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EL BACTERIOFAGO @29: HISTORIA DE UN MODELO
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Cuando en 1967 Eladio Vifiuela y yo decidimos volver a Espafia a tratar de desarrollar en
nuestro pais la Biologia Molecular que habiamos aprendido en el laboratorio de Severo Ochoa, la
primera cuestion que tuvimos que decidir fue el tema de trabajo que queriamos realizar en Espafia.
Pensamos que no deberiamos seguir con los temas en los que habiamos trabajado en el laboratorio de
Ochoa, que eran muy competitivos, ya que éramos conscientes de que organizar un laboratorio e
iniciar un grupo de investigacion en Espafia no iba a ser facil. Habiamos asistido a un curso sobre virus
bacterianos, también llamados bacteri6fagos o fagos, en los laboratorios de Cold Spring Harbor.

Precisamente el estudio de los virus bacterianos habia dado lugar al nacimiento de la Genética
Molecular en los afios 50 con el trabajo del llamado grupo de los fagos dirigido por Max Delbriick. Asi
pues, elegimos como sistema de trabajo un bacteriéfago, no muy estudiado por entonces, de tamafio
relativamente pequefio para poder estudiarlo en profundidad a nivel molecular, pero a la vez
morfoldgicamente complejo.

El sistema modelo de eleccion fue el bacteriéfago 829 que infecta a la bacteria Bacillus subtilis,
y cuyo DNA lineal de doble cadena tiene un tamafio de unos 19000 pares de bases, es decir, es unas 10
veces mas pequefio que el mejor conocido fago T4 de Escherichia coli, con cuyo estudio se habian
realizado grandes avances en Genética Molecular a partir de los afios 50. Pero por otra parte, 829 es
estructuralmente complejo, formado por una cabeza, un cuello y una cola, lo que le hacia un modelo
atractivo desde el punto de vista del estudio de la morfogénesis de la particula viral, es decir, como se
ensamblan las distintas proteinas que forman la estructura del virus para dar lugar al virus maduro.

Con nuestro primer doctorando, Enrique Méndez, estudiamos la estructura de la particula viral
y la caracterizacion de las diferentes proteinas que forman las distintas estructuras del fago, lo que dio
lugar al primer trabajo del nuevo grupo, en la revista Virology (1), y también a la primera Tesis
doctoral.

En paralelo, con Antonio Talavera primero y después con Felipe Moreno, Ana Camacho y
Rafael Pérez Mellado, iniciamos el estudio de la genética del fago con el aislamiento de mutantes
letales condicionales (sensibles a temperatura y sensibles a supresor) (2). Ello llevo al estudio de la
morfogénesis de la particula viral por parte de Fernando Jiménez, Ana Camacho, José L. Carrascosa y
Nieves Villanueva. Lo mas relevante fue el descubrimiento de la existencia de proteinas
morfogenéticas, que forman parte transitoriamente de la particula viral, pero no estan presentes en el
fago maduro (3,4).

Por otra parte, con Jests Avila, iniciamos el estudio de la transcripcion del DNA del fago
mediante la purificacion y caracterizacion de la RNA polimerasa de la bacteria huésped de @29, B.
subtilis, identificando cuatro subunidades, beta’, beta, alpha y sigma, las tres primeras implicadas en
elongacion y la ultima en iniciacién de la transcripcion (5). Posteriormente, con José Miguel Hermoso
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demostramos la existencia de un control temporal en la transcripcion del DNA del virus; los llamados
genes tempranos se expresan al comienzo de la infeccion y los genes tardios se transcriben
posteriormente, y su expresion requiere un gen temprano, el gen 4.

En 1972, con Marta Rodriguez Inciarte y José M? L&zaro utilizamos por primera vez una
endonucleasa de restriccion en Espafia, la EcoRI, haciendo el primer mapa en el que se hacia la
correlacion del mapa fisico y genético de 229 (6).

La llegada de la nueva tecnologia de la Ingenieria Genética nos abrié nuevos caminos en el
estudio del fago 829: el clonaje de genes para la sobreproduccion de las proteinas correspondientes asi
como la mutagenesis dirigida para realizar estudios de correlacion de estructura y funcion. Asi,
clonamos el gen 4 (7) y la proteina producida en cantidades altas se purificé y se desarrollé un sistema
de transcripcion in vitro en el cual la proteina p4 se requeria para la transcripcion del promotor tardio
en presencia de la RNA polimerasa de B. subtilis (8). Demostramos que la proteina p4 es un activador
transcripcional que se une a una secuencia invertida intrinsicamente curvada, produciendo al unirse un
aumento en la curvatura del DNA (9,10). Este aumento en la curvatura del DNA, asi como los
contactos directos entre la proteina p4 y la RNA polimerasa son necesarios para la activaciéon del
promotor tardio.
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Posteriormente, demostramos que la misma proteina p4 que activa la transcripcion tardia es un
represor de dos promotores tempranos, A2b y A2c (11). Por otra parte, la proteina viral temprana
producto del gen 6, que se requiere para la iniciacion de la replicacion del DNA viral, actia como
represora del promotor viral C2 localizado en el extremo derecho del DNA de 229. La proteina p6
también coopera con la proteina reguladora p4 en la activacion del promotor tardio A3 y en la
represion de los promotores tempranos A2b y A2c (12).



Mas recientemente, en colaboracién con el grupo dirigido por Miquel Coll en el Instituto de
Biologia Molecular de Barcelona del CSIC, hemos obtenido la estructura tridimensional de la proteina
p4, asi como la de la p4 unida al DNA (13), lo que nos ha abierto el camino para el estudio de las
interacciones que tienen lugar entre la p4 y el DNA, asi como de la p4 con otras proteinas como la
RNA polimerasa y la p6.

El estudio de la replicacion del DNA de @29 surgié como consecuencia del descubrimiento por
Juan Ortin de una proteina unida covalentemente a los extremos 5' del DNA que daba lugar a formas
circulares que se convertian en DNA lineal de longitud unidad por tratamiento con enzimas
proteoliticas (14). Por microscopia electronica, José Manuel Sogo pudo visualizar dicha proteina, en
los dos extremos del DNA de 829. Dicha proteina, producto del gen 3 viral, se denomind proteina
terminal (15).

También por microscopia electronica caracterizamos los intermedios replicativos en bacterias
infectadas por 829 llegando a la conclusion de que la replicacion se inicia en los extremos del DNA
por un mecanismo de desplazamiento de cadena (16).

Posteriormente, en 1982, Miguel Angel Pefialva demostrd que la iniciacion de la replicacion
del DNA de 929 tiene lugar utilizando la proteina terminal como “primer” (17). Esto ha supuesto el
descubrimiento de un nuevo mecanismo para la iniciacion de la replicacion de genomas lineales.

Las dos proteinas esenciales para la iniciacion de la replicacion del DNA de 229 son la proteina
terminal y la DNA polimerasa viral que forman inicialmente un heterodimero, y cuyos genes fueron
clonados en E. coli para la sobreexpresion de las proteinas por Juan Antonio Garcia y Luis Blanco,
respectivamente (18,19) y su posterior purificacion (20,21). Estas dos proteinas, una vez iniciada la
replicacion se separan, quedandose la proteina terminal unida covalentemente al DNA, y la DNA
polimerasa prosigue la replicacion dando lugar in vitro a DNA de 229 de longitud unidad de un modo
muy procesivo. Esto quiere decir que la DNA polimerasa, una vez que inicia la replicacion de una
cadena de DNA, contintia hasta el final, sin pararse ni disociarse. Ademas, la DNA polimerasa tiene
una actividad intrinseca de desplazamiento de cadena (22).

En 1988, Cristina Garmendia realizd los primeros trabajos de mutagénesis dirigida en la
proteina terminal de 929 (23) y posteriormente, Luis Blanco, Antonio Bernad, Maria Antonia Blasco,
Miguel de Vega y muchos otros doctorandos lo hicieron en la DNA polimerasa en un estudio de
correlacion de estructura y funcion (24).

Mas recientemente, en colaboracién con el grupo de Tom Steitz de la Universidad de Yale, se
ha determinado la estructura tridimensional de la DNA polimerasa de g29 (25), siendo la primera vez
que se determina la estructura de una polimerasa que utiliza una proteina terminal como iniciadora.
Esto nos ha permitido profundizar en el estudio de la correlacion de estructura y funcion, en particular
determinar la estructura responsable de las propiedades de procesividad y desplazamiento de banda de
la DNA polimerasa de 29, que son Unicas para esta polimerasa.

Por otra parte, Gil Martin y Crisanto Gutiérrez iniciaron el estudio de otra proteina implicada
en el proceso de replicacion, la proteina p5, caracterizada como una proteina de union a DNA de
cadena simple. Por microscopia electrénica se demostré su union a la cadena simple desplazada en los
intermedios replicativos del DNA de @29 (26).

También me quiero referir de nuevo a la proteina p6, que se une a los origenes de replicacion
del DNA de 229 formando un complejo nucleoprotéico cuyo estudio inicial fue realizado por Ignacio
Prieto y Manuel Serrano (27,28). Esta proteina estimula la iniciacion de la replicacion, probablemente
favoreciendo la apertura de los extremos del DNA. De acuerdo con esta idea, se ha obtenido
replicacion in vitro de DNA de cadena simple, lo que llevd a Juan Méndez a demostrar que la
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replicacion se inicia en la timina que ocupa la segunda posicién desde el extremo 3' y no en la timina
que ocupa la primera posicion (29). Esto, junto con el requerimiento de una reiteracion terminal de al
menos dos nucleétidos, nos ha llevado a postular un nuevo mecanismo que hemos llamado de
deslizamiento hacia atras o "sliding back". Este modelo tiene implicaciones importantes para mantener
intactos los extremos del DNA de 29. Nosotros proponemos que este modelo es extrapolable a otros
DNAs que utilizan proteina terminal pues en todos estos casos existe reiteracion en los extremos del
DNA.

Otras dos proteinas virales que se requieren en la replicacion del DNA de @29, la pl y la p16.7,
cuyo estudio iniciaron Alicia Bravo y Wilfried Meijer, respectivamente, son proteinas de membrana
que intervienen en la localizacion del DNA viral y de los intermedios replicativos en la membrana
bacteriana (30,31).

Otra proteina viral, la p56, estudiada por Gemma Serrano, interacciona con la uracil-DNA
glicosilasa bacteriana y evita la inestabilidad del DNA de ¢29 cuando se incorporan residuos de uracilo
al mismo (32).

También quisiera resaltar el papel de proteinas de B. subtilis como las del citoesqueleto, que se
requieren para la replicacion del DNA de 29 (33), de acuerdo con el estudio de Daniel Mufioz, o la
proteina Spo0A, estudiada por Wilfried Meijer y Virginia Castilla, que interfiere con la replicacion y la
transcripcion del DNA de 229 en bacterias que empiezan la fase de esporulacion (34,35).

Finalmente, quisiera acabar con un aspecto practico del sistema de replicacion in vitro del DNA
de 229, que da lugar a amplificacion del DNA. En presencia de las cuatro proteinas de replicacion
esenciales, la proteina terminal, la DNA polimerasa, la p5 y la p6, cantidades pequefias de DNA de
229 se amplifican unas 1000 veces dando lugar a la sintesis in vitro de DNA de unidad de longitud. El
DNA amplificado in vitro es tan infectivo como el DNA aislado de particulas virales cuando se
transfectan células competentes de B. subtilis (36).

Esto puede ser la base para un sistema de amplificacion in vitro usando los origenes de
replicacion y las proteinas de replicacion de @29. Por otra parte, la actividad de desplazamiento de
cadena, unida a la procesividad y a la capacidad de correccion de errores de replicacion de la DNA
polimerasa de 829 han dado lugar a una aplicacion biotecnoldgica con unos excelentes resultados en la
amplificacion de DNA circular con iniciadores maltiples mediante el mecanismo llamado de la rueda
giratoria (37). Mas recientemente, se ha extendido la aplicacion biotecnoldgica a la amplificacién de
DNA gendmico lineal (38).

Quiero resaltar el hecho de que de un trabajo fundamentalmente béasico pueden derivarse
aplicaciones, como la DNA polimerasa de @29, cuyas propiedades son Unicas para la amplificacion de
DNA. También quiero resaltar que nuestros estudios de replicacion con el DNA de 829 son un modelo
extrapolable a otros virus de interés sanitario y econémico, como el adenovirus humano, el virus de la
poliomelitis, el de la encefalomiocarditis, los virus de la hepatitis B y C, y una variedad de virus de
plantas. Todos estos virus tienen proteina terminal unida covalentemente a los extremos 5’ de su acido
nucleico e inician la replicacion por un mecanismo similar al de 829 (39).
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