oligonucleétidos 5-TGTGGTACCAATAATATGCCCTCTC-3" y 5
GCCCTGCAGCTTGTATTGGGGAATT-3' que contienen los sitios de corte para

las enzimas Pstl y Kpnl (en negritas), respectivamente. El producto de PCR (232 pb)

se clono en el vector pHT3101?ori y se obtuvo la construcciéon pHTdso (Figura 8D).
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Figura 8. Estrategia general para la construccion de los plasmidos pHTdso-rep y
pHTdso. A) Vector pHT3101 bifuncional para B. thuringiensis y E. coli. B) Vector
desarmado pHT3101Aori (carece del origen de replicacién para B. thuringiensis). C)
Plasmido pHTdso-rep (contiene los elementos dso-rep de pBMBt1). D) Plasmido pHTdso
(contiene el dso de pBMBt1). Ori Bt = Origen de la replicacién para B. thuringiensis;
ColE1 ori = Origen de la replicacion para E. coli; Em = Gen de resistencia a eritromicina;
Amp = Gen de resistencia a ampicilina. Se muestran los sitios de restriccion para

diversas enzimas; Las flechas indican la direccién de la transcripcion.
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Las construcciones fueron seleccionadas en E. coli verificAndose la identidad
de las mismas mediante digestion y PCR. Estas construcciones se utilizaron para
transformar (se adicioné 1 pug de ADN de cada construccién) por electroporaciéon
células de la cepa acristalifera y curada de plasmidos 4Q7 de B. thuringiensis subsp.
israelensis (Lereclus et al., 1989). La funcionalidad de la proteina Rep y el origen dso,
se determiné mediante la aparicion de transformantes seleccionadas en medio LBA

conteniendo 25 pg/ml de eritromicina.

7.3 RESULTADOS
7.3.1 Amplificaciéon por PCR de los elementos dso-rep y dso y obtencién de las
construcciones pHT dso-rep y pHT dso

Para evaluar funcionalmente los elementos genéticos dso-rep del plasmido
pBMBtl de B. thuringiensis subsp. darmstadiensis INTA Mol4-4, la regiéon que
comprende dichos elementos genéticos se amplific6 por PCR. Adicionalmente se
amplificé la region que comprende el dso solamente y fue utilizada como control
negativo en la transformacion de B. thuringiensis.

En la figura 9 se presentan los resultados de las diferentes amplificaciones.
En los carriles 2 y 3 se muestra el fragmento amplificado de la region dso-rep del
tamafio esperado (~ 1.1 kb). Los carriles 4 y 5 muestran el fragmento de la region
del dso, de igual manera presenta el tamafio esperado (~ 0.25 kb). Finalmente, el
carril 6 muestra el vector pHT3101?0ri linearizado ¢~ 4.5 kb). Los fragmentos
amplificados se digirieron con las enzimas de restriccion Pstl y Kpnl y
posteriormente se ligaron al vector pHT3101?ori previamente digerido con las
mismas enzimas. Células de E. coli fueron transformadas por electroporacion y las
transformantes se analizaron por minipreparaciones. La identidad de Ilas
construcciones denominadas pHTdso-rep y pHTdso se confirmaron mediante

digestion y PCR.
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Figura 9. Amplificacion por PCR de los elementos dso-rep y dso de pBMBt1 de B.

thuringiensis subsp. darmstadiensis INTA Mol4-4. Carril 1) Marcador de tamafio
molecular, 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen). Carriles 2 y 3) Amplificaciéon de los

elementos dso-rep (~ 1.1 kb). Carriles 4 y 5) Amplificaciondel dso (~ 0.25 kb). Carril
6) Vector pHT3101?o0ri (~ 4.5 kb).

En la figura 10 se observan las digestiones con Kpnl del ADN obtenido de
dos clonas recombinantes de E. coli, cuyo tamafio corresponde al de las
construcciones pHTdso-rep y pHTdso. En el carril 2 se observa el ADN digerido de
una clona cuyo tamafio corresponde a la construcciéon pHTdso-rep (~ 5.6 kb). Por
otra parte, en el carril 3 se observa el ADN digerido de una clona correspondiente
a la construccion pHTdso (~ 4.8 kb). Finalmente, se muestra el ADN del vector
pHT3101?0ri utilizado como control ¢ 4.5 kb) (carril 4). Debido a que no se
observaron diferencias de tamano entre el ADN de la clona que contiene la
construcciéon pHTdso y el control, la clonacion del dso fue confirmada por PCR.

Para corroborar la clonacién de los elementos dso-rep y dso en el vector
pHT3101?0ri, el ADN de las clonas fue amplificado por PCR utilizando los
oligonucleédtidos especificos para estas regiones. En la figura 11 se muestran los
fragmentos amplificados que corresponden al tamafio esperado de los elementos

dso-rep (~ 1.1 kb) (carril 2) y dso (~ 0.25 kb) (carril 3).
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Figura 10. Digestion de ADN de clonas recombinantes que contienen las
construcciones pHTdso-rep y pHTdso. Carril 1) Marcador de tamafio molecular, 1
kb DNA ladder (Promega). Carril 2) Digestion de ADN de la clona que contiene la
construccion pHTdso-rep (~ 5.6 kb). Carril 3) Digestion de ADN de la clona que
contiene la construccion pHTdso (~ 4.8 kb). Carril 4) ADN del vector pHT3101?0ri,

que se muestra como control (~ 4.5 kb).

Figura 11. Amplificacién por PCR de los elementos dso-rep y dso de las clonas
transformantes de E. coli. Carril 1) Marcador de tamafio molecular, 1 kb DNA
ladder (Promega). Carril 2) Amplificacién de los elementos dso-rep (~ 1.1 kb). Carril
3) Amplificacion del dso (~ 0.25 kb).

Estos resultados confirmaron la clonacién de los elementos dso-rep 'y dso en

pHT3101?0ri, generandose de esta manera las construcciones pHTdso-rep y
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pHTdso, las cuales fueron utilizadas en los experimentos de transformacion de B.

thuringiensis.

7.3.2 Obtencion de clonas de B. thuringiensis subsp. israelensis 4Q7
transformadas con el plasmido pHTdso-rep

Una vez obtenidas las construcciones pHTdso-rep y pHTdso y con el fin de
probar sus capacidades de replicacién en B. thuringiensis, se transformaron células
de B. thuringiensis subsp. israelensis 4Q7 (cepa acristalifera y curada de plasmidos),
adiciondndose 1 pg de ADN de cada una de las construcciones. Después de la
transformacion las células fueron distribuidas en medio LBA con eritromicina (25
pg/ml) e incubadas a 28°C durante toda la noche. Transcurrido este tiempo,
solamente se observo el crecimiento de la células que fueron transformadas con la
construcciéon pHTdso-rep con una eficiencia de 1.6 x 10+ UFC/ ug de ADN (Figura
12A). Este resultado concuerda con la eficiencia de transformacién del replicon
minimo del plasmido RC pGI3 de B. thuringiensis, cuyo rango se encuentra entre
104 y 10> UFC/ png de ADN (Hoflack et al., 1997). Por otra parte, este resultado
indica que los elementos dso-rep son funcionales ya que su presencia en el vector
pHT3101?0ri promueve su replicaciéon en B. thuringiensis y por consiguiente el
crecimiento de transformantes resistentes a eritromicina. Como se esperaba, no se
observo6 la aparicion de células de la cepa 4Q7 transformadas con la construcciéon
pHTdso, ni de las transformadas con el vector pHT3101?ori (Figura 12B y C).

Para confirmar la presencia de los elementos dso-rep en las transformantes
de la cepa 4Q7 de B. thuringiensis subsp. israelensis, se llevé a cabo la extraccion de
ADN plasmidico de algunas de estas transformantes. Luego de obtener el ADN
plasmidico, se realiz6 la amplificaciéon por PCR de la region dso-rep utilizando los
oligonucleé6tidos especificos. La figura 13 muestra el fragmento amplificado de la
region dso-rep a partir del ADN plasmidico de dos de las transformantes de la cepa
4Q)7 (carriles 2 y 3). Este resultado confirmé la presencia de los elementos dso-rep

en dichas transformantes.
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Figura 12. Obtencion de células transformantes dela cepa 4Q7 de B. thuringiensis
subsp. israelensis. A) Se observa la aparicion de células transformadas con la
construcciéon pHTdso-rep. En los controles negativos pHTdso (B) y pHT3101?ori (C)
no se observo la aparicion de células transformantes.

Figura 13. Amplificacién por PCR de los elementos dso-rep de transformantes de la
cepa 4Q7 de B. thuringiensis subsp. israelensis. Carril 1) Marcador de tamafo

molecular, 1 kb DNA ladder (Promega). Carriles 2 y 3) Fragmento dso-rep
amplificado (~ 1.1 kb).
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8. DISCUSION

Los plasmidos son moléculas de ADN extracromosémico de replicacion
auténoma que muestran diferentes caracteristicas, entre éstas la presencia de genes
que le confieren ventajas a las bacterias que los poseen. Sin embargo, no a todos los
plasmidos se les ha adjudicado una funcién para la bacteria, ya que en algunos
casos solamente se les han encontrado funciones relacionadas con la replicacion y
mantenimiento del plasmido en la célula bacteriana, por lo que son denominados
“cripticos”. Este es el caso de los plasmidos RC caracterizados en la bacteria Gram
positiva B. thuringiensis, de los cuales se desconoce la funcién que desempenan
para la bacteria (Andrup et al., 2003; Lépez-Meza, 2001).

Interesados en abordar un estudio para conocer la posible funcién de los
plasmidos RC en B. thuringiensis, y con el antecedente de que la caracterizacion
molecular de plasmidos pequefios ha permitido el disefio de vectores de clonaciéon
para esta bacteria, se llevo a cabo este trabajo de investigacion cuyo objetivo
general fue la caracterizacion de los elementos genéticos del plasmido pBMBt1 de
B. thuringiensis subsp. darmstadiensis INTA Mo14-4.

Teniendo como antecedente la deteccion de los intermediarios de ADNcs en
extracciones totales de plasmidos de la cepa INTA Mol4-4 provenientes del
plasmido pBMBt1 (~ 7 kb) (Sanchez-Baca et al., 2002), se plante6 en este trabajo la
confirmacién de la presencia de los intermediarios de ADNcs de pBMBLt1 (ya que
la deteccion inicial se realizé solo mediante una transferencia de ADN plasmidico
total en condiciones nativas) y posteriormente la determinacién de la secuencia de
nucleétidos del plasmido y el analisis de la misma.

En el primer experimento se detectaron los intermediarios de ADNcs del
plasmido pBMBt1 mediante hibridacién de ADN en combinacién con la enzima
nucleasa S1 (Figura 7, Loeza-Lara et al., 2005). Este resultado confirmé la presencia
de los intermediarios ADNcs, caracteristica distintiva de los plasmidos RC (Gruss
y Ehrlich, 1989) y dio ademés la pauta para llevar a cabo la clonacién y

secuenciacion de pBMBt1.
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De esta manera, se determind la secuencia de nucle6tidos del plasmido
pBMBLt1 y se establecié su organizacion genética. El analisis de la secuencia revelo
que pBMBt1 es una molécula circular de 6700 pb y posee un contenido de GC del
32%, el cual es consistente con el porcentaje reportado para B. thuringiensis (Claus y
Berkeley, 1986). E1 ADN gendémico de cada organismo posee un contenido de GC
particular, éste y otros pardmetros (como el uso de ciertos codones) se han
utilizado para determinar la adquisiciéon de genes por transferencia horizontal
(Garcia-Vallvé et al., 2000). El andlisis de la secuencia revel6 ademas que pBMBt1
presenta tres marcos de lectura abiertos (ORFs) los cuales poseen la capacidad de
codificar proteinas de mas de 100 aminoacidos. Asimismo, se identificaron dos
secuencias con identidad a los origenes de la replicacion dso y sso, caracteristicos de
los plasmidos RC (Figura 1, Loeza-Lara et al., 2005).

El ORF1 (nucledtidos 4508-5458,) codifica una proteina de 34.6 kDa que
present6 identidad con la proteina CryC53 de B. thuringiensis subsp. cameroun
(24.6%), la cual no posee actividad insecticida (Juarez-Pérez et al., 2004); asimismo
present6 identidad con la proteina Cryl5Aa de B. thuringiensis subsp. thompsoni
(21.9%), que posee actividad contra el lepidéptero Manduca sexta (Brown y
Whiteley, 1992); finalmente, present6 identidad con las proteinas Mtx2/3 de B.
sphaericus (27.8%), que poseen actividad mosquitocida (Thanabalu y Porter, 1996).
Debido a esta identidad, la proteina fue denominada Cry144 (Figura 2, Loeza-Lara
et al., 2005). El contenido de GC del gen cry144 es de 30.7%, el cual esta dentro del
valor determinado para B. thuringiensis (Claus y Berkeley, 1986). Es importante
resaltar que los genes que codifican proteinas Cry insecticidas estdn presentes en
los plasmidos grandes y conjugativos de B. thuringiensis (Andrup et al., 2003;
Gonzaélez et al., 1982). Hasta donde sabemos, este es el primer reporte acerca de un
plasmido RC (pBMBt1) de B. thuringiensis el cual posee un gen que codifica una
proteina con identidad a proteinas Cry insecticidas.

La importancia de este resultado radica en el origen y distribucién de las
proteinas Cry insecticidas de B. thuringiensis. Respecto al posible origen del gen

cryl44 se descarté algin evento de transposicion, debido a que al analizar la
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secuencia de pBMBt1 no se detectaron secuencias de inserciéon o transposones los
cuales participan en eventos de este tipo. Una probable explicacién de la presencia
del gen cryl44 en pBMBtl podria derivar de un evento de recombinacién
homologa o ilegitima con algtn plasmido conjugativo portador de genes cry (se
descarta la participacion del ADN cromosémico ya que la presencia de estos genes
en el cromosoma se ha reportado como una excepcion).

En apoyo de esta hipotesis, se ha observado que los intermediarios de
ADNcs generados por los plasmidos RC son moléculas altamente
recombinogénicas que tienen una alta capacidad de intercambiar secuencias de
nucleétidos por recombinacién homoéloga e ilegitima (Gruss y Ehrlich, 1989). En la
Figura 14 se muestra un modelo teérico mediante el cual el gen cry14-4 podria
haber sido adquirido por el plasmido pBMBt1. En este modelo se postula que este
altimo adquiri6 el gen cryl4-4 por un evento de recombinacién homoéloga o
ilegitima con algtn plasmido conjugativo portador de genes cry, en donde el
ADNcs de pBMBt1 pudo participar en eventos de recombinacion.

Aunque el origen del gen cryl4-4 permanece aun desconocido, es
significativo resaltar la importancia bioldgica de la presencia de un gen cry en un
plasmido RC como pBMBtl. La variabilidad de proteinas Cry, asi como las
multiples combinaciones de dominios de estas proteinas y su ubicuidad en las
diferentes cepas de B. thuringiensis caracterizadas hasta la fecha, representan un
reflejo de la asociaciéon entre los genes cry y los elementos genéticos de
recombinacion (ej. secuencias de insercion y transposones) y movilizacion (genes
mob) que poseen los plasmidos. En este sentido, ya que el plasmido pBMBLt1 es un
plasmido RC movilizable (posee el médulo de movilizacion oriT-mobl4-4, ver
adelante) podria contribuir a la diseminacién de genes que codifican proteinas con
identidad a proteinas Cry entre cepas de B. thuringiensis.

Finalmente, = ha observado que las proteinas Cry pueden agruparse dentro de
distintos grupos de homologia. La mayor parte de estos grupos conservan los
llamados dominios I, II y III, importantes en la funcién de las proteinas Cry

(Schnepf et al., 1998). Sin embargo, existen otros grupos de homologia minoritarios
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(representados por las proteinas Cry6, Cryl5 y Cry26, entre otras) que carecen
de los tres dominios conservados (De Maagd et al.,, 2001). Debido a que la

proteina Cry14-4 carece de los tres dominios altamente conservados, y posee

El plasmido C es
conjugativo y portador de
genes cry

El plasmido RC codifica las
proteinas Rep (inicio de la
replicacién) y Mob (inicio de la
movilizacién), las cuales realizan
un corte en una de las cadenas
del  ADN para generar el
intermediario deADNcs

Rep/Mob

Los intermediarios de ADNcs
generados durante la replicacion
o movilizacion, pueden
recombinarse con algin
plasmido conjugativo portador

de genes
ADNcs 8 “

Figura 14. Modelo tedérico que representa la posible adquisiciéon, por

recombinacién homoéloga o ilegitima, del gen cryl4-4 por parte del pladsmido
pBMBt1. C: plasmido conjugativo; RC: plasmido que se replica por el mecanismo
del circulo rodante; Rep: proteina de replicaciéon; Mob: proteina de movilizacion.
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ademas identidad con la proteina Cry15Aa de B. thuringiensis subsp. thompsoni, que
también carece de los tres dominios, Cry14-4 podria formar parte de este grupo de
homologia minoritario.

El ORF2 (nucledtidos 1270-2604) codifica una proteina de 52.3 kDa con
identidad a la proteina Mob del plasmido pUIBI-1 de B. thuringiensis subsp.
entomocidus (74%) (Lopez-Meza et al., 2003) y una identidad del 64% con la proteina
Mob del plasmido pBMY1 de B. mycoides (Di Franco et al., 2000). Las proteinas Mob
participan en la movilizaciéon de pequenos plasmidos entre bacterias (Andrup et al.,
2003). El gen mob14-4 de pBMBt1 posee un contenido de GC 34.7%, el cual coincide
con el reportado para B. thuringiensis (32% de GC). El médulo de movilizacion esté
formado por el gen mob y un sitio en cis denominado oriT, los cuales fueron
detectados en pPBMBt1 (Figura 3, Loeza-Lara et al., 2005). Estos elementos genéticos
son frecuentemente encontrados en los pldsmidos RC de B. thuringiensis (Cuadro 1)
y algunos ya han sido evaluados funcionalmente, por ejemplo, el oriT-mob de
pIX14-3 (Andrup et al, 1994) y pGI2 (Hoflack et al., 1999). Debido a que,
tedricamente, el moédulo oriT-mob le permite al plasmido ser transferido a otras
bacterias, lo cual tiene un impacto importante en la transferencia horizontal de
informaciéon genética entre bacterias, este médulo fue evaluado funcionalmente
mediante un ensayo de movilizacién conjugativa.

Para este ensayo se obtuvo la construccion pTHmobl4-4 que posee los
elementos ori[-mob de pBMBtl (ver Estrategia Metodoldgica) la cual fue
movilizada por conjugacion con una frecuencia de 9.1 x 10 transconjugantes/
célula receptora. La obtencion de transconjugantes es un resultado que demuestra
la funcionalidad de los elementos oriT-mob del plasmido pBMBtl. Ademas, esto
indica que pBMBt1 es un plasmido movilizable con una posible participacién en la
transferencia horizontal de informacién genética entre bacterias.

Dentro de los moédulos basicos encontrados en los plasmidos RC de B.
thuringiensis, encontramos al moédulo primario formado por tres elementos

estructurales, el gen rep y los origenes de replicacion dsoy sso. A continuacion se
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discutira cada uno de estos elementos estructurales identificados en el plasmido
pBMBt1.

El ORF3 (nucledtidos 3591-2992) de pBMBt1 codifica la proteina Rep (23.6
kDa) y present6 identidad (37.6%) con la proteina Rep del plasmido pBMYdx de B.
mycoides (Di Franco et al., 2000) (Figura 4, Loeza-Lara et al., 2005). El gen rep14-4
mostré un contenido de GC de 24.1%. Este resultado muestra una diferencia
notoria respecto al contenido de GC de B. thuringiensis, por lo que probablemente
este gen pudo haber sido obtenido por transferencia horizontal de alguna bacteria
no relacionada directamente. Las proteinas Rep de otros pladsmidos RC, que han
sido estudiadas con mayor detalle, poseen diversos motivos y residuos altamente
conservados (Ilyna y Koonin, 1992). Algunos de éstos han sido evaluados
experimentalmente y se ha demostrado que son importantes para la funcién de la
proteina Dempsey et al., 1992). Dentro de estos residuos el mas importante es el
residuo de tirosina (tirosina 191 en pT181 de S. aureus, tirosina 214 en pC194 de S.
aureus) el cual es el encargado de realizar el corte en el dso y la unién posterior al
ADN. Debido a la falta de identidad que tienen las proteinas Rep de pBMBt1 y de
pBMYdx con otras proteinas Rep, y ante la falta de informacién experimental, no
se identific6 de manera tedrica algtin motivo o residuo esencial en la funcién de la
proteina Rep de pBMBL1.

Por otra parte, con base en la identidad de las proteinas Rep de pldsmidos

RC, se han establecido actualmente 17 grupos de plasmidos

(http:/ /www.essex.ac.uk/bs/staff / osborn/DPR/DPR_RCRdata.htm). La falta de

identidad de las proteinas Rep de los plasmidos pBMBtl y pBMYdx con las de
otros plasmidos RC, sugiere que ambos plasmidos podrian constituir un nuevo
grupo de plasmidos RC.

Otro de los elementos importantes del moédulo primario y esencial para la
replicacion RC es el sitio dso. Como se ha mencionado, la proteina Rep se une al
sitio dso al inicio de la replicacién y elabora un corte especifico con lo que se inicia
el proceso. El sitio dso de pBMBt1 fue localizado hacia el extremo 5' del gen rep y

mostré la mayor identidad con los sitios dso de los plasmidos pUIBI-1 de B.
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thuringiensis subsp. entomocidus (81.4%) (Lopez-Meza et al., 2003) y pBMY1 de B.
mycoides (81.1%) (Di Franco et al., 2000) (Figura 5, Loeza-Lara et al., 2005). Aunque
este resultado relaciona a pPBMBLt1 con el grupo VII de pladsmidos RC, al considerar
como criterio de agrupamiento sélo la secuencia de aminoécidos de la proteina
Rep, pBMBt1 y pPBMYdx podrian constituir una nueva familia de plasmidos RC.

Luego de localizar los elementos dso-rep involucrados en la replicaciéon de
pBMBt1, éstos fueron evaluados funcionalmente mediante el disefio de las
construcciones pHTdso-rep y pHTdso (ver Estrategia Metodoldgica). La obtencion
de transformantes con la construccion pHTdso-rep (Figura 12A), demostré la
funcionalidad de los elementos dso-rep, ya que é&tos fueron indispensables para
que el vector pHT3101?ori se replicara en B. thuringiensis. La importancia de este
resultado radica en el hecho de que se demostré que los elementos dso-rep,
detectados de manera tedrica en pBMBtl, son funcionales, ademas de que se
obtuvo una construcciéon que podria utilizarse como base para el disefio de un
vector de clonacion para B. thuringiensis.

El dltimo de los elementos del médulo primario es el sitio sso. Este elemento
representa una sefial involucrada en la sintesis de la cadena retrasada, la cual es
reconocida exclusivamente por las proteinas del hospedero. El sso tiene la
capacidad de formar hasta cuatro estructuras secundarias tipo tallo asa (Kramer ef
al., 1995). Luego de realizar la basqueda de secuencias repetidas invertidas, que
pudieran formar estas estructuras secundarias, en la secuencia de pBMBt1, se
encontr6 una regiéon con estas caracteristicas (nucledtidos 937-1098).
Adicionalmente, esta region mostré 40.4% de identidad con el ssoA del pldsmido
pC194 (Horinouchi y Weisblum, 1982) y 41% con el ssoA de pBMSal de S. aureus
(Loeza-Lara et al., 2004). Este resultado sugiere que el sso de pBMBt1 pertenece al
tipo A. Finalmente, se realiz6 la prediccion de la estructura secundaria del ssoA de
pBMBt1 (nucleétidos 937-1098). La estructura formada por el ssoA de pBMBtl
(Figura 15A) posee un AG de -45 kcal/mol, lo que indica que es una estructura
estable similar a la formada por el ssoA de pE194 de S. aureus (Figura 15B). Aunque

la region delimitada como el sitio sso no ha sido evaluada experimentalmente,
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estos resultados sugieren que en esta regién se encuentra el sso de pPBMBt1 (Figura

6, Loeza-Lara et al., 2005).
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Figura 15. Estructura secundaria formada por el ssoA de pBMBtl. A) ssoA del
plasmido pBMBt1. AG = Energia libre. B) ssoA del plasmido pE194 de S. aureus.

Finalmente, el origen de replicacion de un plasmido permite el
establecimiento de la molécula en la célula. Ademas, los plasmidos pueden portar
una o mas secuencias codificantes que favorecen su adaptacioén al nicho molecular

bacteriano asegurando su replicaciéon y mantenimiento en la célula. Para mantener
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este ambiente, los plasmidos pueden “secuestrar” nuevos genes durante eventos
de transferencia horizontal como resultado de las presiones de seleccién a las que
se someten (Kado, 1998). El estudio de los plasmidos RC ha mostrado que tienen
un caracter modular, por ejemplo, un plasmido puede contener el gen de
resistencia a antibidticos de un plasmido A y la regiéon de replicacion de un
plasmido B. El plasmido pBMBt1 no es la excepcién ya que present6 una estructura
modular. pBMBLt1 codifica una proteina Rep con identidad a Rep de pBMYdx de B.
mycoides; un dso similar al de pUIBI-1 de B. thuringiensis; un ssoA con identidad al
sso pBMSal de S. aureus; ademas de una proteina Mob con identidad a la de pUIBF
1 de B. thuringiensis y pBMY1 de B. mycoides. Finalmente, codifica una proteina con
identidad a proteinas Cry y Mtx de B. thuringiensis y B. sphaericus. Estos resultados

confirman la naturaleza modular de los plasmidos RC.
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9.  CONCLUSION

El plasmido pBMBtl de es un nuevo plasmido de B. thuringiensis subsp.
darmstadiensis INTA Mol4-4 que se replica por el mecanismo del circulo rodante,
como lo indica la deteccion de intermediarios de ADNcs y la identificacién de los
elementos esenciales para la replicacion de los plasmidos RC (rep, dso y sso), el cual
podria formar parte de un nuevo grupo de pldsmidos RC. Adicionalmente,
pBMBt1 es un plasmido movilizable que codifica la proteina Cry14-4 con identidad
a proteinas Cry insecticidas de B. thuringiensis. Este es el primer reporte de un
plasmido RC de B. thuringiensis que porta un gen de este tipo. Finalmente, se

demostré que los elementos dso-rep son funcionales.
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Abstract

This work describes a novel plasmid encoding resistance to lincomycin in a staphylococcal isolate associated with
mastitis infection from dairy cows. The cryptic plasmid pBMSal (2750 bp) of Staphylococcus aureus SA35 was sub-
cloned and sequenced. Two ORFs (ORF1 and ORF2) were identified, and their putative transcription initiation and
Shine-Dalgarno sequence were localized. ORF1 encodes a 334-residue protein almost identical to the putative Rep
proteins of previously sequenced S. aureus rolling-circle-replicating plasmids. ORF2 encodes a 162-amino acid protein
sharing a high degree of homology with LinA proteins (lincosamide O-nucleotidyltransferases) described in a variety of
S. aureus strains. Intracellular single-stranded pBMSal DNA replicating intermediaries were detected, suggesting
replication via the rolling-circle mechanism. A putative double-strand origin with significant homology to that of pC194
and a ssoA-type single-strand origin homologous sequence were also identified.
© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Staphylococcus aureus is a Gram-positive bac-
terium responsible for various major diseases in
both humans and domestic animals. In dairy ani-

* Corresponding author. Fax: 52-443-295-8029.
E-mail address: elmeza@zeus.umich.mx (J.E. Lopez-Meza).

mals, S. aureus is one of the major causes of in-
tramammary infections (mastitis) of lactating
females, and it is frequently isolated from milk.
The presence of this bacterium in raw milk repre-
sents a risk for human health and causes serious
economic losses to milk producers around the
world (Sutra and Poutrel, 1994).
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Worldwide, the increasing prevalence of multi-
resistant S. aureus strains has become an addi-
tional problem (Ayliffe, 1997; Kreiswirth et al.,
1993). Clinical isolates of S. aureus often harbor
multiple plasmids, ranging from small rolling-cir-
cle (RCR) replicating plasmids that are cryptic or
encode a single resistance determinant, to larger
multiresistance and conjugative plasmids (Firth
and Skurray, 2000; Novick, 1989; Weigel et al.,
2003). Increased attention has been focused on
plasmid-encoded resistance to antiseptics and dis-
infectants in antibiotic-resistant staphylococci
(Bjorland et al., 2003; Littlejohn et al., 1992;
Russell, 1997). Staphylococcal infections are fre-
quently treated with macrolides, lincosamides, and
streptogramin (MLS) antibiotics. Resistance to
macrolides (such as erythromycin) and lincosa-
mides (such as lincomycin and clindamycin) is
prevalent among staphylococci (Kreiswirth et al.,
1993; Lina et al., 1999). A number of genes con-
ferring resistance to these antibiotics have been
identified as well as their corresponding mecha-
nisms in staphylococci strains. Three related de-
terminants, ermA, ermB, and ermC, have been
characterized which confer resistance to MLS type
B (MLSg) antibiotics by target site alteration of
the ribosome (Leclercq and Courvalin, 1991; Lina
et al., 1999). Lincomycin is naturally produced by
several actinomycetes, whereas clindamycin be-
longs to a semisynthetic class of antibiotic ob-
tained by the chlorination of lincomycin. These
antibiotics are active against many Gram-positive
cocci and anaerobes; they inhibit protein synthesis
by blocking the peptidyltransferase activity of the
50S subunit of the bacterial ribosome. The /inA4
and linA’ genes from pIP856 (Staphylococcus
haemolyticus) and pIP855 (S. aureus) plasmids,
respectively, encode lincosamide O-nucleotidyl-
transferases isoenzymes that differ by 14 amino
acids and exclusively confer resistance to lincosa-
mides (Brisson-No¢l and Courvalin, 1986; Bris-
son-Noél et al., 1988). The distribution of /in4 and
linA" genes were studied by DNA-DNA hybrid-
ization, and related sequences were found in
strains belonging to various species of staphylo-
cocci (Leclercq et al., 1987). Another gene, /inB,
conferring resistance to lincosamides was found in
Enterococcus faecium HM1025 (Bozdogan et al.,

1999). Also, several bovine lincomycin-resistant S.
chromogenes strains were found to carry the /inA
gene (Devriese et al., 2002).

Although several /in4 genes have been identi-
fied in bovine isolates of Staphylococcus sp., only
limited information is available on the structure
and organization of the plasmids in which they are
harbored. This paper reports the sequence and
genetic characterization of pBMSal, a 2.75-kb
plasmid from a lincomycin resistant S. aureus
isolated from a cow with subclinical mastitis at a
dairy region located in Morelia, Michoacan,
México.

Twenty S. aureus isolates were collected from
milk samples from 20 cows with subclinical mas-
titis from 9 different farms in Morelia, Michoacan,
Meéxico. S. aureus were identified with standard
biotypification tests, including hemolysis, the co-
agulase test, and also by ribotyping. S. aureus cells
were grown at 37 °C in Luria—Bertani (LB, Difco)
and Mueller-Hinton (MH) broths (Bioxon,
Meéxico). Escherichia coli strain XL1-Blue (Strat-
agene), used as a host for the recombinant plas-
mids, was cultivated in LB at 37 °C. When used as
agar plates, all media were solidified with 1.5%
agar (Difco).

All 20 S. aureus isolates were tested for anti-
microbial sensitivity and quaternary ammonium
compounds (QAC) susceptibility. Antimicrobial
sensitivity was determined for 13 antibiotics by the
disk diffusion method on MH agar plates. The
following disks were used (Bio-Rad): ampicillin,
10 pg; cefalotin, 30 pg; cefotaxime, 30 ug; ceftazi-
dime, 30 pg; cefuroxime, 30 pg; dicloxacillin, 1 pg;
erythromycin, 15 pg; gentamicin, 10 pg; pefloxacin,
5 pg; penicillin, 10 U; tetracycline, 30 pg; trimeth-
oprim, 25pg; and lincomycin, 10 pg/ml (Pharma-
cia). Isolates were classified as susceptible,
intermediate and resistant according to the man-
ufacturer’s instructions. Susceptibility to QAC was
tested on MH agar plates containing different
concentrations of cetyltrimethylammonium bro-
mide (CTAB) ranging from 1 to 10 pg/ml. A con-
trol MH agar plate without drug was used as a
control for each isolate. Plates were incubated at
37°C for 24h. Isolates with confluent or semi-
confluent growth on MH agar containing CTAB
at 6.0 pg/ml were considered resistant.



50 P.D. Loeza-Lara et al. | Plasmid 52 (2004) 48-56

Plasmid DNA isolation of the S. aureus SA35
isolate was carried out by using a modified pro-
cedure of the alkaline lysis method (Birnboim and
Doly, 1979). The purified plasmid pBMSal was
linearized with EcoRI and ligated into the pBlue-
script IT KS (+) (EcoRI) vector (Stratagene) and
then transformed into competent E. coli XL1-Blue
cells (Sambrook and Russell, 2001). The nucleo-
tide sequence of pPBMSal was determined for both
strands by the dideoxy-chain termination method
(Sanger et al., 1977) using synthetic oligonucleo-
tide primers and a BigDye terminator sequencing
kit v 3.1 (Applied Biosystems) following the
manufacturer’s instructions and an automated
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer Sequencer
(Perkin—Elmer). Nucleotide sequences of pPBMSal
were analyzed with the DNAsis 2.0 (Hitachi) and
Clustal V program of the MegAlign analysis
software (DNAstar) and the National Center for
Biotechnology Information BLASTN server
(Altschul et al., 1997; http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLASTY/).

To detect ssDNA intermediates, the total plas-
mid DNA of the S. aureus SA35 isolate 100 pl (ca.
2 ng) was digested with 100 U of the ssDNA spe-
cific SI nuclease (Invitrogen) in 11 pl of 10x SI
buffer. The reaction mixture was incubated at
37°C for 20 min. Digested and non-digested sam-
ples were electrophoresed in 1% agarose gels and
plasmids were transferred to Nylon membranes
(NYTRAN), under denaturing as well as non-de-
naturing conditions, as described previously
(Lépez-Meza et al., 2003). The 2.75kb EcoRI
fragment of plasmid pBMSal was labeled with
digoxigenin (Roche) and used as a probe. Hy-
bridization was performed in 5x SSC at 65°C
overnight. Membranes were washed twice at room
temperature in 2x SSC, 0.1% SDS; and twice at
65°C in 0.5x SSC, 0.1% SDS, 15min each.
Membranes were exposed to Kodak X-Omat
XAR-5 films.

According to the initial screening, the 20 S.
aureus isolates collected from 20 different cows in
the region of Morelia, México, were susceptible to
I pg/ml CTAB. All cows sampled were from
backyard farms where the application of disinfec-
tant elaborated with QACs is not a common
practice. Thus, the absence of a selection pressure

could explain the lack of resistance to CTAB. The
20 S. aureus isolates were tested for sensitivity
against different antibiotics by the disk diffusion
assay. In general, a variable sensitivity behavior
was detected towards the antibiotics tested, while
all isolates showed moderate resistance to ceftazi-
dime, penicillin, ampicillin, and dicloxacillin. They
were highly sensitive to trimethoprim, cefotaxime,
cefalotin, and erythromycin. Interestingly, only
one isolate, S. aureus SA35, was resistant to the
antibiotic lincomycin at concentrations greater
than 10 pug/ml. Therefore, the resistance determi-
nant to this antibiotic was identified and charac-
terized in the pPBMSal plasmid.

The native pBMSal staphyloccocal plasmid
was subjected to restriction endonuclease analysis
that showed single sites for EcoRI and Clal. To
obtain the complete nucleotide sequence, plasmid
pBMSal was subcloned into the E. coli plasmid
pBluescript II KS (+), at the unique EcoRI site.
The size of pPBMSal determined was 2750 bp and
the sequence has been deposited in the GenBank
database (Accession No. AY541446).

The deduced physical and genetic map of
pBMSal is shown in Fig. 1. The G + C content of

2750 1

Clal

Haelll

LinA1

500

pBMSa1
2750 bp

2000 |
dso

Hpal
1500 Ndel Ndel

Fig. 1. Physical map and genetic organization of the pBMSal
plasmid. Hollow arrows indicate the orientation and location of
putative ORFs, including those that probably code for Rep and
LinAl proteins. Shaded bars indicate the replication origins dso
and sso. Restriction sites were determined by sequence analysis
and confirmed by endonuclease digestion.
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pBMSal was found to be 29.77% (461G, 1022A,
909T, and 358C), which is in agreement to that of
other staphylococcal plasmid sequences (Heir
et al., 1998; Moon et al., 1996). Nucleotide se-
quence analysis revealed that pBMSal is a new
member of the pC194 family of rolling-circle rep-
lication plasmids. This affirmation is based on the
presence of the cassette-like structure, comprising
the linAl gene, typically located between the nick
site and the sso4 sequence and the similarities
between rep from pBMSal and other replica-
tion genes located on plasmids of the pCl194
family  (http://www.essex.ac.uk/bs/staff/osborn/
DPR/DPR_RCRdata. htm).

Sequence analysis of pBMSal revealed two
putative open reading frames (ORFs) with a cod-
ing capacity for more than 100 amino acids. Ac-
cording to Fickett’s analysis (Fickett, 1982), only
ORF2 has high probability to be considered an
actual coding region. It is worth to notice that
Fickett’s prediction is only a theoretical approach
to ORF feasibility and shows important limita-
tions, especially when ORFs are overlapped or
uncommon codons are used. In fact, when the
deduced sequences of each ORF in pBMSal were
compared separately with the GenBank database,
both ORFs showed significant levels of homology
with other registered sequences.

The putative ORF1 (nucleotides 939-1943,
39.2kDa) gene product is homologous to the
replication protein (Rep) of small multicopy plas-
mids of Gram-positive bacteria. The highest ho-
mologies were found with Rep proteins of the
pKH4 (GenBank U81980), pST94 (Heir et al.,
1998), and pKHS8 (Moon et al., 1996) plasmids of
S. aureus, with 97, 93.7, and 92.2% of identity,
respectively. These plasmids belong to the Group
IIT of RCR plasmids (http://www.essex.ac.uk/bs/
staff/osborn/DPR/DPR_RCRdata.htm) in which
the most relevant members are the plasmids pC194
and pUB110 of S. aureus. An amino acid align-
ment analysis of Group III Rep proteins is shown
in Fig. 2A. Motifs I and III contain cysteine and
histidine residues, respectively, involved in the in-
teraction with a putative heavy metal ligand. Motif
IV is considered to be the enzymatic active site
with the Tyr and Glu residues playing a key role in
the nicking process and in circularization of single-

strand intermediates (Andrup et al., 2003; Holt-
wick et al., 2001). The highest identities of Rep
conserved motifs of pBMSal were to those con-
tained in pKH4 and pKHS8 plasmids. Motif IV was
identical to Rep protein from pKH4, pKHS, and
pTS94 plasmids. The ORF1 region is preceded by
a putative Shine-Dalgarno region (5-TACTGG
AGG-3') located nine nucleotides upstream from
the ATG. Moreover, hexanucleotide sequences
containing 5-TTGACA-3 and 5-TAATAA-3
motifs located 65 and 45 nucleotides, respectively,
from the ATG, and spaced by 14 non-conserved
nucleotides, resemble the typical prokaryotic pro-
moter consensus (Moran et al., 1989).

The putative ORF2 (nucleotides 721-236,
19kDa) gene product is homologous to lincosa-
mide O-nucleotidyltransferases encoded by two
closely related genes from Staphylococcus named
linA and linA" which confer resistance only to lin-
cosamides. Fig. 2B shows a sequence alignment
analysis of lincosamide proteins from different
staphylococci plasmids including the LinAl pro-
tein from pBMSal. The highest homology was
found with lincosamide proteins LinA’ (Brisson-
Noél et al., 1988), LinA (Brisson-Noél and
Courvalin, 1986), and LinAy, (Wang et al., 2000)
with a 96.3, 92.5, and 52.2% of identity, respec-
tively. Although several lincosamide genes have
been previously characterized, it is the first resis-
tance gene to lincomycin from a bovine S. aureus
isolate. The linA1 region is preceded by a putative
Shine-Dalgarno region (5-AATTAGGAGG-3')
located six nucleotides upstream from the ATG
which is identical to that of the gene /inA’ (Brisson-
Noél et al., 1988). We found in the putative
promoter region of /in4Al from pBMSal two se-
quences with a 17-nucleotides spacer, 5-TTGA
TT-3 and 5-TATGAT-3, located 251 and 228
nucleotides, respectively, from the ATG, which
could correspond to the —35 and —10 sequences of a
prokaryotic promoter; both consensus are identical
to that of /inA" gene (Brisson-Noél et al., 1988).

The DNA of pBMSal between nucleotides 661
and 850 exhibits multiple inverted repeated se-
quences that are typical of the double-strand ori-
gin of replication (dso) of some RCR plasmids.
Clustal V alignment showed that this region shares
57.9% identity with pC194 DNA between nucleo-
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A Plasmids Motif'1 Motif 11

pBMSal 77 TWFCKSKLCPVCNWRRAM 117 LFLTLSTK
pKH4 77 TWFCKSKLCPVCNWRRAM 117 LFLTLSTHZK
pKHS 77 TWFCKSKLCPVCNWRRAM ]]7 LFLTLSTXK
pST94 77 TWFCKSKLCPVCNWRRAM ]]7 LFLTLSAR
pUB110 76 VWFCKSRLCPMCNWRRAM ]]g LFLTLTVK
pCl94 94 ANSCKNRFCPVCAWRKAR 139 IFLTLTTP

* * % * * %

Motif 111 Motif IV
pBMSal 173 SYNQHMHVLL 235 AIKETSKYSVK
pKH4 173 SY NQHMHV L L 235 AIKETSEKYSVEK
pKHS 173 SYNQHMHVLL 235 AIKETSKYSVK
pST94 173 SYNQHMHVLL 235 AIKETSKYSVK
pUB110 172 SYNQHMHVLYV 234 AIDETAKYPVEK
pCl94 207 DYNPHFHVLI 282 ELYEMAKYSGEK

* * * *
B LinAl pBMSal 1 M-KIDNVTEKDLFYILDFFEKMEVTYWLDGGWGVDVLTGKQ 40
LinA’ pIP856 1 M-KIDNVTEKDLFYILDLFEKMEVTHWLDGGWGVDVLTGKQ 40
LinA pIP855 1 M-KNNNVTEKELFYILDLFEHMKVTYWLDGGWGVDVLTGKQ 40
LinAy, NBU2* 1 MTKKEHTTITELFQVLDLLESLDMQFWLDGGWGVDVLYGQQ 41
LinAl pBMSal 41 QREHRDIDIDFDAQHTQKVIQKLKDIGYKIEVDWMPSRMELK 82
LinA’ pIP856 41 QREHRDIDIDFDAQHTQKVIKKLEDIGYKIEVDWMPSRMELK 82
LinA pIP855 41 QREHRDIDIDFDAQHTQKVIQKLEDIGYKIEVHWMPSRMELK 82
LinAy, NBU2* 42 TRLHRDIDIDFDANYTDQLLDLLQERGYQIETNWLPTRVELY 83
LinAl pBMSal 83 HKEYGYLDIHPINLNDDGSITQANPEGGNYVFQNEWFSETN 123
LinA’pIP856 83 HKEYGYLDIHPINLNDDGSITQANPEGGNYIFQNEWFSETN 123
LinA pIP855 83 HEEYGYLDIHPINLNDDGSITQANPEGGNYVFQNDWEFSETN 123
LinAy, NBU2* 84 SKELGYIDIHPFVLNADGTSKQADLDGGWYEFQPDYFGTAV 124
LinAl pBMSal 124 YKGRKIPCISKEAQLLFHSGYDLTEKDHFDIKNLK-------- SIT 161
LinA’ pIP856 124 YKGRKIPCISKEAQLLFHSGYELTEKDHFDIKNLK----—---- SIT 161
LinA pIP855 124 YKDRKIPCISKEAQLLFHSGYDLTETDHFDIKNLK-------- SIT 161

LinAy, NBU2* 125 FEGRSIPCISAKGQQVFHSGYDLREKDIHDLSIIKQCITTMSLTIR 170

Fig. 2. Comparison of putative open reading frames of the plasmid pBMSal. (A) Alignment of replication proteins motifs encoded by
members from Group III of RCR plasmids. Motifs present in most RCR Rep proteins are indicated and amino acids conserved in all
replication proteins of RCR are indicated by asterisks. Conserved residues are shown in bold. Numbers on the left indicate the location
of the motifs in the Rep. (B) Alignment of lincosamide proteins encoded by staphylococci plasmids and a mobilizable transposon.
Conserved residues are shown in bold. Numbers indicate the location of the residues in the LinA. *NBU?2 is a mobilizable element from
Bacteroides sp.
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TTCTTCTTGT
TTCTTTCTTAT
TTCTTTCTTAT
TTTCTTCTTAT

CTTGATA
CTTGATA
CTTGATA
CTTGATA

CTATATAG
ATAAGG
CATATAGA
CTAGTAG

53

A

Staphylococcus aureus pBMSal
S. aureus pC194
S. aureus PUB110
Streptococcus pSt04
thermofilus

S. aureus PKH4
S. aureus PKHS8
S. aureus pPST94

ACTTTTTGAG |CTTGATA |[ACTATTTT
ACTTTTTGAG |CTTGATA |[ACTATTTT
ACTTTTTGAG CTTGlATA ACTATTTT

v

Nick-site
B 1 3 >
pBMSal 73 GCATTTATGCCGAGAAAATTTATTGATCGTTGAGAAGAACCCTTAACTAAACTTGGAGAC
pC194 2207|GCATTTATGCCGAGAANATTTATTGTGCGTTGAGAAGAACCCTTAACTAAACTTGCAGAC
RSy
pBMSal 113 GAATGTCGGCATAGCTGTGAGCTATTAAGCCGACCATTCGACAAGTTTTGGGATTGTTAA
pCl94 2147 GAATGTCGGCA[AGC-GTGAGCTATTAAGCCGACCATTCGACAAGTTTTGGGATTGTTAA
CS-6

1 -
pBMSal 173 GGGTTCCGAGGCTCAACGTCAATAAAGGAA-TGGAATAAAGC
pCl94 2088 GGGTTCCGAGGCTCAACGTCAATAAAGCAATTGGAATAAAGA

Fig. 3. dso and sso of the plasmid pBMSal. (A) Sequence alignments of dsos of replication from plasmids belonging to the Group 111
of RCR plasmids. Bold and boxed sequences are highly conserved. The nick site is indicated by a vertical arrow. (B) Alignment of the
pBMSal-ssoA region and the pC194 DNA sequence. The two sequence elements of the pC194-ss0A4 that are conserved in many ssoAs
(RSp and CS-6) are boxed. Dots indicate nucleotides conserved in both plasmid DNAs. Numbers and arrows indicate perfect and

imperfect palindromic arrangements of bases.

tides 915 and 1103 (Horinouchi and Weisblum,
1982), comprising the respective dso. In RCR
plasmids of the Group III (pC194/pUB110 type
plasmids), the highly conserved dsos which are
important in the binding of Rep protein and the
nicking of the double strand, are usually located
immediately upstream of the rep gene. Therefore,
we searched for the corresponding origin of repli-
cation in pBMSal plasmid. Such sequence is lo-
cated upstream of the rep gene. As depicted in
Fig. 3A, the dso of replication of pPBMSal contains
the highly conserved sequence 5-CTTGATA-3
and it is identical to the origin described for plas-
mids from Group II1. Although both pBMSal and
pC194-dsos include several inverted repeat se-
quences, the arrangement of these palindromes is
different in each plasmid resulting in distinct global

dso secondary structures that might extrude on the
supercoiled DNA of either plasmid (data not
shown).

In addition to the dso, where the leading-
strand synthesis initiates, RCR plasmids contain
the single-strand origin (sso) which is a signal
involved in initiation of synthesis of the lagging-
strand and is efficiently recognized by the ma-
chinery of its natural host (Kramer et al., 1995).
Four types of sso (ssod, ssoT, ssoU, and ssoW)
have been described in bacterial RCR plasmids
(Kramer et al., 1999). Although signals belonging
to the ssoU-type are efficiently recognized in a
broad range of hosts, most ssos exhibit a narrow-
host-range, being only functional in a few bacte-
rial species (Kramer et al., 1995; van der Lelie
et al., 1989). A 161 bp region of pBMSal shows
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<4—dsDNA

4—ssDNA

Fig. 4. Detection of ssDNA intermediates of the plasmid
pBMSal. (A) Agarose gel; (B) Southern blot, transferred under
denaturing conditions; (C) Southern blot, transferred under
native conditions. Lane 1: 1 kb DNA ladder; lane 2: undigested
plasmids of S. aureus SA35; lane 3: plasmids of S. aureus SA35,
digested with S1 nuclease. The 2.7kb EcoRI fragment of
pBMSal was used as a probe.

significant homology to sso of plasmid pC194
(96%) from S. aureus (Horinouchi and Weisblum,
1982). This region (bases 73-234) contains four

potential stem-and-loop structures, according to
four palindromic imperfect sequences located
throughout this region, very similar to those
found in the plasmid pC194. Fig. 3B shows the
location of these structures and their comparison
to those in the plasmid pC194. The sso of
pBMSal belongs to the ssoA type and conse-
quently shows the highest homology to the pC194
plasmid family (Horinouchi and Weisblum,
1982), because palindromic structures are almost
identical in both plasmids.

In addition to the homology found in the pu-
tative dso and sso in pBMSal with other RCR
plasmids, the finding of ssDNA replication inter-
mediates would strongly support the assumption
that this plasmid replicates by the rolling-circle
process. To test this, Southern blotting under na-
tive conditions, combined with S1 nuclease diges-
tion of ssDNA, was performed. Fig. 4A shows an
agarose gel with plasmid DNA of the S. aureus
SA35 isolate, both undigested and digested with S1
nuclease (lanes 2 and 3).

A = 4 ............................. B G
IR1 U - A
ACTATATAGAAATAATTCAAAGATATAAAAAGTTGCTTAATCATTGATATGACAATATTT A - U
TGATATATCTTTATTAAGTTTCTATATTTTTCAACGAGTTAGTAACTATACTGTTATAAA A-U
> - LC-G
U uU- A
-35 (rep) -10 (rep) cU-¢@
........................................ G - C
,,,,,, a-<
TTATGTATTTTTGTGCGTGAAAGAATAAMTAAAAAAACTCCAGMGATTAAA A U-A
AATACATAAAAACACGCACTTTCTTATTAACTGTATTTTTTTGAGGTCATTATTCTAATTT U A UC
A-U
A-U
_ A-U
rep A - U
SD (rep) M Q D N H T K Y. A U- A
TTGTCGAGATAAAATCAAATACTGGAGGTCTTTTTATATGCAAGATAATCATACAAAATATA Ca- U
AACAGCTCTATTTTAGTTTATGACCTCCAGAAAAATATACGTTCTATTAGTATGTTTTATAT X h 3
A C
-10 (ctRNA) -35 (ctRNA) AU
A-U
A-U

S AC-GAAUUAUUZ
TAGACGAAAATCAAGATAATAAAACCTTAAAAGATATGACAAAAAGTGGGAAACAACGCC
ATCTGCTTTTAGTTCTATTATTTTGGAATTTTCTATACTGTTTTTCACCCTTTGTTGCGG AG =-6.1

Fig. 5. Regulation of replication of the plasmid pBMSal. (A) Double-strand sequence of the region upstream rep gene indicating the
start codon of rep gene with its Shine-Dalgarno (SD), the putative promoter —10 and —35 boxes of rep gene and antisense RNA, which
are shown as a boldface underlined letter, and the imperfect inverted repeat representing the transcriptional terminator of ctRNA
(IR1). (B) Putative secondary structure of the terminator. The free energy of the RNA hairpin formation (AG) is displayed below the
RNA sequence.
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When plasmids were blotted to membranes
under denaturing conditions all conformational
structures of undigested pBMSal were detected,
using the EcoRI fragment of pBMSal as a probe
(Fig. 4B, lane 2). However, when plasmid pBMSal
was digested with the S1 nuclease one band dis-
appeared (Fig. 4B, lane 3), indicating its ssDNA
nature. Additionally, when plasmids were blotted
under non-denaturing conditions, only one band
of the undigested plasmid pBMSal corresponding
to the ssDNA intermediate was detected (Fig. 4C,
lane 2). This band has the same electrophoretic
mobility as the band absent when plasmid was
digested with S1 nuclease. As expected, no bands
were detected when samples were digested with the
S1 nuclease (Fig. 4C, lane 3). These results indicate
the presence of a pPBMSal ssDNA intermediate in
the plasmid preparations of S. aureus SA35 isolate.

In many RCR plasmids, replication, and hence
copy number, is controlled by small rep antisense
transcripts or ctRNA (Wagner and Simons, 1994).
Although the existence of a regulatory ctRNA el-
ement has not been directly demonstrated in
pC194, a mechanism involving interaction between
a putative ctRNA and the rep mRNA in a manner
that interferes with rep translation has been sug-
gested to control replication of pC194 (Alonso and
Taylor, 1987). Analysis of the nucleotide sequence
of pPBMSal around the 5 end of the putative rep
gene (ORF1) indicates the presence of a putative
promoter with a —35 hexanucleotide (5'-TTTTGT-
3’, nucleotides 954-959) and a —10 box (5-TATA
AA-3, nucleotides 934-939) (Fig. SA). The ATG
start codon of the putative rep gene overlapping
the —10 box of the promoter that would direct
synthesis of the ctRNA (Fig. 5A). At a short dis-
tance (about 100nt) downstream from this puta-
tive promoter there is an inverted repeat sequence
which could function as an intrinsic transcriptional
terminator with a calculated free energy (AG) of
formation of the corresponding RNA hairpin of
—6.1kcal/mol (Fig. 5B), which suggests that this
sequence constitutes an rho-independent tran-
scriptional terminator.

In conclusion pBMSal is a RCR plasmid re-
lated to pC194 plasmid family encoding a /inA4
homologous gene conferring resistance to linco-
mycin.
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MECANISMOS DE REPLICACION
DE LOS PLASMIDOS BACTERIANOS*

RESUMEN

Los plasmidos bacterianos son moléculas de ADN
extracromosomico que juegan un papel importante en la
adaptacion bacteriana a diferentes ambientes, ya que
promueven la transferencia de genes entre estos microor-
ganismos. Se conocen tres mecanismos principales de
replicacion de los plasmidos circulares: a) el mecanismo
de replicacion asimétrico por el circulo rodante, b) el
mecanismo tipo theta y, ¢) el mecanismo por desplaza-
miento de la cadena. Estudios recientes relacionan el
mecanismo de replicacion de los pldsmidos con su
capacidad para colonizar diferentes hospederos. El
establecimiento de un plasmido en diferentes hospederos
puede tener implicaciones biotecnologicas importantes,
ya que estas moléculas con frecuencia son utiles en el
disefio de herramientas moleculares.

PALABRAS CLAVE: Plasmido, replicacion, circulo
rodante, mecanismo theta, desplazamiento de la cadena.

Pebro D. Loeza LARA, JuAN ). VALDEZ ALARCON,
Victor M. BaizaBaL AGUIRRE Y JoEL E. LoPEz MEzA

ABSTRACT

Bacterial plasmids are extrachromosomal DNA mole-
cules which play important roles for bacterial environ-
mental adaptation due to their ability to transfer genes
among bacterial populations. Three mechanisms for
circular plasmid replication have been described: a) the
rolling circle asymmetric mode, b) the theta mechanism
and, c) the strand displacement mechanism. Recent
studies have related the plasmid replication mechanism
with the enormous ability of these replicons to colonize
different hosts. Establishment of a plasmid in different
hosts may have important biotechnology implications,
because plasmids are often useful as molecular tools.

KEY WORDS:Plasmid, replication, rolling circle, theta
mechanism, strand displacement.

INTRODUCCION

Los plasmidos son elementos genéti-
cos extracromosomicos que se han
encontrado esencialmente en todos los
tipos de bacterias estudiadas hasta la
fecha. Dependiendo de su tamafio
pueden codificar desde unas cuantas
proteinas hasta cientos de ellas. Sin
embargo, raramente codifican produc-
tos esenciales para el crecimiento
celular, tales como ARN polimerasas o
enzimas del ciclo de los acidos
tricarboxilicos. En cambio, los
productos de sus genes generalmente
dan a las bacterias una ventaja selecti-
va solo bajo ciertas condiciones. La
resistencia a antibidticos como la
ampicilina, tetraciclina y kanamicina;
la nodulaciéon de raices de legumino-
sas; y la produccion de antibidticos

como la bacteriocina (activa contra
otras especies bacterianas), son
algunas caracteristicas fenotipicas
codificadas por los plasmidos (1, 2).
Los plasmidos varian amplia-
mente en tamano, desde miles a cientos
de miles de pares de bases (un tamafio
comparable al cromosoma bacteriano)
y son, con mayor frecuencia, molécu-
las circulares de ADN de doble cadena.
Sin embargo, algunas bacterias poseen
plasmidos de estructura lineal, la cual
no es una caracteristica comun en los
plasmidos bacterianos por lo que no
seran discutidos en esta revision. Estos
elementos juegan un papel crucial en la
evolucion y adaptacion bacterianas, ya
que son mediadores del intercambio de
material genético entre estas poblacio-
nes. La transferencia de la informacion

* Recibido: 9 dciembre 2003

Aceptado: 27 mayo 2004

genética contenida en el plasmido de
una bacteria donadora a una receptora
se conoce con el nombre de conjuga-
cion. Este proceso requiere de la
expresion de genes y de la presencia de
regiones en el ADN del plasmido
necesarios para su movilizacion. El
plasmido se moviliza a través de un
puente de conjugacion entre las células
(2).

La transferencia de ADN de la
bacteria tumorigénica Agrobacterium
tumefaciens a la planta hospedera
ocurre por un mecanismo semejante a
la conjugacion. Ademas, algunos
plasmidos se recombinan de manera
dindmica entre si o con el genoma,
constituyendo una fuente de diversidad
genética importante para las bacterias
(2,3).
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TABLA 1

PLASMIDOS UTILIZADOS COMO HERRAMJENTAS
IMPORTANTES EN ESTUDIOS BIOTECNOLOGICOS.

Plasmido Aplicaciones Algunas Caracteristicas
pBR322 Vector de clonacion Origen de ColE1, bla, tet
seleccion de recombinantes por
color
pTrcHis A Vector de expresion; purificacion de Origen de pBR322, bla, trc
proteinas recombinantes Promotor, histidinas, péptido
sefal
pGV2260 Generacion de plantas transgénicas; Contiene los bordes del T-DNA
transformacion con A. tumefaciens del plasmido Ti y secuencias de
pBR322
pKM101 Plasmido conjugativo Ori T, tra, eex
pTn5cat Plasmido multifuncional con Plasmido:, tet, tnp; Transposon:
caracteristicas de transposon, para origen de ColE1, cat (sin
mutagénesis, identificacion de promotor), neo, region Mob
promotores y conjugacion
BAC's, Plasmidos con elementos del BAC's: OriS, repE, parA,By C
YAC’s cromosoma para conferir estabilidad YAC's: Ori, ARS1, Amp, TRP1,
mitotica en bacterias BAC) y levaduras  CEN4
(YAC)

Bla,p-lactamasa (resistencia a ampicilina); fef, resistencia a tetraciclina; frc, promotor de
triptofano; ori7, origen de transferencia; tra, genes que codifican funciones de transferencia; eex,
genes que previenen la entrada de otros plasmidos; fnp, transposasa; cat, resistencia a
cloranfenicol; neo, resistencia a kanamicina; Mob, region necesaria para la conjugacion; OriS,
origen basado en el factor F para clonacion de fragmentos mayores de 350 kpb; repE, helicasa,
pard,By C, facilitan la division exacta del plasmido; Ori, origen de replicacion de ColE1; ARSI,
secuencia de replicacion autéonoma; Amp, resistencia a ampicilina; 7RPI, auxotrofia sobre
triptofano; CEN4, secuencia permite una segregacion eficiente del cromosoma entre células hijas.

Desde los puntos de vista basico
y aplicado, los plasmidos han servido
como herramientas importantes en
estudios de Biologia Molecular y
Biotecnologia. La Tabla I muestra
algunos ejemplos del uso de los
plasmidos como herramientas biotec-
nolodgicas y algunas de sus caracteristi-
cas. En este sentido, la mayoria de los
plasmidos naturales no son vectores de
clonacioén o de expresion convenien-
tes. Sin embargo, pueden ser modifica-
dos para su uso como tales. Para lograr
el disefio y construccion de vectores de
clonacion de amplio rango de hospede-
ros (vector que tiene la capacidad de
replicarse en otras bacterias), vectores
binarios (vectores “shuttle”, con dos
origenes de replicacion distintos), es
necesario conocer las caracteristicas o
factores moleculares que les permiten

a estos plasmidos colonizar y mante-
nerse en diferentes hospederos;de ahi
la importancia de estudiar los mecanis-
mos de replicacion. Otro ejemplo de
vectores que se pueden replicar en
bacterias y otros hospederos, por
contener un origen de replicacion
bacteriano y elementos que contribu-
yen a la estabilidad de los cromosomas,
lo constituyen los cromosomas
artificiales de bacterias, levaduras y
mamiferos (BAC's, YAC's y MAC's,
respectivamente), elementos amplia-
mente utilizados en la caracterizacion
de los genomas de diversos organis-
mos por su capacidad de contener
fragmentos de ADN muy grandes
(~300, ~2000 y mas de 1000 kpb,
respectivamente).

Los plasmidos se replican de
manera autéonoma con respecto al

cromosoma, ya que codifican elemen-
tos propios que controlan su replica-
cion. La Tabla II muestra una breve
comparacion de algunas caracteristicas
y factores involucrados en la replica-
cion de los plasmidos y el cromosoma
bacteriano (1). Algunos plasmidos se
replican en pocas especies bacterianas
y se dice que poseen un rango de
hospederos reducido. Un segundo
grupo de plasmidos se replica en un
amplio rango de hospederos y se les
denomina promiscuos (4). Existen
diversos factores que influyen en la
capacidad de los plasmidos para
colonizar diferentes hospederos; una
replicacion eficiente es el paso mas
critico y es el resultado de una interac-
cion adecuada entre el plasmido y el
hospedero. Esta interaccion plasmido-
hospedero se ha estudiado con detalle
debido a las implicaciones basicas y de
aplicacion biotecnoldgica que repre-
senta (5).

Los primeros estudios sobre la
replicacion de estos elementos fueron
realizados con plasmidos de Escheri-
chia coli como ColEl, pSC101, R6K,
R1, RK2 y F, que tienen como una
caracteristica comun que replican su
material genético por el mecanismo
tipo theta (1). Recientemente se ha
caracterizado un gran numero de
plasmidos pequefios (2-15 kb) que se
replican por mecanismos diferentes al
anterior. Estos son: a) el mecanismo
del circulo rodante, originalmente
observado en bacteriofagos de ADN de
cadena sencilla (ADNcs) de E. coli; b)
el mecanismo llamado por desplaza-
miento de la cadena, cuyos plasmidos
representativos son elementos promis-
cuos asociados a la familia IncQ
(plasmidos del grupo de incompatibili-
dad Q) cuyo prototipo es el plasmido
RSF1010deE. coli (1, 6).

En esta revision se presenta un
analisis de los diversos mecanismos de
replicacion de los plasmidos bacteria-
nos, y se mencionan las ventajas y
desventajas de cada mecanismo con
relacién a sus posibles aplicaciones
biotecnologicas.

CARACTERiSTICA§ GENERALES
DE LA REPLICACION POR EL
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TABLA 11

COMPARACION DE ALGUNAS CARACTERISTICAS
Y FACTORES INVOLUCRADOS EN

LOS

MECANISMOS DE REPLICACION DE PLASMIDOS
BACTERIANOS Y EL CROMOSOMA.

Mecanismo de replicacion
Caracteristica Circulo rodante Theta Desplazamiento Cromosoma
de la cadena bacteriano
. Rep Rep y/o RNAp Rep DnaA
Proteina iniciadora )
(endonucleasa) (helicasa) (helicasa) (helicasa)
Funcion de la Cortaunade las  Apertura de la Apertura de la Apertura de la
proteina iniciadora cadenas de ADN doble hélice doble hélice doble hélice
Rep: plasmido
Proteina iniciadora Plasmid Plésmid " ’
asmido . asmido ospedero
codificada por: ARNp: P
hospedero
Intermediarios de Genera No genera ** No genera
ADNcs intermediari os intermediarios intermediari os
Simetria en el
mecanismo de Asimétrico Simétrico * Simétrico
replicacion
Gruposde
i o Ausentes Presentes Presentes Ausentes
incompatibilidad

** Existen ambas caracteristicas en diferentes plasmidos dentro del mismo grupo. ARNp = ARN

polimerasa

MECANISMO DEL CIRCULO
RODANTE

La mayoria de los plasmidos de
bacterias Gram positivas con un
numero grande de copias se replican
por un mecanismo asimétrico 1lamado
circulo rodante o RC (por sus siglas en
inglés “rolling circle”). La replicacion
de estos plasmidos denominados RC,
se realiza en dos etapas bien definidas,
la sintesis de la cadena temprana y la
sintesis de la cadena tardia. Este
mecanismo no estd restringido a
plasmidos de bacterias Gram positivas
y se han incrementando los reportes de
plasmidos RC caracterizados en
bacterias Gram negativas y Arqueas
(7).

Para que ocurra la replicacion de
un plasmido RC se requieren tres
modulos estructurales: (i) El gen rep
que codifica la proteina iniciadora de

la replicacion (Rep) de la cadena
temprana y sus elementos regulatorios;
(i) el origen de replicacion de la doble
cadena (dso), el cual es reconocido por
la proteina Rep; y (iii) el origen de la
cadena sencilla (sso), reconocido por
factores del hospedero (ARN polime-
rasa). En los plasmidos RC pueden
estar presentes otros modulos no
esenciales para la replicacion, como el
gen mob, el cual codifica una proteina
involucrada en la movilizaciéon de
diversos plasmidos (de manera natural,
algunos plasmidos poseen estos genes
mob cuyo producto participa en la
transferencia de ADN), o bien los
genes de resistencia a antibioticos (Fig.
la)(1,4).

La proteina Rep posee actividad
de endonucleasa (enzima que se une al
ADN y corta una de las cadenas en un
sitio especifico), ya que se une al
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origen de replicaciéon del plasmido
(funcién equivalente a la de la proteina
DnaA en el origen de replicacion del
cromosoma bacteriano), con lo que
libera la tensién generada por la
separacion de las cadenas al inicio de la
replicacion (3). Por otra parte, el origen
dso posee dos regiones importantes
para la replicacion, una involucrada en
la unién de la proteina Rep y otra que
contiene el sitio de corte para la
actividad de endonucleasa especifica
de Rep. La region de ADN a la cual se
une Rep incluye secuencias repetidas
invertidas, las cuales tienen la capaci-
dad de formar estructuras de talloy asa,
importantes para el inicio de la
replicacion, ya que el sitio de corte de
Rep se encuentra en el asa de la
horquilla (Fig. 1b). El origen sso
también tiene la capacidad de formar
estructuras secundarias debido a las
secuencias repetidas invertidas que
posee. Se ha postulado que la forma-
cion de dichas estructuras es importan-
te para el reconocimiento de los
factores del hospedero (como la ARN
polimerasa), los cuales son esenciales
para el inicio de la sintesis de la cadena
tardia (Fig. 1¢) (3, 8).

REPLICACION POR EL
MECANISMO DEL CiRCULO
RODANTE

El primer evento durante el inicio
de la replicacion RC involucra una
interaccion entre la proteina Rep y la
region del dso, especificamente en el
sitio denominado “bind”. Posterior-
mente, Rep elabora un corte de una
hebra, o “nick”, en una region especifi-
ca del ADN, el asa, lo cual genera
extremos 5'P y 3'OH libres. La proteina
Rep seune al extremo 5'P con lo cual se
inicia la sintesis de la cadena temprana
por medio de la extension del extremo
3'OH libre, el cual es reconocido por la
ADN polimerasa III. La extension
procede hasta que la cadena temprana
es completamente desplazada.
Posteriormente, Rep realiza un
segundo corte en el limite entre la
nueva cadena y la original, donde se ha
regenerado el sitio de corte. Con esto se
producen dos moléculas, una de ADN
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Figura 1. Caracteristicas de los plasmidos RC. a) Esquema general de un plasmido RC. rep = gen que codifica a la proteina Rep involucrada en la
replicacion; dso = origen de replicacion de la doble cadena, sso = origen de replicacion de la cadena sencilla; mob = gen que codifica una proteina
involucrada en la movilizacion del plasmido; Ab" = determinante de resistencia a antibidticos. b) Estructura tallo-asa formada por el origen de
replicacion de la doble cadena (dso) del plasmido RC pT181 de Staphylococcus aureus. Se muestra el sitio de corte de la endonucleasa Rep. c)
Estructura secundaria formada por el origen de la cadena sencilla (sso) del plasmido RC pUB110de S. aureus (Tomado de referencias 1, 4).

de doble cadena y un mondmero de
cadenasencilla (Fig. 2) (1, 3).

Luego de una serie de eventos de
corte y union, la molécula de ADN de
doble cadena (la cual contiene la
cadena temprana recién sintetizada), es
ligada y superenrollada por las
enzimas ligasa y girasa, respectiva-
mente (8). El ADN de cadena sencilla
que fue desplazado es convertido a

ADN de doble cadena utilizando para
ello la region del sso. Este origen es
reconocido por la ARN polimerasa del
hospedero, encargada de sintetizar un
oligonucledtido con una longitud
promedio de 20 bases, que funciona
como iniciador, el cual posteriormente
es extendido por la ADN polimerasa |
seguido por la replicacion de la ADN
polimerasa III. Finalmente, esta

molécula de ADN es también ligada y
superenrollada (Fig. 2) (3, 8).

El arreglo de estos plasmidos,
constituido por los médulos necesarios
para la replicaciéon de la cadena
temprana, replicacion de la cadena
tardia y modulos de transferencia de
ADN ha evolucionado de tal manera
que ha contribuido a incrementar la
plasticidad del acervo genético
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Figura 2. Modelo de la replicacion de los plasmidos RC mediante un intermediario de cadena
sencilla. Se representa el mecanismo asimétrico de la replicacion, la sintesis de la cadena
temprana y la generacion del intermediario de cadena sencilla. Los detalles del modelo se
explican en el texto. Tir = residuo de tirosina. Abreviaturas como en la figura 1 (Modificado de

referencial 2).

procaridtico (9). Algunos plasmidos
han adquirido diversas secuencias, con
lo cual han logrado intensificar su
diseminacién y han ampliado su rango
de hospederos.

Ciertos plasmidos tienen varios
sso, cada uno funcional en diferentes
hospederos, mientras que otros poseen
elementos de transposicion, de tal
manera que su composicion modular y
su presencia ubicua pueden ser
facilitados por el amplio rango de
hospederos y por los sistemas de
transferencia horizontal de ADN. Por
otra parte, los plasmidos RC carecen de
grupos de incompatibilidad (incompa-
tibilidad de plasmidos: fendmeno que
se presenta cuando dos plasmidos no
pueden coexistir en la misma célula, ya
que comparten el mismo mecanismo
de control de la replicacion) por lo que
permiten la replicacion simultanea de
otros plasmidos corresidentes (Tabla
I (1,9).

Las caracteristicas de los plasmi-
dos RC son también importantes desde
el punto de vista biotecnologico, ya
que los plasmidos con distribucion

amplia representan herramientas muy
utiles en el disefio de vectores de
clonacion o de expresion (7). Existen
varios ejemplos sobre el disefio y uso
de vectores binarios a partir de plasmi-
dos RC, entre ellos el plasmido pPP8-1
de Pseudomonas putida caracterizado
por Holtwick y col en 2001. Unade las
limitantes del uso de estos plasmidos
como vectores es que algunos de ellos
poseen solo un sitio sso, el cual es
reconocido de manera eficiente
unicamente por los factores de su
hospedero natural. Lo anterior trae
como resultado la acumulacion de
multimeros de alto peso molecular
(ADNCcs), los cuales no pueden ser
convertidos a ADN de doble cadena
cuando se replican en otro hospedero.

CARACTERISTICAS GENERALES
DE LA REPLICACION POR EL
MECANISMO TIPO theta

La replicacion por el mecanismo tipo
theta (llamado asi por la similitud de
los intermediarios con la letra griega 6)

esta distribuida ampliamente entre
plasmidos de bacterias Gram negativas
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y Gram positivas. Este mecanismo de
replicacion requiere de dos modulos
estructurales: (i) el gen que codifica la
proteina Rep y sus elementos regulato-
rios, y (ii) el origen de la replicacion.
Es importante resaltar que existen
algunas excepciones para este meca-
nismo, ya que lareplicacion de algunos
plasmidos se inicia de manera inde-
pendiente de la proteina Rep, la cual es
sustituida en su funcioén por la ARN
polimerasa del hospedero (8). El
proceso consiste, de manera general,
en la apertura de las cadenas de ADN
en el origen de replicacion y el ensam-
blaje secuencial de las proteinas
involucradas en el inicio de la replica-
cion, incluida la sintesis y extension de
los oligonucledtidos de ARN que
funcionan como iniciadores (10).

Los origenes de replicacion
poseen secuencias especificas caracte-
risticas de cada plasmido, con las
cuales interactua la proteina Rep; estas
secuencias poseen una region rica en
A+T y uno o mas sitios donde se une la
proteina iniciadora DnaA del hospede-
ro. En muchos casos el origen de
replicacion posee secuencias repetidas
directas, llamadas iterones, las cuales
son los sitios de union de la proteina
Rep y tienen otras funciones en el
control delareplicacion (Fig. 3a) (11).

REPLICACION POR EL
MECANISMO TIPO theta

Se han descrito dos mecanismos de
replicacion tipo theta: el primero es
dependiente de factores de inicio
codificados por el plasmido, como
ocurre en los plasmidos de E. coli
pSC101, R6K y RI1. Este tipo de
replicacion requiere de las proteinas
Rep codificadas por el plasmido y
DnaA, del hospedero, para el inicio
de la sintesis de ADN. La proteina
Rep se une a los iterones formando
un complejo de preiniciacion; este
complejo incluye a proteinas del
hospedero como las helicasas DnaA,
DnaB y DnaC, la ADN polimerasa
II y la primasa. La replicacion se
inicia cuando Rep y DnaA interac-
tuan con la region rica en A+T, en
donde se inicia la apertura de las
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La mayor parte de los plasmidos
que se replican por el mecanismo
tipo theta posee un rango de hospe-
deros reducido; sin embargo,
algunos de estos plasmidos presen-
tan un amplio rango de hospederos,
de manera similar que los plasmidos
RC. Se ha establecido que algunos de
los iterones son capaces de ejercer
incompatibilidad, ya que presentan
similitud con los iterones de otros
plasmidos que se replican por el
mismo mecanismo (Tabla II). Por
otra parte, la mayoria de los plasmi-
dos que se replican a través del
mecanismo theta poseen un tamafo
superior a 15 kb y se han utilizado
para construir vectores de clonacion;
por ejemplo: los vectores pBR322,
pUCI19, pBluescript y pGEM son
derivados de estos replicones. Estos
vectores ademas han servido como
base para el disefio de una gran
variedad de nuevos vectores de
clonacién o de expresion, muchos de
ellos disponibles de manera comer-
cial (Tablal).

CARACTERISTICAS GENERALES
DE LA REPLICACION POR EL
MECANISMO DE
DESPLAZAMIENTO DE LA
CADENA

Figura 3. Caracteristicas de la replicacion por el mecanismo theta. a) Origenes de replicacion de
los plasmidos pPS10 y pP1 que se replican por el mecanismo theta. Se muestran los iterones
(flechas sélidas encerradas en cajas), las regiones ricas en A+T que contienen repetidos directos
(flechas), las regiones de union de la proteina DnaA (rectangulos solidos). b) Modelo de la
replicacion por el mecanismo tipo theta dependiente de los factores del hospedero. Los detalles

Los ejemplos mejor conocidos de los
plasmidos que se replican por el
mecanismo de desplazamiento de la
cadena son los elementos promis-

del modelo se explican en el texto (Modificado de referencia 8).

cadenas del ADN. DnaB y DnaC
auxilian en esta apertura, seguida por
la primasa la cual sintetiza un
oligonucledtido de RNA iniciador,
mismo que se extiende por la ADN
polimerasa III hasta lograr la
replicacion completa de ambas
cadenas (Fig. 3b) (12).

El segundo mecanismo de
replicacion tipo theta es indepen-
diente de factores iniciadores
codificados por el plasmido. El
replicon mejor caracterizado es el
plasmido ColEl de E. coli, cuya
replicacion involucra la actividad

consecutiva de la RNA polimerasa 'y
DNA polimerasas I y 11, entre otras
proteinas. La RNA polimerasa del
hospedero sintetiza un oligonucleo-
tido para iniciar la replicacion de la
cadena temprana. La sintesis se
inicia por la ADN polimerasa I, la
cual incorpora aproximadamente
400 nucleodtidos de la cadena
temprana para posteriormente ser
reemplazada por la ADN polimerasa
111, la cual posee mayor capacidad de
incorporacion de nucleotidos. El
cambio entre las ADN polimerasas |
y III se favorece por proteinas unidas

cuos asociados a la familia IncQ; por
ejemplo: los plasmidos RSF1010 de
E. coli (6) y pTC-F14 de Acidithio-
bacillus caldus (14). Los miembros
de esta familia requieren para su
replicacion de tres proteinas codifi-
cadas por el plasmido. Estas protei-
nas promueven el inicio de la
replicacion, en el origen del plasmi-
do, mediante la apertura de las
cadenas de ADN en una region rica
en A+T y la sintesis de oligonucle6-
tidos de ARN como iniciadores de la
replicacion (14).

El origen de replicacion incluye
tres iterones idénticos de 20 pb
(pares de bases), una region rica en
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RepA

Figura 4. Caracteristicas de la replicacion por el mecanismo de desplazamiento de la cadena. a)
Origen de replicacion y regiones importantes en la replicacion del plasmido pRSF1010 de E. coli.
Se muestran las regiones de union de la proteina Rep C (iterones); los sitios de interaccion de Rep
B (repeticiones invertidas ssi) y la region rica en A+T b) Replicacion por el mecanismo de
desplazamiento de la cadena (Modelo propuesto en referencia 6). Los detalles del modelo se

explican en el texto.

G+C de 28 pb y un segmento rico en
A+T de 31 pb. Otras regiones
importantes dentro del origen son los
sitios ssiA y ssiB, los cuales son
repetidos invertidos localizados en
cadenas opuestas (Fig. 4a). Los
iterones y la region rica en A+T
facilitan la apertura de la doble
cadena, mientras que los sitios ssiA'y
ssiB  favorecen la formacion de
estructuras de tallo y asa, las cuales
son especificamente reconocidas por
la primasa (RepB), codificada por el
plasmido, que sintetiza el oligonu-
cleétido iniciador (15).

El proceso de replicacion se
lleva a cabo por la accion concertada
de las proteinas RepA, RepB y
RepC. También se requieren la ADN
polimerasa III y las proteinas de
unién a ADN de cadena sencilla
(SSB). La primera etapa de este
proceso involucra la union de RepC
a los iterones del origen de replica-
cion. Posteriormente RepA, que
muestra actividad de helicasa, se une
alaregionrica en A+T con lo cual se
separan las cadenas de ADN
activando los sitios ssi (Fig. 4b;
etapas 1a?2).

El inicio de la replicacion puede

ocurrir de manera independiente en
cualquiera de los sitios ssi, de tal
manera que la replicacion procede de
forma continua con la helicasa RepA
facilitando el desplazamiento de la
cadena original no replicada. Se ha
observado que una replicacion
continua en ambos sitios ssi en
direcciones opuestas origina una
estructura de ADN de doble cadena
semejante a la formada en la replica-
cion tipo theta (Fig. 4b; etapas 3 a 4).
Por otra parte, puede ocurrir la
sintesis desacoplada de ambas
cadenas, lo cual permitiria la
generacion de moléculas de ADN
superenrrollado de doble cadenay de
intermediarios de ADNcs. Estas
moléculas de cadena sencilla pueden
corresponder a cualquiera de las
cadenas y por lo tanto podrian
contener las secuencias ssiA o ssiB.
La replicacion de estos monomeros
se inicia en el origen ssi expuesto,
con lo que se sintetiza la cadena
complementaria y los mondémeros
son convertidos a ADN de doble
cadena. Debido a las actividades de
las tres proteinas Rep codificadas por
el plasmido, su replicacion es
independiente de los factores del
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hospedero que participan en las
primeras etapas del proceso, como la
ARN polimerasa y las proteinas
DnaA, DnaB y DnaC, entre otras
(15).

Los plasmidos que se replican
por el mecanismo de desplazamiento
de la cadena, de manera similar a los
plasmidos RC, son capaces de
replicarse en una gran variedad de
bacterias Gram positivas y Gram
negativas, ademas de transferirse de
manera eficiente. Como resultado
del amplio rango de hospederos y de
su movilidad, estos plasmidos son
considerados promiscuos. Algunos
vectores de clonacion con estas
caracteristicas se han obtenido a
partir de los plasmidos conjugativos
RSF1010 y RP4, los cuales se
replican en bacterias Gram negati-
vas. Sin embargo, se ha establecido
que los plasmidos de la familia IncQ
y otros relacionados, muestran
similitud en las secuencias de los
iterones, con lo cual se han formado
grupos de incompatibilidad (Tabla
II). Esto trae como consecuencia una
disminucion en el nimero de copias
o la segregacion o curacion de los
plasmidos que tienen elementos de
su maquinaria de replicacion en
comun. Lo anterior representa un
inconveniente para el uso de estos
plasmidos en el disefio de vectores
de clonacion (14).

CONCLUSIONES

Los estudios sobre la replicacion de
los plasmidos bacterianos han
revelado una variedad de factores,
algunos codificados por el plasmido
y otros por el hospedero, que son
importantes para este proceso. El
analisis de la replicacion de estos
elementos genéticos provee, por lo
tanto, una ventana muy amplia para
obtener informacidn concerniente a
la interaccion entre el plasmido y el
hospedero, y de esta manera enten-
der la capacidad de algunos plasmi-
dos para colonizar diferentes
hospederos. Lo anterior puede tener
implicaciones biotecnoldgicas
importantes, por ejemplo, en la
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busqueda y caracterizacion de con caracteristicas mas eficientes.
vectores de clonacion de amplio
rango de hospederos o vectores
binarios, asi como vectores de

expresion con nuevas propiedades o
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