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RESUMEN

En este proyecto se estudid la biologia molecular del doble fenotipo
de placa (turbia y clara) producido por el bacteriocfago mEp021 y ciertos
aspectos de su fisiologia. Para entender esta caracteristica intrinseca de
MEp021, se evalud si el fendmeno estd relacionado a un interruptor genético
gue le permite decidir el destino celular en las formas liticas y lisogénica. En
los andlisis realizados, se encontré que mEp021 produce un fenotipo variable
de placa, turbio o claro, con una ftasa promedio de 0,5% (claro vs turbio)
cuando se caracteriza la progenie de una célula E. coli W3110 liségena. La
aparicion de estas placas claras se compard con otras cepas de E. coli con
distinto contexto genético, asi como con el bacteriéfago lambda vy los
resultados sugieren que el fendmeno es intrinseco de mEp021. Como parte
de la caracterizacion del interruptor molecular de mEp021 fueron clonados
en el vector pKQV4 los genes ant, rep, dam y dcml y el operdn del
antirepresor (5 ORFs). Se encontrd que los genes rep y ant inhiben la infeccion
de mEp021, aunque la construccidon con el operdn de anti-represion
incrementa la virulencia de mEp021 y al parecer también la del bacteriofago
lombda. La causa del fenotipo claro en cepas aisladas de mEp021 son
consecuencia de mutaciones encontradas en la region codificante del gen
rep (una mutacién no sindbnima, una eliminacion de 11pb y la eliminacién de
120pb en 2 aislados). La variabilidad genética de mEp021 no parece ser
exclusiva del gen rep, ya que se identificod la pérdida de material genético
en el gen de la proteina estructural J (sin aparente significancia fenotipica).
Las eliminaciones nucleotidicas del gen represor y del gen de la proteina
estructural J estdn flanqueadas por repetidos directos de 12 y 35 pb
respectivamente, lo que sugiere la funcidén de posibles recombinasas sitio-
especificas. Los hallazgos de este trabajo resaltan la necesidad de la
identificaciéon y caracterizacion de los procesos moleculares que median la

variaciéon del genoma de mEp021.
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SUMMARY

In this project we investigated the molecular biology of the double
plaque phenotype (clear and turbid) produced by the bacteriophage
MEpPO021 and some aspects of its physiology. To understand this intrinsic
characteristic of mEp021, it has been evaluated if this phenomenon is
related to a genetic switch that allows to choose the destination of cellular
fate in lytic and lysogenic forms. As results, mEp021 was found to produce
a variable, turbid or clear plague phenotype with an average rate of 0.5%
(clear vs. turbid) when the progeny of a lysogenic E. coli W3110 are
characterized. The appearance of these clear plaques was compared
with other strains of E. coli with different genetic context as well as with
bacteriophage lambda and the results suggest that the phenomenon is
intrinsic to MEPO021. As part of the molecular switch characterization of
mMEpO021, the ant, rep, dam and dcm1 genes and the antirepressor operon
(5 ORFs) were cloned into the vector pKQV4. It was found that gene
products of rep and ant inhibit mEp021 infection, although construction
with the anfti-repression operon increases the virulence of mEp021 and also
of the bacteriophage lambda. The cause of the clear phenotype in strains
isolated from mEp021 resulted from mutations found in the coding region
of the rep gene (a punctual mutation, a deletion of 11bp and other
deletion of 120bp.) The genetic variability of mEp021 does not appear to
be exclusive of the rep gene, since the loss of genetic material in the
structural protein J gene (without significant phenotypic significance) was
also identified. Deletions of the gene rep and J may be product of site-
specific recombination because they are flanked by direct repeats of 12
and 35 bp respectively. The findings of this work highlight the need for the
identification and characterization of the molecular processes that

mediate the genome variation of mEp021.
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INTRODUCCION

Desde el punto de vista biolégico, los virus pueden ser definidos
como pardsitos infracelulares  obligatorios, auto-replicantes,  sin
metabolismo inherente. Esto significa que son bioquimicamente inertes en
el entorno extracelular, donde se encuentran en forma de particulas que
contienen un dacido nucleico (ARN o ADN) que codifica la informacion
necesaria para su replicacion y multiplicacion (Domingo-Calap et al,
2016).

Los virus utilizan las mismas macromoléculas, como proteinas y
dcidos nucleicos, que los organismos celulares para la expresion y
replicacion de la informaciéon genética. En cuanto a sus genomas, 10s virus
son las Unicas enfidades que pueden contener genomas de ARN o ADN,
en una gran complejidad de conformacioén, tamano y diversidad. El ciclo
replicativo de los virus consta de dos fases caracteristicas: una fase
extracelular, donde el genoma viral permanece inactivo dentro de una
particula viral (viridn) hasta que encuentra una célula susceptible a la
infeccion; y una fase intracelular, en la que el genoma viral puede
permanecer temporalmente en quiescencia (como un cromosoma libre
o infegrado en el cromosoma celular) o ser expresado y replicado
activamente en la célula infectada. Al salir de la quiescencia, estos
procesos acoplados conducen a la produccidén de viriones infecciosos o
particulas virales maduras, que sirven como vehiculos para la difusion de
los genomas virales. En los viriones, el genoma viral estd encerrado dentro
de una capa de proteina, que pueden diferir en complejidad entre los
virus, algunos de ellos pueden estar rodeados por una envoltura lipidica y
otros pueden estar decorados con polisacdridos (Hulo de Castro et al,
2011, Forterre, 2016).



La naturaleza y definicion de virus, especialmente su estado "vivo",
han sido objeto de infensos debates entre los bidlogos durante décadas.
En un reciente frabajo de Forterre (Forterre, 2016) se discute por qué estos
debates se han agudizado y en parte es por estas tres importantes

evidencias:

. En primer lugar, en términos de diversidad y cantidad,
se ha demostrado que las particulas virales superan en nimero a las
células en uno o dos ordenes de magnitud y que los genes virales
son mucho mds numerosos que los genes celulares (Kristensen ef al,
2010; Suttle, 2013). A su vez, los genes virales también se infegran y
modifican de forma masiva a los genomas celulares, lo cual influye
en gran medida a la evolucion celular (Forterre v Prangishvili, 2013).

° En segundo lugar, la distincion clara entre virus que
infectan a células procariotas y eucariotas se ha enriquecido por el
descubrimiento de los virus que infectan a las células relacionadas
a las arqueas, es decir que existen virus que se asocian a los tres
dominios de la vida, bacterias, arqueas y eucariotas (Abrescia et al,
2012).

° Por Ultimo, la vision tradicional de los virus como
entidades submicroscoépicas ha sido cuestionada por el
descubrimiento de virus gigantes al infectar a las amebas, tales
como los Mimivirus y Pandoravirus (Philippe ef al., 2013; Raoult et al.,
2004; Claverie & Abergel, 2016).

Bacteridfagos

Los virus de procariotas, bacteridéfagos, han tfransformado Ia opinidn
de los microbidlogos de ser simplemente modelos experimentales

convenientes a ser un componente importante de la biosfera (Krupovic et



al, 2011). Los bacteriofagos son los lideres mundiales de la diversidad,
constituyen la mayoria de los “organismos” en el planeta, juegan un
importante papel en los ecosistemas, ejercen y son tal vez la fuerza
evolutiva mds dominante de sus hospederos, ya que han estado
haciendo esto miles de millones de anos, posiblemente durante el mismo

tiempo en que se han producido las células (Krupovic et al, 2011).

El cambio en como entendemos ahora la influencia de los
bacteriofagos en los distintos ecosistemas, probablemente se deba a los

siguientes avances:

1. Bl famano de las poblaciones de estos virus es
sorprendentemente grande. Una estimacion sobre la base de
estas mediciones es que hay tantos viriones de cola en la
biosfera global que se podria alcanzar una distancia de 200
millones de anos luz si se colocaran uno tras otro (Hendrix,
2002; Suttle, 2007). NUmeros como éstos inciden
profundamente en las formas en que nos imaginamos la
dindmica de poblaciones virales y el papel que juegan en la
ecologia mundial. Por ofra parte, en estos valores no se
incluyen otros numerosos grupos de virus bacterianos (no
caudovirales) y arqueas o incluso a los genomas virales que
se encuentran en la mayoria de las células procariotas como
provirus (Krupovic et al, 2011).

2. Los avances en la tecnologia de la secuenciacion masiva de
ADN han dado lugar a mejoras dramdticas en la forma de
comprender la estructura genética de las poblaciones virales,
sus mecanismos de evoluciéon y diversidad. La mayoria de las
secuencias de genes y de proteinas recién determinados no

tienen secuencias con homologia detectables en las bases
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de datos de las secuencias publicas. A su vez, el andlisis de
los datos de metagendmica, proporciona una fuerte
evidencia de que existe una mayor diversidad genética en
los genes de los virus de procariotas considerando cualquier
compartimento de la biosfera (Krupovic et al, 2011).
Facilitado por los avances conceptuales y técnicos, han
florecido los estudios de los virus bacterianos y arqueas como
componentes importantes de la biologia global. Estos virus a
sU vez son actores importantes en el ciclo de carbono y de
energia en los océanos y otros entornos naturales y son los
principales agentes en la ecologia y la evolucion de sus
hospederos celulares (Canchaya, ef al, 2004; Danovaro, ef al.
2011; Rohwer & Thurber, 2009).

El aislamiento y la caracterizacién de nuevos virus se ha
acelerado especialmente para los virus de arqueas, donde el
descubrimiento de nuevos virus y de nuevos tipos habia
quedado afrds del descubrimiento de bacteriéfagos. Para los
bacteridofagos, el aislamiento de los virus recién descubiertos
ha ayudado a mejorar la cobertura de informacion; sin
embargo, sigue siendo extremadamente escasa en la
diversidad de secuencias, la estrecha gama filogenética de
hospederos y naturalmente en las complejas redes de
interacciéon y regulacion (Krupovic et al, 2011).

La determinacion de estructuras de alta resolucion para
proteinas de la cdpside y otras proteinas del viridon, junto con
la informacién de los mecanismos de ensamblaje del virion,
han permitido sorprendentes inferencias acerca de y sus
proteinas en la divergencia, hasta el punto de que ya no son

detectable los rastros ancestrales. Sin embargo, esto ha

4



abierto posibilidades para su estudio, ya que antes no
estaban disponibles para la comprension de la historia

temprana de los virus (Bamford et al, 2005).

Estrateqias de explotacidon de hospederos

Algunos patdégenos explotan a su hospedero durante un periodo
de tiempo limitado. Por ejemplo, en los vertebrados, la duracion de la
infeccion viral estd generalmente limitada por la accién de la inmunidad
del hospedero, aunque también puede producirse la muerte del
hospedero infectado. Por el contrario, ofros patdégenos pueden
permanecer en su huésped durante mucho tiempo en un estado latente.
Por lo tanto, la latencia puede garantizar la persistencia en el curso de la
vida de la infeccion (Gandon, 20164). Sin embargo, la adopcion de un
ciclo de vida latente es una caracteristica especifica y compleja que

requiere de factores del hospedador y del virus.

Los bacteridfagos, pueden adoptar estrategias muy diferentes en
sus procesos de infeccion. Se extienden generalmente de acuerdo a su
ciclo de vida, a estado litico y a estado lisogénico (Figura 1), aunque en
ambos casos la infeccidn comienza con la adsorcidon de una particula de
virus libre por una bacteria susceptible (Gandon, 2016). El ciclo de vida
litico (como el de los colifagos T) en forma enunciada, se caracteriza por
la adsorcion bacteriana, inyeccion del genoma, la replicacion del
genoma del fago, la sintesis de nuevas particulas virales, y la lisis
bacteriana. La lisogenia fue descubierta por Bail y Bordet hace 90 anos
(Lwoff, 1953). Se caracteriza por la integracion del genoma del virus como
un profago en el genoma bacteriano y la persistencia indefinida de la

infeccion (Gandon, 2016). En fagos temperados, ademdas del ciclo litico,



el ciclo de vida es lisogénico tfambién (como el del bacteridfago A), la
infeccion puede dar lugar a la integracion del profago en el genoma
bacteriano (con probabilidad ®) o bien a la lisis (con probabilidad 1 - ®).
A su vez, el profago bien puede transmifirse verticalmente con la
replicacion de la bacteria lisogénica o reactivar la lisis (con una tasa a) y
liberar particulas libres de virus (Gandon, 2014). Las bacterias que llevan
profago son inmunes a la infeccion litica por otros fagos libres de dicha
especie y adicionalmente, pueden ser inducidas o pasar al ciclo litico a
una tasa a distinta, dependiendo de condiciones especificas (Stewart &
Levin, 1984).
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Figura 1. Representacion esquematica de ciclos de vida de bacteriéfagos A) litico y (B) lisogénico.
(tomado de Gandon, 2016).

Interruptor genético viral para la decisidon del destino celular

Dado que los bacteriéfagos y sus hospederos son ubicuos vy
abundantes en todos los nichos estudiados hasta ahora en el planeta
(Davies et al, 2016; Roux et al, 2015), el estudio de los mecanismos por los
cuales los fagos temperados pueden lisogenizar y/o lisar a sus
hospedadores ha resultado de graninterés en las Ultimas décadas (Mittler,
1996).



En el caso del bacteriéfago A, probablemente el bacteriéfago mas
estudiado, los mecanismos de la decision lisis-lisogenia se comprenden
muy bien, asi como sus genes especificos, las moléculas de interaccion,
los sitios de union, etc. Esta maquinaria ha sido comparada con un
inferruptor genético que determina si un fago lisa a la célula o forma una

lisbgena relativamente estable (Dove, 1971; Ptashne, 1992).

La induccion del profago lambda de una lisdbgena, también se
produce de una manera similar a un interruptor. Una vez que las
condiciones internas hacen que la densidad de dimeros del represor de
lambda (Cl) disminuya, el fago inicia una serie irreversible de pasos que

conducen ala lisis del huésped (Mittler, 1996).

Existen mecanismos equivalentes en otros fagos temperados, tales
como P1 (Yarmolinsky y Sternberg, 1988) y Mu (Howe y Bade, 1975). Pero,
a pesar del gran aumento en la informacién de las bases moleculares,
para la toma de decision lisis-lisogenia, el progreso que se ha alcanzado
es relativamente poco en lo referente al desarrollo de los desafios
ambientales y poblacionales que enfrentan los fagos. El destino de un
fago temperado que existe como profago puede reducirse a dos
pardmetros: la tasa de la induccidn y la probabilidad de continuar como
profago. Las bajas tasas de induccidn espontdnea que se observan en la
mayoria de los fagos temperados reportados son presumiblemente
ventajosas en un entorno donde se presentan pocas células sensibles. Si
hay mas células sensibles a la infeccion, los profagos de las bacterias
lisbgenas que tienen tasas de induccidn mds altas pueden ser
favorecidos. Del mismo modo, las bajas probabilidades de lisogenia

presumiblemente permiten al fago infectar nuevas células cuando la



densidad de las células sensibles es alta, pero puede imponer un costo

cuando la densidad de las células sensibles es baja (Mittler, 1996).

Una placa viral es una estructura circular visible formada dentro de
un cultivo homogéneo de células, tal como los observados en culfivos
bacterianos crecidos en un medio semisdlido con nufrientes. Los virus de
bacterias o bacteriofagos se replican y se dispersan generando regiones
de destruccion de células, conocidas comunmente como placas. La
aparicion de la placa depende de la cepa hospedera, del virus y de las
condiciones de infeccion. Cepas altfamente virulentas o liticas dan placas
claras mientras que las cepas que solo matan a una fraccidon de sus
hospedadores (debido a la resistencia o lisogenia parcial) dan placas
turbias. También, algunos fagos “parcialmente temperados” dan placas
con manchas o anillos de crecimiento en el medio de las regiones claras
de lisis completa. Por lo tanto, podemos decir que la adopcidn de un ciclo
de vida latente es una caracteristica especifica que requiere de
adaptaciones puntuales de los virus. Estas adaptaciones permiten al virus
decidir cuando deberian adoptar las estrategias de vida latente, y
cudndo deberdn reactivarse para llegar a ofro hospedador (Gandon,
2016).

En el caso del bacteridfago A, los niveles de expresion de Cl en
relacion a los de Cro controlan el interruptor genético, lo que permite a A
decidir su destino (lisogenia o lisis). Asi, células genéticamente idénticas
infectadas con el mismo virus pueden dar lugar a resultados distintos; esta
variabilidad binomial puede ser explicada por el ruido bioguimico
espontdneo durante el desarrollo de la infeccion. Sin embargo, este
hecho no implica que el destino celular sea exclusivamente estocdstico

(Berngruber et al, 2015; Figura 2):



e En primer lugar, se sabe que varias mutaciones pueden
alterar la propension a la lisogenizacion. Por ejemplo, la
mutante cl857 (termosensible) del represor Cl disminuye la
probabilidad de lisogenia, ®, y aumenta la tasa de
induccion, a.

e En segundo lugar, se conocen varios factores ambientales
que afectan la lisogenizacion y la induccion. El fago A
temperado de ftipo silvestre fiene una alta tasa de
lisogenizacion (@ ~ 0,5) y una tasa de induccion de baja (a ~
104). En contraste, el fago A clI857 es un mutante
termosensible con una baja tasa lisogenizacion (® < 0,1) y

una tasa de induccion de alta (a > 103).
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Figura 2. Evolucién de la virulencia en bacteriéfago A durante una epidemia. (A) Cambio en la
relacién virulento/ no virulento en la etapa de profago. (B) Cambio en la relacion virulento/no
virulento en la fase libre de virus. El valor inicial de la relacién virulento/no virulenta (Acl857 / A) en
el profago fue de 1: 1, y la competencia se inicié a partir de dos diferentes valores iniciales de
prevalencia: 1 % (rojo) y 100 % (azul). Las lineas indican la media sobre cuatro replicas, y también
se muestran los intervalos de confianza del 95% de los datos transformados logaritmicamente.
(tomado de Gandon, 2016).



El bacteriéfago A puede presentar estrategias de vida con gran
plasticidad. La eficacia de lisogenizacion y la tasa de induccion del
profago pueden variar también con cambios en el medio ambiente. Estas
estrategias condicionales son bien conocidas a nivel molecular, pero su
naturaleza adaptativa de esta plasticidad a menudo se pasa por alto.
Dos aproximaciones relacionadas con el beneficio fisioldgico de

lisogenizacion de A pueden resumirse de la siguiente manera

Escape ante un ambiente desfavorable: Uno de los ejemplos mas
estudiados de plasticidad, es el efecto del estrés sobre la tasa de
induccioén (a) del profago A. Cada vez que una liségena sufre dano en el
ADN, debido alairradiacion UV u ofro estrés quimico, se activa la proteina
RecA. RecA estdimplicada en lainactivacion por clivaje del represor LexA
y en la activacion de la respuesta SOS y de diferentes mecanismos de
reparacion del ADN. Similarmente, RecA también estd implicado en la
inactivacion por clivaje del represor Cl y por lo tanto en la puesta en

marcha del ciclo litico de A

Lisogenizacion o no en un entorno variable: La probabilidad para
lisogenizar (@), es ofro rasgo del ciclo de vida de A que se modula por
variaciones en el medio ambiente. En particular, esta probabilidad
aumenta cuando el nimero de particulas de virus es mayor que las
células hospedadoras disponibles. El hecho de que varios virus traten de
enfrar o enfren en Ila misma célula indica que muy pocos hospedadores
estdn disponibles y en este caso, puede ser ventajoso para el
mantenimiento del hospedador. La lisogenizacion puede ser, por lo tanto,
una manera de permanecer en el hospedador y evitar los peligros de la
etapa de vida libre del virus. Pero ofras senales también modulan la
lisogenizacién: en particular, la escasez de nutrientes, que se sabe que
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aumenta la probabilidad de lisogenizacion. La inanicién es un buen
indicador del estado del medio ambiente de la poblacidn porque senala
que puede existir muy poco crecimiento bacteriano. Asi en un entorno
donde la disponibilidad de nutrientes varia, serd mejor para el virus
permanecer en las células infectadas (lisogenizacion) y durante una
posible “hambruna” evitar los riesgos asociados con el estado de vida
libre (Gandon 2016).

Inestabilidad gendmica

Los genomas bacterianos son notablemente estables desde una
generacion a la siguiente, pero aun asi, conservan cierta plasticidad en
escalas de tiempo evolutivo. La variacion en el genoma bacteriano estd
definida porla aparicion de mutaciones, por la tfransferencia horizontal de
genes, rearreglos gendmicos, y la actividad de los elementos moviles de
ADN. Esto Implica la existencia de un delicado equilibrio entre el
mantenimiento de la estabilidad del genoma y la tolerancia de la
instabilidad dada por los cambios mencionados (Darmon & Leach, 2014).
Como los bacteriéfagos dependen de la maqguinaria molecular de la
bacteria podemos decir que son suscepftibles igualmente al
mantenimiento y equilibrio en la estabilidad del genoma bacteriano asi
como del suyo propio. De hecho, la notable capacidad de algunos virus
para adaptarse a nuevos hospedadores y entornos, es altamente
dependiente de su capacidad para generar diversidad de novo y en un

corto periodo de tiempo (Sanjudn & Calap, 2016).

Las tasas de mutacion espontdnea de los virus varian ampliamente.
Por ejemplo, los virus de ARN mutan mds rapido que los virus de ADN, si

son de una sola hebra mutan mas rapido que el virus de doble hebra, y
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adicionalmente el tamano del genoma parece correlacionarse

negatfivamente con la tasa de mutacion (Sanjudan & Calap, 2016).

Ahora bien, las tasas de mutacion viral son moduladas a diferentes
niveles, incluyendo la fidelidad de la polimerasa, complejidad infrinseca
de la secuencia, estructura secundaria, microambiente celular,
mecanismos de replicacion, factores de correccion y sistemas de
reparacion. Adicionalmente, algunos virus pueden introducir cantidades
masivas de mutaciones por contener factores que modifican el ADN o
afectan la funcion de proteinas reparadoras. La diversidad genética viral
estd determinada por multiples procesos dependientes del huésped, vy
que las tasas de mutacion evolucionan en respuesta a presiones

selectivas especificas (Sanjuan & Calap, 2016).

Algunas de estas presiones selectivas podrian afectar la forma de
explotacion de la cepa hospedero, o el intercambio entre ciclos
replicativos diferentes. Por ejemplo, en 1991 se reportd por Shieh et al, la
aparicion de mutantes que generaban un fenotipo de placa claras (Cflc)
aislados del fago filamentoso temperado Cf1t, con una frecuencia de
aproximadamente 103. La secuenciacion nucleotidica de aislados de
Cflc reveld mutaciones puntuales y una eliminacidon que se situaban en
la region rio arriba de un marco de lectura (ORFIl) que podria codificar
una proteina de 18,2 kDa. Sus observaciones sugieren que el ORFIl puede
participar en la formacion de placas turbias. Sin embargo, para el
momento de este estudio, el ORFIl no mostré homologia significativa con

las secuencias de otras proteinas de fagos conocidos (Shieh et al 1991).

Por otra parte, Kim & Ryu (Kim & Ryu, 2013) informaron de un sistema
antirepresion asociado con un interruptor genético en el fago temperado

SPC32H (Podoviridae). La aparicidén de placas claras en estos fagos puede
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explicarse por una sola mutacion en la secuencia del sitio de unidon para
el represor bacteriano LexA, que se solapa con el promotor antirepresor.
Entonces, la mutacion conlleva la sintesis constitutiva del antirepresor y por

consiguiente SPC32N entra en el ciclo litico (Kim & Ryu, 2013).

Bacteridfago mEp021

Kameyama y colaboradores (Kameyama et al, 1999) reportaron
una coleccion de colifagos temperados aislados a partir de muestras
fecales humanas frescas. Uno de los objetivos en que encauzaron sus
estudios en esta coleccioén fue la identificacion de fagos lambdoides, los
cuales requieren de la actividad de anti-terminacion de la transcripcion
para crecer. Por tanto, los putativos fagos lambdoides fueron
seleccionados por la facultad de crecer en las bacterias Nus+, pero no en
Nus-. Aproximadamente 100 lisobgenas independientes (de fagos Nus-
dependientes) se construyeron en la cepa silvestre E. coli W3110 vy se les
realizd ensayos cruzados de superinfeccion con los fagos del mismo
grupo. Dichos fagos Nus-dependientes se clasificaron en 20 grupos de
inmunidad relacionada al represor (Figura 3, Kameyama et al, 1999 v
2001).

El grupo de inmunidad mds grande incluyo 50 miembros, o sea, mds
de la mitad de la coleccion de fagos. El genoma de los fagos de este
grupo no hibridd con las sondas de ADN de lambda y tampoco fueron
reconocidos por anticuerpos acoplados a perlas anti- A. Adicionalmente,
La mayoria de ellos no son inducidos con luz ultravioleta, varios no se
desarrollan a 32 °C, y no se obtuvieron recombinantes cuando se cruzaron
ya sea con A o ABLK20. En consecuencia, este grupo de fagos Nus-
dependientes representd una nueva familia de fagos denomindndola en

forma particular no lambdoide (Kameyama et al, 1999 v 2001).
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Figura 3. Distribucién de los grupos de la inmunidad de la coleccién de colifagos de Kaomeyama
et al, (1999). Fueron construidas las lisdgenas, de los fagos Nus-dependientes aisladas
originalmente. Sobre estas, los autores probaron 95 fagos diferentes. Los fagos que representan el
mismo grupo de la inmunidad fueron identificados por la exclusién sobre la superinfeccion.
(editado de Kameyama et al, 1999).

El ADN de varios fagos correspondientes a los distintos grupos de
inmunidad se restringieron con la enzima Hindlll y resultd en diferentes
patrones de restriccion indicando que son diferentes genomas, pero
algunos fagos tomados al azar del grupo de inmunidad | (no lambdoide)

no fueron digeridos por esta enzima.

El colifago temperado mEpO021, pertenece al grupo de inmunidad |,
no fue restringido por las enzimas Bgll, EcoRl, Hindlll, Kpnl, Pstl, Sacll, Sall,
Sphl y Xhol. Sin embargo, en el momento en que se obtuvieron estos
resultados (Kameyaoma ef al, 2001) no existia informacion sobre la
secuencia de genoma de mEp021, y se argumentd que la resistencia a
estas enzimas podria ser debido a la ausencia de cada uno de los sifios

de restriccion o por posible modificacion de los nucledtidos en sus sitios de
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reconocimiento de la enzima. Hoy en dia, 53.887 nucledtidos de mEp021
se han secuenciado y las anotaciones correspondientes estdn por ser
publicadas. De esta secuencia se ha inferido que el genoma de mEp021
de hecho contiene sitios de restriccion para EcoRl (2), Kpnl (2), Pstl (1), lo

que sugiere que estos sitios podrian estar modificados.

El fago mEpO021 pertenece a la orden Caudovirales (Figura 4a), ala
familia Siphoviridae (no envueltos, con cola no contrdactil, larga vy flexible,
con ADN de doble cadena lineal). Las particulas virales de mEp021
muestran una cola de aproximadamente 150 nm y una cdpside
icosaédrica con un didmetro de 60 nm aproximadamente. Por andlisis de
electroforesis de las proteinas estructurales principales de mEp021 (Figura
4b), se pueden distinguir al menos cinco, y dos de ellas parecen ser los
componentes principales (peso molecular de ~40 kDa y ~16 kDa, flechas

azules en la Figura 5).

Una caracteristica atractiva para el estudio de este grupo de fagos
es que un 20% (10 de 50) de células lisogenas tiene la capacidad de
inducir un fenotipo hemolitico en su huésped E. coli K-12 (Kameyama et
al, 1999 y 2001). De hecho, se ha demostrado que la expresion de |la ORF
4.3 de mEp021, ahora reportado como Inductor de Efectos Pleiotropicos
(IPE), tiene la facultad de producir el fenotipo hemolitico en una cepa con
el gen nativo hlyE (que codifica para una hemolisina), pero no en la cepas
mutante hlyE-, lo que indica que el efecto de IPE es indirecto, es decir,
permite que HIyE salga al espacio extracelular y lise los eritrocitos (Figura
5, Martinez- Penafiel et al, 2012). Como fue referido, la sobreexpresion de
IPE genera varios efectos pleiotropicos, tales como: la inhibicion del

crecimiento y la desregulacion de la divisidon, alteracion de la membrana
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celular, produccién de vesiculas que sugieren que contienen HIYE, v,

finalmente, la muerte celular (Martinez- Penafiel et al, 2012).
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Figura 4. Estructura de mEp021. a. Microscopia electrénica de transmision del bacteriéfago mEp021
(tincién negativa con acetato de uranilo). b. electroforesis de proteinas estructurales de mEp021
en gel de Tricina-SDS (fefido con plata). kDa = kilo Daltons. (realizado por los Doctores Omar
Sepulveda y Eva Martinez-Penafiel, resultados no publicados)

Figura 5. Fenotipo hemolitico de E. coli MC4100 (hlyE+) con el profago mEp021. A la izquierda, la
cepa CFP201 (hlyE-) con el profago mEp021 donde no se evidencia hemodlisis. A la derecha, la
cepa lisdbgena MC4100 (hlyE+), que contiene el profago mEp021, y muestra el fenotipo hemolitico.
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Un estudio sobre el represor de mEp021, fago temperado, fue
desarrollado por la MSc. Leonor Lastra Vargas (2013, resultados no
publicados) y consistid en encontrar el factor responsable del
mantenimiento del estado lisdgeno, la proteina represora. Utilizando la
mutagénesis quimica y la complementacion, y con un abordaje
bioinformdtico inicial, encontré que la mayoria de los mutantes con
fenotipo de placa clara, estaban afectados en el mismo gen: una
proteina de 215 aminodcidos derivado del ORF 17 con dominio hélice-
giro-hélice (HTH) fipo 3, un dominio peptidasa, y un dominio de hebras B,
todos los cuales son caracteristicos de los represores de fagos ya
reportados. En 12 de ellos se encontrd un Unico cambio nucleotidico que
genera, ya sea un cambio de aminodcido o bien una senal de
terminacidén en el represor putativo; especificamente, los cambios se
encontraron en los dominios HTH y de dimerizacion, lo que permitio llegar
a la conclusion de que el ORF 17 es el gen represor de fago, y su proteina
podria estar actuando en el proceso de lisogenizacion (Leonor Lastra,
2013).

Ademds de los resultados obtenidos por Leonor Vargas Lastra, una
observacion interesante  fue que  mEpPO2] puede  generar
espontdneamente un doble fenotipo de placa. Esto es, puede mostrar
placas claras, asi como placas turbias en el mismo tapiz de células

inoculada con una alicuota apropiada de virus.
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JUSTIFICACION

El fenotipo de placa de un determinado virus, puede aportar
informacion relacionada con la virulencia, a estrategias de explotacion
del hospedero, adaptaciones a microambientes e incluso al
condicionamiento del destino celular. Esto se puede asociar a la

existencia y control de un interruptor molecular.

A nivel molecular, se ha reportado complejos sistemas de
regulacion de interruptores en fagos protfotipos como A, P22, A2, tp%01,
186 y otros. Cada uno presenta sofisticados mecanismos para aprovechar
el maximo beneficio de sus hospedadores, que incluyen al menos tres
protagonistas principales: las proteinas represoras, las anti-represoras, y los

elementos genéticos reguladores (promotores y regiones operadoras).

La clasificacion funcional de los virus estd basada en la evidencia
del ciclo de vida de los virus, por lo que la mayoria de ellos se pueden
incluir en ciclos de vida estadndar como litico y lisogénico. Pero con estas
consideraciones, resulta complejo analizar el desarrollo del ciclo de vida
de mEpO021, debido ala aparicion de un doble fenotipos de placas: claras

y turbias.

Por tanto, nos hemos propuesto entender esta caracteristica
intfrinseca de mEp021, y estudiar si estd relacionado a un interruptor
genético que le permite decidir el destino celular en las formas litica y

lisogénica.
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HIPOTESIS

La fransicion de fase del fenotipo de placa turbia a placa clara en

MEp021 es consecuencia de la alteracion de la actividad del represor.

OBJETIVO GENERAL

Demostrar que el desarrollo hacia la fase litica de una cierta
proporcion de fagos de mEp021 es debido a la disminucion de la

actividad del represor.

OBJETIVOS SPECIFICOS

1. Comprobar que la biologia del fenotipo de placa de mEp021 es
un fendmeno intrinseco del fago.

2. Andlisis in silico de las secuencias de los genes del represor, del
putativo antirepresor, asi como de sus putativas secuencias
regulatorias.

3. Analizar el genoma viral por el patrén de restriccion enzimdatica
para cada fago, obtenido a partir de placa clara o turbia.

4. Obtener una seleccion de placas claras para amplificar y
secuenciar el genrep.

5. Clonar el gen del represor, y del antirepresor, y analizar 1os

efectos de sobrexpresion en distintas condiciones fisiologicas.

19
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL PARTE 2
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MATERIALES Y METODOS

Crecimiento de bacterias y bacteridfagos

Los reactivos, soluciones y medios utilizados se encuentran en la seccion
de anexos de este trabajo. Para el crecimiento de las cepas E. coli se
utilizé el medio LB, y para las bacterias transformadas con plasmido
PKQV4 o pJET2.1 se utilizd el medio LB suplementado con ampicilina (100
ug/mL). Paralos medios solidos, se incubd a 32°C, 37°C 0 42°C y en el caso

de medios de cultivo liquido se incubd a 37°C y 250 rom de agitacion.

Propagacion de bacteridfagos en cajas de cultivo.

Se prepard la infeccidon con el bacteriéfago de interés en tubos de vidrio
de 10 mL con tapa. De un cultivo de células E. coli pre-crecidas en medio
liquido LB por 18 horas, se tom& 300 uL de células pre-crecidas y se agregd
5 UL de bacteridfagos con un fitulo mayor de 100 unidades formadores
de placa por mililitfro (ufp/mL), luego de 15 minutos de incubacién a
temperatura ambiente (~25°C) se agregd 3,5 mL de medio T@ disuelto
(~40°C) y se mezcld hasta homogeneizar para luego vaciar el contenido
en cajas de medio T@ sdlido. Luego de dejar solidificar a temperatura

ambiente (~10 minutos), se incubd a 37°C por 18 horas.

A las cajas resultantes con placas confluentes incontables, se le agregd
5 mL de solucion TMG y se dispersd sobre toda la caja. Luego se paso el
sobrenadante de la caja y la pelicula de T@ superpuesta a un tubo
pldstico de 15 mL, se agregd 1mL de cloroformo (CHCIz) y se mezcld con
vortex por 2 minutos. Para clarificar el sobrenadante con los bacteriéfagos
se centrifugd a 4400g por 5 minutos, el volumen del sobrenadante con los
fagos se transfirid a un tubo estéril y se aimacend a 4°C hasta su posterior

uso, sin exposicion a la luz.
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Propagacion de bacteridéfagos en medio liguido.

Se prepard la infeccidon con el bacteriéfago de interés en tubos de
plastico estériles de 50 mL de capacidad. De un cultivo de células de E.
coli pre-crecidas en medio liquido LB por 18 horas. Por cada 300 pL de
células pre-crecidas se agregd 100 uL de bacteriofagos con un fitulo
mayor de 1070 ufp/mL (en el caso de seleccionar las placas segin su
fenotipo, se selecciond 1-10 placas aisladas y fueron tomadas con puntas
de 10uL para micropipetas). Se agregd 50 ul de solucion de CaCl2 0,1M y
se dej6 a temperatura ambiente por 15 minutos para facilitar
absorcion/infeccion. Luego se llevd a un volumen final de 30 mL con
medio de cultivo LB y se suplementd con MgCl2 para una concentracion
final de 10 mM y se incubd a 37°C con agitacion de 250 rom durante 6
horas (con algunos fagos de fenotipo turbios de mEp021 a las é horas no
se observo lisis o restos celulares; con fagos de fenotipo claro de mEp021

en aproximadamente 5 horas se observo lisis completa).

Luego de la incubacion para lisis se agregd 400 uL de cloroformo (CHClg)
y mezcld con el vortex por 2 minutos para luego centrifugar a 4400g por 5
min y recuperar el sobrenadante y almacenar a 4°C, sin exposicion a la

luz.

Protocolo para titulacidon de bacteridéfagos.

Se prepard la infeccidon con el bacteriofago de interés en tubos de vidrio
de 10 mL con tapa. De un cultivo de células de E. coli pre-crecidas en
medio liquido LB por 18 horas. Se tomd 300 uL de células y 3,5 mL de agar
T@ bien disuelto (~40°), se mezcld en vortex cuidadosamente y se vertio el
volumen en cajas de T@ sdlido, esparciendo bien sobre toda la caja vy sin

dejar burbujas. Luego de dejar solidificar a temperatura ambiente ~10
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minutos, se agregaron gotas de 5ul de diluciones seriadas (102, 104, 10-¢
y 108; preparados con diluciones 1/100 de 5 uL en 495 ulL de solucion TMG)

de la solucion de bacteriofagos.

Protocolo para distincidon de fenotipo de bacteriéfagos.

Se prepard la infeccidon con el bacteriéfago de interés en tubos de vidrio
de 10 mL con tapa. De un cultivo de células de E. coli pre-crecidas en
medio liquido LB por 18 horas, se agregd a cada tubo 300 uL de células
pre-crecidas y una alicuota de bacteridfagos en la diluciéon adecuada
para obtener de 20-100 placas en caja (para fitulacion, seleccion de

placas y distincion del fenotipo).

Posterior a 15 minutos de incubacion (bacterias y bacteriéfagos) a
temperatura ambiente (~25°C) para facilitar la absorcién/infeccion, se
agregd a cada tubo 3,5 mL de medio T@ disuelto (~40°C) y se mezcld
hasta homogeneizar para luego servir el contenido en cajas de medio Td
solido. Luego de dejar solidificar a temperatura ambiente (~10 minutos),
se incubd a 37°C por 18 horas. Al dia siguiente, se contabilizd el nUmero

de placas y describid el fenotipo claro versus turbio.

Protocolo para pases de fagos de una sola placa.

A partir de una caja de reciente preparacion con placas aisladas de
bacteriofagos (ver protocolo para distincion de fenotipo de
bacteridfagos), se selecciond de la caja, placas debidamente aisladas o
separadas segun el fenotipo deseado (e.g. bordes, tamano vy turbidez)
que fueran claramente diferenciables. Con una punta estéril, de
capacidad 10 yL para micropipeta, se tocd sélo una vez la placa
seleccionada gentilmente sin hundir completamente la punta en el agar

como se indica en la figura 6.
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El contenido de la punta (fagos y restos de T@ solido) se disolvid en un
tubo de 1,4 mL con 50 ul de solucion TMG. El fago obtenido (~10¢ ufp/mlL)

se empled para titulacion y amplificacion.

Pipet tip
Cleared area of
bacterial lawn (plaque)
Top agar layer with
bacterial lawn growth

|\ 7H10 CB/CHX bottom agar layer

Figura é. Representacion de la forma de seleccionar cepas a partir de

una sola placa viral.

Protocolo para la extraccion de ADN gendmico de fago.

A partir de una solucion matriz de bacteriéfagos con titulo mayor o igual
a 1070 ufp/mL se separd una alicuota 600 pyL en tubo de 1,4mL. Para
eliminar células, ADN y ARN libre se agregd un volumen igual de solucion
de DEAE celulosa y mezcld por inversion del tubo unas 30 veces. Para
eliminar la celulosa se centrifugd a 12,000g por 5 minutos y se recupero el
sobrenadante en un nuevo tubo de 1.4mL. Las particular virales fueron
lisadas con 500 uL de una solucion de fenol:Cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) y vortex. Luego, el ADN gendmico viral en la fase acuosa fue
recuperado y purificado por precipitacién con etanol y dos lavados
subsiguientes con etanol al 70% después de incubar con el etanol a
temperatura ambiente por 5 minutos y centrifugar a 12,000g por 5 minutos.
El DNA gendmico sin restos de etanol fue resuspendido en 50 ylL de agua

ultra pura o solucidn TRIS 10mM (pH 8) y almacenado a -20°C hasta su uso.

Protocolo experimental para la preparacion de células competentes.
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De un cultivo de células E. coli pre-crecidas en medio sélido LB por 18
horas, se selecciond una colonia aislada para inocular 5 mL de medio LB,
luego se incubd a 37°C por 18 horas con agitacion de 250rpm. Al dia
siguiente se prepard una diluciéon 1/50 en medio LB y se crecid por 3h a
37°C con agitacion de 250rom (o hasta alcanzar una DO¢0=0,4). Luego
de la incubacion las células se colocaron en hielo por 30 minutos para
luego centrifugarlas a 4,400g por 10 minutos a 4°C. El agregado celular
fue resuspendido con 10mL de solucion de CaCl2 100mM y dejado a 4°C
por 15 minutos, el paso anterior se repitid para finalmente recuperar un
volumen de 1mL de solucion CaCl, 100mM 40% glicerol para almacenarlo

en congelaciéon a -70°C hasta su uso.

Protocolo para la transformacion de células competentes.

Un volumen de 50 L las células competentes fue descongelado a 4 °C, a
lo cual se agregd la mezcla de ligacion o pldsmido (5-15 yL y hasta 100ng
de ADN) para fransformar. Luego de incubar a 4°C por 20 minutos se dio
un choque térmico de 40 segundos a 42°C y se volvid a colocar la
muestra a 4°C para agregar 1 mL de medio SOC e incubar durante 1 hora
a 37°C con agitacion de 250rpm. Finalmente se centrifugd a 12,000g por
5 minutos vy las células recuperadas en 50 plL fueron sembradas en cajas

de agar LB suplementado con antibidtico de seleccion.

Protocolo para la extraccion de ADN plasmidico.

De un cultivo de células de E. coli (tfransformadas con el pladsmido) en
cajas de medio LB, se selecciond una colonia aislada para crecimiento
en 5 mL suplementado con el anfibiético de seleccion por 18h a 37°C con
agitacion de 250rpm. Se recuperd el agregado celular por centrifugacion

a 12,000g por un minuto a 4°C para resuspender en 100 pylL de solucion |
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(Tris Clorhidrato 50mM y EDTA 10mM a pH 8), luego se agregd 200 ul de la
solucion Il (SDS 0,1% y NaOH 0,2N) y luego de disolver y mezclar se agregd
150 yL de solucion Il (Acetato de potasio 3M). Después de mezclar por
inversion 5 veces se centrifugd a 12,000g por 5 minutos a 4°C para
recuperar el sobrenadante. Luego se agregd 3 ulL de RNAsa 20 ug/mL vy

se dejo a temperatura ambiente por 5 minutos para eliminar el ARN.

A la solucion restante se agregd 500 uL de una solucion de
fenol:Cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y mezclo con el vortex.
Luego .el ADN plasmidico en la fase acuosa fue recuperado y purificado
por precipitacion con etanol y dos lavados subsiguientes con etanol al
70% después de incubar con el etanol a temperatura ambiente por 5
minutos y centrifugar a 12,000g por 5 minutos. EIl ADN plasmidico sin restos
de etanol fue resuspendido en 50 uL de agua ulira pura o solucion TRIS

10mM (pH 8) y almacenado a -20°C hasta su uso.

Obtencidon y comprobacidn de liségenas.

De un cultivo de células de E. coli pre-crecidas en medio liquido LB por 18
horas, se preparod la infeccidon con el bacteridofago de interés en tubos de
vidrio de 10 mL con tapa. Para ello, se agregd a cada tubo 300 pL de
células pre-crecidas y una alicuota de bacteriofagos en la dilucion
adecuada para obtener de 20-100 placas en caja. En esterilidad, con la
punta de un asa estéril se tocd sélo una vez la placa seleccionada
gentilmente (sin hundir completamente la punta en el agar). El asa con
bacterias lisdgenas candidatas se extendid suavemente sobre una caja
Petri con medio agar LB y se estridé de la manera tradicional para diluir las
bacterias y poder observar colonias independientes. Para cada cepa de
bacteridfago se selecciond al menos 4 colonias independientes y se
dejaron incubando a 37°C por 18 horas. Para cada caso se selecciond
una colonia y se replicd 4 veces por aislamiento de colonias en medio
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agar LB. Después del cuarto pase se inoculd 4 mL de medio LB liquido y se
dejo incubando a 37°C por 18 horas con 250rpm de agitacion constante.
La comprobacion de cada candidata lisogena se realizé de dos maneras:
por resistencia a la infeccion con el mismo bacteriéfago y por produccion

de bacteriofagos en el sobrenadante.

Produccién de bacteridéfagos en sobrenadante.

Se tomd 1ml del cultivo de cada liségena candidata, y se agregd 100 L
de cloroformo para eliminar las células, luego se centrifugd a 12,000g por
5 minutos y se recuperd el sobrenadante con las posibles particular virales.
Al sobrenadante obtenido se le realizdé una fitulacion de bacteriéfagos
segun el protocolo descrito anteriormente. En caso de obtener ufp, es un

indicativo de que la candidata es liségena.

Andlisis de resistencia a la infeccion

Por ofro lado, se tomaron 300 uL del cultivo de cada liségena candidata
para hacer el andlisis de susceptibilidad a la infeccion del bacteridfago,
ello por goteo de diluciones seriadas de una solucidon matriz de manera
similar al protocolo de fitulacion de bacteridfagos. Sila bacteria del tapiz

es resistente, es indicativo de que la candidata es lisdégena.

Andlisis in silico

El andlisis del genoma vy los distintos genes putativos de mEp021, fueron
analizados a nivel de nucledtidos y aminodcidos en los siguientes
servidores: BLAST, Basic Local Alignment Search Tool

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) (Altschul, et al., 1990) y el InterProScan
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(Quevillon, et al., 2005) perteneciente a EMBL-EBI, The European
Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/).
Se utilizd el servidor I-TASSER (Zhang, 2008; Roy, 2010) y PRALINE

(http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/) para predecir la estructura

secundaria y ferciaria en caso de que fuera requerido se uso el programa

PyMOL v3.30 (Schddinger, LLC. hitp://www.pymol.org/) para visualizar el

modelo de la estructura terciaria de las proteinas de interés.

Reaccidon de Restriccidon

Las reacciones de digestion se realizaron por incubacion a 37°C y por al
menos 4 horas con ~1 uyg/ml de ADN. SegUn cada caso se emplearon las
enzimas EcoRl, Hindlll, Blpl o Ndel (38U de enzima por cada ug de ADN)

para un volumen de reaccion final de 20 ulL.

Reaccion de ligacion

En este tfrabajo se utilizaron dos vectores para las distintas construcciones.
Para la clonacién de fransicion se utilizd la construccion de los insertos de
inferés en el plasmido pJET1.2/blunt (Clonelet PCR cloning kit de Thermo
Scientific); de acuerdo a las recomendaciones de la casa comercial para
un volumen final de reaccion de 10 yL y empleando una relacion
inserto:vector de 4:1. Para el vector de expresion se utilizd el pladsmido
PKQV4 (un derivado de pKK223-3 de Amersham Pharmacia Biotech,
Cleveland, OH). En este caso se obtuvo insertos derivados de la digestion
enzimdtica con las enzimas EcoRl y Hindlll (directo de producto de PCR o
bien de clonaciones en pJET1.2), los productos purificados se clonaron en
PKQV4 con la T4 DNA ligasa (Thermo Scientific) empleando las siguientes

condiciones: 50 ng de vector previamente digerido con las mismas
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enzimas y purificado, 4 veces la cantidad en ng de inserto, mezcla de
reaccion 1X, 1U de enzima ligasa y agua (para biologia molecular) hasta
un volumen final de 15 uL, la reaccion se llevé a cabo a temperatura
ambiente por incubaciéon de 1 hora a 25 °C. Los productos de ligacion se

utilizaron directamente para fransformacién en las cepas de interés.

Amplificaciéon por reaccidn en cadena de la polimerasa

La amplificacion del gen candidato se llevé a cabo por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) usando
el producto comercial Dream Taqg (Thermo Scientific, USA) con las
siguientes condiciones: solucion buffer 1X, cebador sentido 10 pmol,
cebador antisentido 10 pmol, dNTPs 0,2 uM cada uno, ADN de 10-100ng y
1.25u de Dream Tag ADN polimerasa para un volumen final de 20uL.

Los cebadores fueron disenados con el programa Oligo7 (Primer Analysis
Software, Wojciech & Piotr Rychlik v7.6) y revisados en la pdagina en
internet Primer design foo - NCBI

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/).

Todos los cebadores fueron comprados a la empresa Oligo T4 (México,

hitp://t4oligo.com). Una vez adquiridos los cebadores fueron re-

suspendidos a una concenfracion de aimacenamiento de 1 mM y diluidos
a una concentracion de 10 uM para la alicuota de uso. La lista de los
cebadores empleados asi como las condiciones de amplificacion se

muestran en la siguiente tabla (Tabla 1)
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Tablal. Cebadores y condiciones de amplificacion.

Tipo

Sentido
Anfisentido
Sentido
Anfisentido
Sentido
Anfisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Sentido
Antisentido
Sentido

Antisentido

Blanco

Rep

Rep
Antirep
Antirep
Antirep5x
Antirep5x
Antirep2
Antirep2
DAM
DAM
DCM
DCM
DCM?2
DCM?2
Antireg
jorot-fw
jorot-rv
jorot-fw2
jorot-fw4
jorot-rv2
jorot-fw3
jorot-rv3

Secuencia Amplicon
(pb)
CCGG AATTICATGAAAACAAAATGGTATGACTTAGC
CCCA'AGCITATGGCAGGTITACGATCTICGCATC s64
CGG AATTCAAGGATATGGAAATICTTIGC
CCCA AGCITATTATTAGCGCCAAAACTIC 377
TCACACAGGAAACAG AATICATGGATGATAAGGTGTGGAGG
CATCCGCCAAAACAGA AGCTITGCGGGGTTTTICTTGTCAGTAG 1233
TCACACAGGAAACAG AATTCATGGCACGGCGTAATCAC
CATCCGCCAAAACAGA AGCTITCACCTATAAGTTATCACGCAGG 273
CCGG AATICGGCGTAATGAAAAATGATITIGGAG
CCCA'AGCITCCTCTITGCTCAATTIGTTTC 612
CCGG AATICTAGAAAATGAGCAGGGGTAAACATIG
CCCA'AGCITTGGATACATCAGAACAAGGTGAATAGC 855
CGG AATTCATGAGGCAACATAATG 246

CCCA AGCITAATTTGCCTCATGGTTAG
GGGTITATCGATCATCCACGGAATCAATAATC

CCGG AATICCACGAAACAGGGGGTTTATATG
CCCAAGCITCACTICTGCAACTGGTGAC

CCGG AATICATGATTAGCGACATTAAAGATC

CCGG AATICCGAAAGTGTCTGAAGTATCAAC

CCCA AGCTICTATTTTCGAGCGITGAC

CCGG AATICAGCGGTGTAAATGCTICG

CCCA AGCITGACCATICTGTAATACTIGAG

Nota: Sitio EcoRI G”AATIC vy sitio Hindlll A AGCTT (el simbolo *

denota el sitio de corte)
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Condiciones de PCR

Se utilizé el termociclador T100 Thermal Cycler de Bio-Rad.

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 96°C 2°00”
inicial
Desnaturalizacion ?6°C 20
Hibridacion 56-58°C 207 35
Polimerizacion 72°C 17 ciclos
Polimerizacion final 72°C 5

4°C o0

Electroforesis de ADN

El andilisis de los fragmentos de ADN se realizd por medio de electroforesis
en geles de agarosa al 1% en solucion Tris-Acetato-EDTA 1X (Tris 40mM,
dcido acético 20mM, y EDTA 1TmM). Las corridas se realizaron a 85V por
tiempos de 1 hora para geles pequenos y 2 horas para geles grandes.
Como marcador de tamano molecular se empled el producto Gene Ruler
DNA Ladder (Thermo Scientific) con marcadores de 10000, 8000, 6000,
5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1200, 1000, 200, 800, 700, 400, 500,
400, 300, 200, y 100 pares de bases.

Secuenciacién del producto de PCR.

Se utilizd el kit de secuenciacion BigDye Terminator V1.1 bajo las siguientes
condiciones: 100 ng de ADN (producto de PCR purificado), 10 pmol de

cebador sentido o anfisentido, mezcla de reaccion 1X y agua grado
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biologia molecular hasta 10 yL de volume final de reaccion. Las

condiciones del termociclador fueron las siguientes:

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 94°C 5
inicial
Desnaturalizacion 94°C 20"
Hibridacion 55°C 20~ 25
Extencion 60°C 4’ ciclos
4°C o0

La reaccion se purificd por precipitacion con EDTA/Etanol. La reacciéon de
PCR de secuenciacion se transfirié a un tubo de 1.5mL, se agregaron 5uL
de EDTA 125mM pH8.0 y 60uL de etanol absoluto, para luego incubar a -
20°C por 18 horas. Luego de la precipitaciéon del ADN, se centrifugd a
1,000g por 5 minutos y se descartd el sobrenadante, luego se realizd dos
lavados similares con 250ul de etanol al 70%, pero con incubaciones de 5
minutos. Finalmente, se dej6 secar el precipitado a temperatura ambiente
(25 °C). Las muestras fueron enviadas a analizar a la Unidad de Acidos
Nucleicos del Centro de Investigacion y de Estudios avanzados del
Instituto  Politécnico Nacional. Para visualizar el resultado del
electroferograma resultante, se utilizd el programa Chromas v2.6
(www.technelysium.com.au) y para alinear las secuencias se utilizd el

programa SeaView v4.6.1 (http://doua.prabi.fr/software/seaview).
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RESULTADOS

1. Comprobacidon del doble fenotipo de placa de mEp021

El modelo de estudio de este trabajo es el bacteriéfago mEp021. El
primer andlisis consisti® en obtener la cepa original sobre la cual se
caracterizdé el fendmeno de aparicién del doble fenotipo de placa.
Primeramente, de una semilla original de mEp021, se realizd6 ensayo de
titulacion, por medio de goteo de diluciones seriadas sobre el tapiz
bacteriano de la cepa E. coli W3110. El andlisis se realizd por 4 réplicas y
en todos los casos se observd un titulo de ~1x10'0 ufp/mL (unidades
formadoras de placa por mililitro). La figura 7 muestra una ampliacion
fotogrdfica del goteo por duplicado de 5 pyL de la dilucion 108 de la
semilla original de mEp021, por la escasa resolucion de la imagen se

resalta con flechas color rojo las placas claras en medio de multiples

placas turbias.

Figura 7. Goteo del bacteriéfago mEp021 sobre un tapiz de la cepa E. coli W3110. La fotografia es
una amplificacion del goteo de 5 uL de una dilucidon 108 se la semilla original de mEp021. Se
destaca con flechas en color rojo las placas de fenotipo claro rodeadas de placas turbias.

Con base en este resultado, fue necesario descartar la posibilidad de

una contaminacioén en la cepa original, bien sea con algun fago litico o
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con alguna mutante espontdnea del mismo fago. Para ello se realizd una
purificacion por seleccion de placas segun su fenotipo, una posterior
propagacion por lisado en caja, para observar el fenotipo en las placas
confluentes y luego una propagacion por lisado en medio liquido segin

los protocolos descritos en la seccion de Materiales y métodos.

A partir de la observacion de placas en caja completa (20-100 placas)
se seleccionaron 4 placas claras y 4 placas turbias. Cada una fue
resuspendida en solucion TMG para luego propagarlas. Al observar las
placas confluentes en caja en el primer pase, el fenotipo se preservd
predominantemente claro o turbio segun el caso. A cada una de estas
cepas se les realizd propagacion, titulaciéon y corroboracion de fenotipo
en placa; tanto las placas claras como las turbias tuvieron fitulos similares
de ~ 100 ufp/mL, y preservaron su fenotipo claro o turbio, segin cada
caso (figura 8). Con estos resultados, se pudo afirmar que en la semilla
original de mEp021 efectivamente existen al menos dos poblaciones de
bacteridfagos, unos que dan fenotipo de placa clara y otros que dan
fenotipo de placa tfurbia. En consecuencia, se requirid descartar la
posibilidad de una contaminacion con otro bacteriéfago y se propuso
obtener nuevas lisdgenas de los fagos temperados obtenidos.
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Figura 8. Fenotipo de cepas que dan placa turbia (A) y cepas que dan placa clara (B) de mEp021.

2. Obtencidn de E. coli W3110 lisbgenas de mEp021

La obtencién de lisdgenas se realizd siguiendo el protocolo descrito en
la seccion Materiales y Métodos, se selecciond 10 bacterias candidatas
(de placas independientes) luego de 4 pases sucesivos por aislamiento en
agar LBy fueron corroboradas por resistencia a la infeccién con el mismo

bacteridéfago, por producciéon de bacteriéfagos en el sobrenadante y por
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amplificacion por PCR del gen rep de mEp021 a partir de DNA gendmico
bacteriano (producto de amplificacidon de 664 pb, figura 9). Las
candidatas fueron identificadas con las letras LSG seguidas de un numero
consecutivo del 1 al 10. De las 10 candidatas solo LSG3 y LSG4 resultaron
no lisdgenas para mEpO021, pero si resistentes espontdneas a la infecciéon
por mEpO021 (estas cepas no amplifican por PCR el gen rep de mEpO021).
Seguidamente se realizé la caracterizacion de la progenie viral de las
candidatas positivas por comprobacion del fenotipo en caja completa,
a partir de los primero 4 pases sucesivos y también en un noveno pase
para evaluar la estabilidad de las liségenas, los resultados se muestran en
lo tabla 2.

Figura 9. Gel de electroforesis de los productos de PCR del gen rep de las cepas E. coli W3110
candidatas de liségenas de mEp021. El gel es 1% agarosa y se cargd 5 uL de cada muestra, el
mismo fue corrido por 1 hora a 100V. Carriles 1 al 6 cepas LSG1 a LSGé; carriles 8 al 11 cepas LSG7
a LSGI10 respectivamente; carriles 7 y 14 marcador de tamano molecular Gene Ruler; carril 13
control negativo de PCR.
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Tabla 2. Contabilizacién del nGmero de placas turbias y claras provenientes del sobrenadante de
lisdgenas W3110 [mEp021] de 24 horas. Las diferentes cepas obtenidas fueron nombradas como
LSG seguidas de un nUmero (1-10). Las columnas 1-10 corresponden a la caracterizacién de la
progenie viral del sobrenadante de las cepas lisdbgenas al cuarto pase. Del pase nUmero nueve
sélo se muestra el valor final de contabilizacion (columna 11). N=nUmero, pL=microlitros,
mL=mililitros, C/T=relacién de placas claras entre placas turbias en porcentaje.

Cepa

N de N de

Volum factor de turbias turbias claras claras c/T C/T

w3110 plac:qs placas en L dilucién por uL por mL por uL pormL pase4d pase9
[mEp021] turbias claras

LSG1 87 0 10 100 870 8.7x105 0 0.00 <1/87 0%
LSG2 36 0 10 1000 3600 3.6x10¢ 0 0.00 <1/36 0%
LSG3 Resistente sin profago (comprobado por PCR)
LSG4 Resistente sin profago (comprobado por PCR)
LSG5 414 6 10 4 165.6 1.7x105 2.4 2.4x103 1% 2%
LSGé 105 10 25 1 4.2 4.2x103 0.4 4.0x102 10% 0%
LSG7 76 11 25 1 3.04 3.0x103 0.44 4.4x102 14% 3%
LSG8 90 10 25 1 3.6 3.6x103 0.4 4,0x102 1% 13%
LSG9 105 12 25 1 4.2 4.2x103 0.48 4.8x102 1% 2%
LSG10 40 9 25 1 1.6 1.6x103 0.36 3.6x102 23% 3%

Como se observa en la tabla 2, en el pase numero 4 el fitulo de la
progenie entre las cepas lisogenas es entre 103 y 105 ufp/mlL; las que tienen
mayor fitulo, LSG1 y LSG2, tienen una proporcion no identificada de
placas claras (1-4 claras en placas confluentes en una caja, 105 turbias
aproximadamente). Por ofro lado, la mayor proporcidén de placas claras
se observo en LSG10, la cual tiene también el menor fitulo. Evaluando la
estabilidad de las lisdgenas en la produccion de progenie se puede notar
que los porcentajes C/T difieren entre los pases 4 y 9, aungque algunos se
mantienen similares como los de las cepas LSG1, LSG2, LSG5 y LSG8. Se
puede concluir con estos resultados que la progenie de fagos
temperados de mEp021 provenientes de cepas lisdbgenas, contiene una
subpoblacion de bacteridfagos que generan fenotipo de placa clara (tal
como los bacteriéfagos virulentos) y que la proporcion de placas claras
con relacion a las turbias, asi como las tasas de induccion del profago
(produccion total de virus a partir de células liségenas) varia entre
lisdgenas de aislados diferentes, incluso comparando pases sucesivos.
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3. Andlisis del patron de restriccion del genoma de una seleccidn de
bacteriofagos de mEp021

Aungue en la comprobacion de las liségenas se analizd por PCR la
secuencia especifica del gen rep de mEp021, se propuso indagar sobre
la estabilidad e integridad del genoma por andlisis de restriccion del DNA

obtenido a partir de virus aislados de estas cepas lisdgenas.

Para este andlisis, se seleccionaron distintas cepas de mEp021. A partir
de la progenie de cada liségena diferente, se obtuvo una placa aislada
turbia y una placa aislada clara. Estas cepas seleccionadas se nombraron
con el prefijo oT 6 oC (para fago con fenotipo turbio o claro,
respectivamente), seguido de una numeracidon que corresponde dl
numero de la cepa lisdgena de la que proviene. Estas fueron propagadas
una vez por placa confluente y luego por lisado en medio liquido vy
finalmente revisadas por fenotipo de placa sobre tapiz de W3110. El perfil
del goteo para la titulacion de una seleccidon de cepas turbias y claras se
muestra en la figura 10, donde se puede notar el fitulo de cada una, asi
como la preservacion de su fenotipo. El titulo promedio para las cepas
propagadas fue de ~1x10"ufp/mL, sin diferencias entre claras y turbias;
ademas, luego de los dos pases consecutivos, las turbias siempre dan

fenotipo turbio y las claras preservan su fenotipo claro.

A

Figura 10. Titulacion de cepas claras y turbias sobre la cepa E. coli W3110. En la parte A se muestra
el goteo de diluciones seriadas 108, 106, 104y 102 de las cepas de fenotipo turbio de mEp021 ©T1,
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T2, 0T5, que se seleccionaron de las liségenas LSG1, LSG2 y LSG5 respectivamente. En la parte B
se muestra el goteo de diluciones seriadas 108, 104, 104y 102 de las cepas de fenotipo claro de
mMEp021 oC8, ©C9, oCl10, que se seleccionaron de las liségenas LSG8, LSG? y LSGI0
respectivamente.

Una vez confiimada la preservacion del fenotipo, se realizd la
exfraccion de DNA gendmico para su caracterizacion. El primer andlisis
consistid en corroborar por restriccion el genoma de las distintas cepas
aisladas con la enzima Ndel. Se seleccionaron 7 cepas claras
provenientes de lisdgenas diferentes y dos furbias también provenientes

de lisdgenas diferentes (figura 11).
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Figura 11. Electroforesis de DNA gendémico de distintas cepas de mEp021digerido con Ndel. Carril
1 genoma de la cepa original mEp021. Carriles 2 al 7, cepas de fenotipo claro de provenientes de
las cepas LSG5 a LSGI10 respectivamente. Carril 8 DNA gendmico del bacteriéfago lambda
digerido con Ndel. Carriles 9 y 10, cepas de fenotipo turbio provenientes de las cepas LSG1 y LSG2
respectivamente. Esquema a la izquierda, tamano de los fragmentos esperados. Las flechas con
color azul indican las bandas con migracién diferencial.

El andlisis de restriccion muestra que el DNA gendmico de las cepas
analizadas es similar a la muestra de referencia y concuerda a lo

esperado al realizar andlisis tedérico, aungue con algunas excepciones. El

DNA gendmico de las cepas ©C8 y oC9 asi como de la cepa oT2 (figura
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11, carriles 5, 6 y 10 respectivamente), muestran diferente migracion en la

banda que deberia ser de 8,840 pares de bases.

Dado que no se observa diferencia en ninguna ofra banda, la
diferencia en la migracion la banda de 8,840pb, sugiere que se ha
eliminado un fragmento de DNA. Sin embargo, la resolucion del gel no
permite inferir con certeza el tamano del fragmento eliminado o si alguna
ofra banda ha ganado el correspondiente tamano, en cuyo caso la
variacion corresponderia a la inversion o traslocalizacion de una porcion
de DNA a ofra posicion en el genoma. Como esta condicion estd
presente en solo 2 de los 6 bacteriofagos de fenoftipo claro y ademds en
uno de los dos fagos turbios analizados, podemos decir que no es la causa

de la variaciéon de fenotipo del bacteriéfago mEp021.

Para identificar la region de cambio del genoma en estas cepas de
MEp021, se escogid la enzima de restriccion Blpl (figura 12), que pudiera
generar un corte en la banda de 8,440pb. Los geles obtenidos de la

digestion simple se muestran en la figura 13.
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Figura 12. Mapa de restriccion teérico del genoma de mEp021 con las enzimas Ndel y Bipl. En la
parte A se muestra el andlisis de los fragmentos esperados con la digestién con la enzima Ndel, y
se resalta el fragmento donde aparece una migracién diferente en algunas cepas. En la parte B
se muestra el andlisis de los fragmentos esperados con la digestion con la enzima Blpl. Nota: Ambos
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mapas corresponden al arreglo circular del genoma de mEp021, se presume que en el viridn se
debe enconfrar de forma lineal, unido por apareamiento por los sitios “cos” (cohesive end sites);
sin embargo, los andlisis de restriccion concuerdan con estos mapas, es decir, con un arreglo
circular.
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Figura 13. Electroforesis de DNA gendmico de distintas cepas de mEp021digerido con Ndel o Bipl.
En los carriles 1, 6 y 11 se encuentran marcador de tamano molecular (Gene Ruler); carriles 2y 3
oT1 digerido con Ndel; en los carriles 4 y 5 ©T2 digerido con Ndel; carriles 7 y 8 oT1 digerido con Bipl;
carriles 9 y 10 ©T2 digerido con Bipl. Esquema a la derecha, tamano de los fragmentos esperados.

De la digestidon con Ndel del DNA gendmico de las cepas oT1 y oT2
podemos decir que se repite el resultado, por lo que probablemente
existe una pérdida de material genético en el genoma de la cepa oT2.
Aunque la resolucion del gel nuevamente dificulta deducir el tamano del
fragmento, se puede decir que la diferencia enfre la migracion de las
bandas corresponde a unos 1000 pares de bases aproximadamente

(Figura 11, carriles 5,6 y 10).

Por ofro lado, la digestion con la enzima Blpl arroja dos diferencias
significativas. Primeramente, la banda de 13,312 pares de bases parece
migrar diferente en ©T2, es decir presenta un menor tamano del

esperado. En segundo lugar, la banda esperada de 4,934 pares de bases
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estd ausente en las cuatro muestras. Respecto a esta Ultima, se podria
deducir que existe una incongruencia con el patrén tedrico esperado, de
acuerdo al genoma de mEp021 (aun sin publicar); esta regién incluye un
segmento de alta complejidad ya que confiene repetfidos que han
dificultado el ensamblaje (figura 14). Es probable que el fragmento de
4,934pb pueda incluir una secuencia exfra y su tamano sea similar a

5,643pb porlo que en el gel se verian superpuestas.
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Figura 14. Comparacioén de la secuencia correspondiente a la banda de 4,934pb del genoma de
mEp021 con la secuencia del profago FHI?9. Las barras de color rojo indican los segmentos de alta
similitud, las barras azules indican los ORFs anotados en estos segmentos. En la parte de arriba la
secuencia de FHI?9 y abajo la secuencia de mEp021. El enfrecruzamiento de las barras de color
rojo en el centro de la figura es indicativo de repetidos en las secuencias. La figura fue generada
con el programa Artemis Comparison Tool (ACT, Sanger Institute).

Respecto a las bandas que migran diferente, se puede decir que
con Ndel la banda que corresponde las coordenadas 42,673-51,113 en el
genoma de mEp021 aparece mds pequena; igualmente, aparece mas
pequena o con mayor migracion con Bipl la banda que corresponde las
coordenadas 45,726-5,354 (considerando el mapa circular del genoma
de 53,887 nucledtidos). Por tanto, con estos resultados se infiere que el
fragmento ausente debe encontrarse enfre los nucledtidos 45,951 (sifio

Bipl) y 51,338 (sitio Ndel). Para afinar un poco mas la localizacion, se realizé
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una doble digestion con las enzimas Ndel y Blpl, como se muestra en la
figura 15, considerando que la regidon con pérdida de material genético
se encuentre en la barra destacada con color verde (figura 15, banda de
5,387 nt).
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Figura 15. Mapa de restricciéon tedrico de la doble digestion del genoma de mEp021con las
enzimas Ndel y Blpl. En color azul claro se muestran los fragmentos que se esperan sin ninguna
diferencia. En color verde, el fragmento de 5,387pb que podrian variar en tamano respecto a la
estimacion tedrica y en color lila la banda tedrica no encontrada en el andlisis de restriccion con
la enzima Blpl.

A partir del resultado de la doble digestion enzimdatica, solo se
puede decir que aparece una banda de aproximadamente 4,500 pb
(figura 16, carriles 12 y 14), la banda esperada de tipo silvestre es de
5,387pb, que se ubica en una region dificil de definir por la superposicion
con ofras bandas de tamano similar. Aun asi, al realizar la giferencia de
5,387 menos 1,000pb (tamano aproximado del fragmento que se pierde)
es igual a 4,387, lo que coincide de forma parcial con la banda que
aparece diferencialmente enfre las cepas ol1 y ol2 (carriles 11 y 12
ademds de 13y 14 en la figura 16). De lo anterior se puede inferir que el
fragmento modificado se encuentra entre las posiciones 45,276 y 51,113
en el genoma de mEp021, que abarca casi completamente el gen que

codifica ala proteina estructural J de la cola (figura 17).
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Bipl-Ndel

Figura 16. Electroforesis de DNA genémico de la doble digestion del genoma de mEp021con las
enzimas Ndel y Bipl. Carriles 2-5 digestion con Blpl; carril 6 al 9 digestién con Ndel; carriles 11-14
digestion doble con Ndel y Bipl. Carriles 1 y 10 marcador Gene Ruler; Carriles 2, 4, 6,8, 11 y 13 con
DNA gendmico de oT1; Carriles 3, 5,7, 9, 12y 14 con DNA genémico de oT2. Esquema ala derecha,
tamano de los fragmentos esperados; se destaca en color rojo una banda extra de ~4,500 pb
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Figura 17. Esquema de localizacién del fragmento con posible eliminacion de ~1 Kb en el genoma
de mEp021. En color rojo se muestran los marcos de lectura, el mds grande corresponde a la
proteina estructural J que abarca casi completamente las coordenadas de los sitios Blpl 45,951 y
Ndel 51,338. Las flechas indican secuencias iguales de 35 pb (ver figura 23)

La pérdida de este segmento en el gen J fue confirmada por un gel de
proteinas estructurales empleando las cepas oT1 y ©T2 realizado por los
Doctores Eva Martinez-Penafiel y Omar Sepulveda (figura 18, datos no

publicados).

Figura 18. Gel de proteinas estructurales de mEp021 de las cepas ©T1 y ©T2. Carriles 1y 6 patréon
de tamano molecular, carriles 2-5 proteinas estructurales de oT1, volumenes de carga 5, 10, 15y
20 respectivamente. Carriles 7-10, proteinas estructurales de ©T2, volUmenes de carga 5, 10, 15y
20 respectivamente. A la izquierda se identifica los tamanos del marcador utilizado (Precision Plus
Protein, Dual Xtra Standards de BioRad).

Para comparar la secuencia de la proteina J con otros bacteriéfagos
pertenecientes a putativos profagos similares a mEp021, se realizd el
andlisis del alineamiento con la herramienta en internet Blastp de NCBI

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgiePAGE=Proteins, figura 19). En los

resultados se puede notar que la regidn amino terminal es notoriamente
conservada en relacion al extremo carboxilo terminal, lo que es esperado
por su funcidn esencial. Entonces, se puede inferir que el fragmento que

se elimina podria estar en el segmento carboxilo terminal.
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Figura 19. Andlisis de comparacién de la secuencia de la proteina estructural J de mEp021 con la
base de datos de NCBI. Para este andlisis se empled el portal Blastp de NCBI, la proteina total es
de 1728 aminodcidos, de los cuales los primeros 1000 aproximadamente son mucho mds
conservados que los del extremo carboxilo terminal (colores verde y rosa).

Adicionalmente, al analizar la proteina para busqueda de dominios
comunes reportados en el portal CDD de NCBI (CDD,

hitps://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), se logrd

identificar tres dominios: 1) dominio putativo de cola de bacteridfago; 2)
dominio N terminal RecF/RecN/SMC, que estd relacionado al
mantenimiento estructural y dindmica de cromosomas eucariotas pero
también con proteinas involucradas con el metabolismo y recombinacion
del DNA; 3) dominio de funcion desconocida (DUF1983) tal como se

denota en la figura 20.
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Figura 20. Andlisis de la busqueda de dominios funcionales de la proteina estructural J. Para este
andlisis se empled el portal CDD de NCBI. El dominio COG4733 corresponde al dominio estructural
de cola de bacteriéfago, el dominio SMC a las superfamilia de mantenimiento estructural de
cromosomas (SMC por sus siglas en ingles) y el dominio DUF198 de funcién no asignada.

Para determinar la region variable se disenaron cebadores para
amplificar y secuenciar el gen que codifica para la proteina J,
especificamente para la region carboxilo terminal como o muestra el

esquema de la figura 21 y la tabla 3.

HOST SPECIFIC PROTEIN J (TAIL FIBER PROTEIN)
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Figura 21. Representaciéon esquemadtica de la estrategia de amplificacién y secuenciacién del gen
de la proteina estructural J. Para idenfificar el fragmento eliminado en este gen, se escogid
amplicones que se sobreponen entre siy que se localizan al extremo derecho del gen (C- terminal),
cada uno de los fragmentos se identificd con la letra D (extremo derecho) seguido de un niUmero
consecutivo 1 al 3.

Tabla 3. Ubicacién de los cebadores y tamanos esperados de la amplificaciéon y secuenciaciéon
del extremo C terminal del gen que codifica la proteina estructural J de fibra de la cola de mEp021.
La secuencia de los cebadores se encuentra registrada en Materiales y métodos.



Nombre del producto  Tamano Coordenadas Cebadores

Gen J 5,652 pb 45,720 a 51,371  JprotFW y JprotRV
D 3,164 pb 48,208 a 51,371  JprotFW2y JprotRvV
D1 1,238 pb 48,208 a 49,445  JprotFW2y JprotRv2
D2 1,064 pb 49,282 a 50,345  JprotFW3y JprotRV3
D3 1,159 pb 50,213 a 51,371  JprotFW4 'y JprotRV

Para determinar el fragmento de DNA que se elimina, se
comprobaron las cepas ¢T1 y ¢T2 por amplificacion de los productos D,
D1 D2y D3 respectivamente (figura 22). Como se muestra en la figura, la
amplificacion del fragmento D de 3,164pb en la cepa ¢TIl (confrol)
genera una banda con el tamano esperado, mientras que la cepa ¢pT2
genera un producto mds pequeno cerca de 2,000pb (figura 22). Con ello
se confiimd que efectivamente hay una eliminacion de ~1,000pb en el
extremos C-terminal del gen que codifica la proteina J. Por otro lado, la
amplificacion de los fragmentos D1, D2 y D3 generd resultados diferentes,
los tres fragmentos amplificaron de acuerdo a los tamanos esperados
para la cepa ¢T1; sin embargo, con la cepa ¢T2 solo el fragmento D3
amplificd del tamano esperado. Esto indica que Ia regidn que se elimina

se encuentra entre los fragmentos D1y D2.

Para identificar la secuencia de esta region de la cepa ¢T2, el
producto D fue purificado y secuenciado con los cebadores JprotFW2,
JprotRV vy JprotRV3. En los andlisis de electroferogramas y alineamiento
con la secuencia silvestre del gen J se confirmd la eliminacion de 1002
nucledtidos. Sorprendentemente, este fragmento en la secuencia silvestre
se encuentra flanqueados por dos repetidos de 35 nucledtidos cuya
secuencia es  GCTATTGCAGACGAAACGAAGGCACGCACTGACGC
como se observa en la figura 23 (ver figura 17 para ubicacién de los

repetidos en el gen).
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Figura 22. Electroforesis de la amplificacién de los productos D, D1, D2, D3 y D4 de las cepas ¢T1
y @T2. En el primer carril se muestra el marcador Gene Ruler, los fragmentos D1 y D2 no
amplificaron en la cepa ¢T2. Para el patrdn del marcador, ver figura 13.
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Figura 23. Alineamiento de la secuencia del fragmento D obtenida con el cebador JprotRV3 de las
cepas ¢T1y @T2. En la parte A se muestra el alineamiento de la regién rio arriba donde comienza
la eliminaciéon de los 1,002pb y en la parte B el alineamiento rio abajo. En recuadros negros
punteados se destaca los repetidos de 35 nt. T2: cepa ¢T2, T1: cepa @T1, jprot: secuencia silvestre.
(En anexos, Electroferogramas 1)

jprot
T1

4. Andlisis de estabilidad a distintas temperaturas de crecimiento

En la caracterizacion inicial del bacteriofago mEp021 se habia
determinado que no presenta viabilidad a 32°C de incubacion
(Kameyama et al 1999), y ademds en los resultados preliminares de este
trabajo se encontrd que fluctuaciones en la temperatura parecian influir
en la aparicidon de placas claras en la infeccion de la cepa E. coli W3110.

Por tanto, se realizd un ensayo de goteo de distintas cepas de mEp021
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(claras y turbias) sobre esta cepa bacteriana, con incubaciones a 32 °C,
37 °C y 42 °C; el goteo se realizd con 5 yL de distintas diluciones de cada

semilla (102, 104, 10¢y 108), y los resultados se resumen en |la figura 24.

Figura 24. Andlisis de crecimiento y fenotipo de mEp021 a 32, 37 y 42°C. Para este ensayo se
escogid cepas de mEp021 de fenotipo claro y turbio respectivamente, de cada una se goteo 5 uL
de diluciones seriadas 102, 104, 106 y 108 sobre la cepa E. coli W3110 y se incubo por 18 horas a la
temperatura indicada. Las cepas de fenotipo claro se indican con flechas de color rojo, de
fenotipo turbio con color azul.
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Como se observa en la figura 24, a 32°C el crecimiento es limitado pero
parecen afectarse menos las cepas claras, hay infeccion hasta la dilucidon
106 aungue fenotipicamente se observan como si fuesen placas turbias.
En el caso de las cepas turbias, solo se ve infeccion en las diluciones mds
bajas 102y 104. A 37°C se observa el titulo de cada cepa asi como su
fenotipo control claro o turbio. El hallazgo mds importante ocurre a 42°C,
donde todas las cepas utilizadas alcanzan su titulo equivalente a 37°C y
son notoriamente claras. Este resultado resalta la adaptacion funcional
de mEp021 para ser mds eficiente, o replicativo, o bien mds virulento a
temperaturas mayores a 37°C y la opuesta restriccion o impedimento a
32°C. Aun asi, es de notar que las cepas claras parecen tener menos
impedimento a 32°C, ya que disminuye el titulo 2 érdenes de magnitud en
vez de casi 4 érdenes de magnitud como en el caso de las cepas turbias.
De esto se puede inferir que fagos que producen placas claras tienen

mayor ventaja en su desarrollo a temperaturas menores a 37°C.

5. Andlisis de estabilidad del fenotipo y obtencidn de nuevas

lisdgenas

Con la finalidad de discernir si la aparicion de placas claras se debe a
mutaciones espontdneas en el genoma de mEp021, se realizaron pases
sucesivos a partir de 4 cepas: mEp021 (semilla original), ©T1, ©T2 y ©T10,
considerando que oT2 tiene la variacion del gen de la proteina J y que
oT10 proviene de la lisdgena que arrojo la mayor proporcion de placas
claras versus turbias (23%). De las cepas oT1, ©T2 y oT10 (cada una
proveniente de una placa aislada) se dio un primer pase por
amplificacion por placa confluente y un segundo pase por lisado en
medio liquido. Para los pases 2 y 3 se selecciond solo una placa furbia

debidamente aislada.
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En la siguiente tabla (tabla 4) se muestra la contabilizacion de placas
en cada pase sucesivo, para lo que se prepard infeccidon sobre E. coli
W3110 estimando la cantfidad de virus para contabilizar ~100-200 placas
por caja. En los pases 2 y 3 se realizé observacion en placas confluentes,
y se contabilizd el niUmero, el cual se muestra en la tabla para cada una.
Se puede concluir que luego del primer pase (el bacteriéfago original
proviene de propagacion por lisado en cultivo liquido) el fenotipo es
invariablemente turbio, incluso en la observacion de placas confluente
sobre tapiz de W3110, o mds apropiadamente podemos decir que existe

menos de una placa clara en ~1x105 placas turbias.

Tabla 4. Contabilizaciéon de placas para la caracterizaciéon de fenotipo de fagos turbios en pase
sucesivos. En cada casilla se muestra el nUmero de placas contabilizadas, luego del simbolo “;" el
nUmero de placas claras contabilizadas y entre paréntesis la estimacién por observaciéon en placas
confluentes. Para los pases, cada placa aislada fue tomada y resuspendida en 50 uL de TMG. Para
conteo de placas aisladas se goted 5 UL de una dilucion 1/100, para observacién en confluente
se empled 15 pL sin diluir; el titulo promedio para cada placa en 50 uL de TMG fue del orden ~10¢
ufp/mL.

cepa Pase #1 Pase #2 Pase #3
MEpPO021|1344;10 1257 (<1:10%) [929(<1:109)
oll [1278;0 791(<1:10%) [B61(<1:109)
ol2 |1752;1 899(<1:10%)  |736(<1:10%)
oT10 [1283;0 785(<1:10%)  [445(<1:109)

Con los bacteriéfagos oT1, oT2 y oT10 seleccionados estrictamente
de una sola placa turbia, se realizdé un cuarto pase, para luego hacer el
procedimiento para obtencidon de lisdgenas W3110 [mEp021]; luego se
caracterizéd la progenie para contabilizar placas claras versus turbias. Para
ello se prepard una incubacion de cada cepa por 24 horas a 37°C a 250
rom. A 1 mL de sobrenadante, se agregd 150uL de cloroformo y se mezcld

por 10 segundos para eliminar células, luego se centrifugd a 12,000g por 5
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minutos, se conservo el sobrenadante con las particulas virales a 4°C hasta

SU USO.

Para facilitar la enumeracion de las placas y de visualizacion del
fenotipo se prepard la infeccion para obtener sobre el tapiz entre 100-200
placas por caja (tabla 5).

Tabla 5. Contabilizacion de placas para la caracterizacién del fenotipo de progenie de liségenas

W3110 [mEp021] de segunda generacion (LSG2). En cada casilla se muestra el nUmero de placas
contabilizadas, luego del simbolo “;" el nUmero de placas claras contabilizadas.

SuL de 50 uL de
cepa sobrenadante|sobrenadante % C
LSG2?1 688;8 10X;n 1.2%
LSG22 469;1 10X;5 0.2%
LSG210 652;0 10X;2 0.03%

Con estos resultados podemos confirmar que la aparicion de placas
claras no depende de la pérdida de un fragmento del gen de la proteina
J, ademas que la proporcion de placas claras con respecto a las furbias
es variable y oscila en estas lisogenas entre 1.2 y 0.03% con 0.48% en
promedio. Es decir, al menos una placa clara por cada 200 placas turbias,
lo que es significativo considerando que en pases consecutivos se obtuvo
el valor referencial de <1 en 100,000. Este hallazgo es indicativo de que la
aparicion de cepas con fenotipo claro se podria deber a una atipica
frecuencia de mutaciones o alteraciones, asociada probablemente a la

induccioén del profago o salida del estado de lisogenia.

6. Andlisis de lisdgenas del bacteridéfago Lambda

Para demostrar que la aparicidon de placas claras en mEp021 es un
fendmeno intrinseco de MmEp021, o bien de la cepa hospedero, o de

ambos, se decidid estudiar este fendmeno en comparacién con el
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bacteridfago Lambda, que es también temperado e infecta a la misma
célula huésped E. coli. Siguiendo los mismos procedimientos que para
MEp021, se obfuvo é cepas lisdgenas W3110(Lambda) y se caracterizo su

sobrenadante (tabla 6)

Tabla 6. Contabilizacion de placas para la caracterizacién del fenotipo de progenie de liségenas
W3110[Lambda].

cepa 5 uL sobrenadante C/T
LSG1 lambda 250:0 0.00%
LSG2 lambda 260;0 0.00%
LSG3 lambda 4510 0.00%
LSG4 lambda 3570 0.00%
LSGS lambda 759;1 0.13%
LSG6 lambda 765,0 0.00%

En la evaluacion de la progenie de lisbgenas de lambda
enconframos una sola placa clara, aungque no se descartd una posible
contaminacion. Igualmente se debe notar la diferencia numérica en la
cantidad de placas contabilizadas para cada cepa, aunque se
emplearon é en este caso para incrementar la significancia. Ello se debe
en parte, a que la frecuencia de induccion del profago lambda es menor
que la de mEpO021, lo que se tfraduce en progenies con mMenos Virus.
Podemos afirmar que la frecuencia de aparicion del fenotipo claro es
mucho mayor para mEp021 que para lambda, (que podriamos
considerar en promedio 0.02% o una placa clara por cada 5,000).
También, con este ensayo se puede inferir que el fendmeno de aparicidon
de posibles mutantes no se debe a la tasa de mutacion intrinseca de la

cepa hospedadora E. coli W3110.
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Con la finalidad de dar soporte estadistico a esta aseveracion, se
compararon los valores referenciales obtenidos, sobre la proporcion de
claras y turbias para cepas lisdgenas W3110, tanto para mEp021 como
para lambda respectivamente (tabla 7). Asumiendo una distribucion
normal en las frecuencias (claras/turbias) para cada cepa de fago, se
realizd el andlisis T de Student con el programa GraphPad Prism (version
6.00 para Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA,

www.graphpad.com). La figura 25 muestra la distribucion de las

frecuencias (C/T) encontfradas, asicomo los intervalos de confianza (95%).
Se encontré que la diferencia en las frecuencias para las cepas lisdgenas
de mEp021 en comparacién con las de lambda, es estadisticamente
significativa (p<0.05), aun cuando se elimina los valores mds grandes

(W3110[mEpO021] cepas LSG 4 y 5 respectivamente; figura 25, derecha).

Tabla 7. Valores referenciales de placas claras versus turbias para 6 cepas E coli W3110 liségenas
para lambda y mEp021. Con esta seleccién de valores se realizé andlisis estadistico con el
programa GraphPad Prism v 6.0 para deducir que las diferencias encontradas son
estadisticamente significativas.

30 uL 5uL
cepa sobren:dcnie i cepa sobren:danie ch

250;0 0,00% 300;1 0,33%
260;0 0,00% 498;2 0,40%
451;0 0.00% 4221 0,24%
3570 0,00% 92:1 1,09%
759;1 0,13% 688;8 1,16%
7650 0,00% 469;1 0.21%

P=0.0117 n P=0.0002
]
Ww3110(lambda) L] w3110(lambda) H n
L]
W3110(mEp021) |*—|1—~—{.. W3110(mEp021) F——\——{O

Figura 25. Grdfica del andlisis estadistico para comparar la proporcién de claras versus turbias en
lisbgenas de W3110 para mEp021 y lambda. Los graficos muestran los valores de 6 cepas lisdégenas
obtenidas para cada bacteridfago, con el valor promedio e intervalos de desviacion estdndar

Strains
Strains
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para cada una, y el valor p. En la parte izquierda se muestra el andlisis global para 6 cepas de
cada bacteriéfago, y en la parte derecha se elimind los valores de las LSG 5y 6 de mEp021.

7. Seleccidn y caracterizacion de cepas mEp021 de fenotipo de

placa clara

Dado que el fenotipo claro de cepas seleccionadas a partir de una
sola placa de mEp021 se preserva en los pases sucesivos, se procedid a
comprobar si existiese alguna mutacion en los genes ant (antirepresor) y
rep (represor). A partir de las nuevas cepas lisdgenas, se selecciond 4
cepas que dan fenotipo claro (figura 26) y se les amplificd por PCR y luego
secuencio los genes candidatos (estas fueron nombradas de forma similar
a los antferiores pero con el superindice 2 indicativo de segunda
generacion). En el caso de la regidn codificante del gen ant no se

encontré ninguna mutacion (figura 27) pero el gen rep presentd

mutaciones en las 4 cepas seleccionadas (figura 28).

F

Figura 26. Fenotipo del goteo de las cepas de segunda generacién de mEp021 sobre tapiz de E.
coli W3110. La foto es una ampliacién del goteo de 5ulL de cada cepa (con titulo ~101" ufp/mL);
En la parte de arriba se goted fagos claros (©2C 1-4) y en la parte de abajo fagos turbios (02T 1-4).
Los nUmeros 1y 2 son fagos que provienen de la cepa LSG?1 y los numero 3 y 4 nUmeros son fagos
que provienen de la cepa LSG22. A pesar de que el goteo de la cepa ©2C2 es similar al fenotipo
de los fagos turbios, se puede observar un halo traslucido por lo que fue clasificado como claro.
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Figura 27. Alineacion de las secuencias nucleotidicas obtenidas del gen ant de las cepas ©2C 1-
4. (En anexos, Electroferogramas 2)
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Figura 28. Alineacién de las secuencias nucleotidicas obtenidas dél genrep de las cepas ©2C 1-
4. (en anexos, Electroferogramas 3) -
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Figura 29. Alineacion de las secuencias aminoacidicas obtenidas del gen rep de las cepas ©2C 1-
4

Del andlisis de la secuencia del gen represor de los cuatro fagos con
fenotipo claro, se encontraron cambios importantes en cada uno: la
cepa 02C1 tiene una eliminacién de 11 nucledtidos que interrumpe el
marco de lectura en el extremo carboxilo terminal; la cepa ©2C2 tiene un
cambio de una Timina por una Adenina que a su vez genera una el
cambio del aminodcido en la posicion 139 de Serina por Argining; las
cepas 02C3 y 02C4 tienen una pérdida de 120 nucledtidos, aun asi se
preserva el marco de lectura para generar una proteina con 40
aminodcidos menos tedricamente (Figura 29). Estos cambios concuerdan

con el fenotipo de placa encontrado para los fagos aislados.

Es importante destacar que la mayoria de cambios espontdneos o
inducidos para conseguir variantes virulentas en bacteriofagos
temperados, corresponden generalmente a mutaciones puntuales que
afectan la intferaccidén con el DNA en la region operadora o bien en los
dominios de interaccion de la proteina represora para formar homo-

dimeros. De los resultados obtenidos, dos de las variantes presentan
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pérdidas importantes en el gen rep, y la mds grande de 120 nucledtidos
estd flangueada por una secuencia repefida de 12 nucledtidos:
TCATGCGGGCGC. Esta secuencia se encuentra solamente en este gen,
pero es de destacar que la secuencia de 8 nucledtidos GCGGGCGC se
encuentra 7 veces en mEp021. Esta evidencia podria ser indicativa que
exista una posible recombinasa secuencia especifica, que podria ser la
responsable de la pérdida de material genético en el genoma de
MEPO021; sin embargo ninguna de estas dos secuencias se encuentra en

el gen de la proteina J.

8. Evaluacion de mEp021 en cepas E. coli de distinto contexto

genético

Con dos regiones variables ya definidas, en el gen que codifica
para la proteina represora y la proteina estructural J, fue necesario
evaluar si las mutaciones encontradas son consecuencia de factores
propios de la cepa hospedadora o del virus; en segundo lugar, dado que
constituyen eliminaciones definidas de DNA, descartar la posibilidad de
que se deba especificamente a una enzima recombinasa del huésped;
y finalmente, evaluar si la proporcidon de placas claras en relacidon a

placas turbias es afectado por el contexto genético de la cepa E. cali.

El abordaje consistio en la caracterizacidon de la progenie de
lisbgenas obtenidas de una cepa de mEp021 silvestre. Las cepas utilizadas
fueron las anotadas en la tabla 8a, y fueron escogidas considerando sus
mutaciones en los sistemas de recombinacidon y metilacion
prioritariamente. Los resultados obtenidos en la contabilizacién de placas

se describen en |la tabla 8b.
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Tabla 8a. Cepas de E. coli con distinto contexto genético para la evaluacion de fenotipo de placa

de mEp021.

Cepa

E.coliW3110

E.coli BW25113

E. coli IW2669

E. coli JW2788

E. coli JIW2790

E. coli JIW2787

E. coli DH5a

E. coli BL21

E. coli GM271

E. coli GM2163

Genotipo relevante

F- A- IN(rrnD-rrnE) 1 rph1

F- A- lacl*rrBris AlacZwiis hsdR5 14
AaraBADans3 ArhaBADip7s rphl

E.coliBW25113 ArecA

E. coliBW25113 ArecB

E. coli BW25113 ArecC

E.coliBW25113 ArecD

F-A-endAl ginV44 thi-
I recAl relAl gyrA96 deoR nupG purB20 80diacZAMI15
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17 (rmk*),

F-ompT gal dcm lon hsdSs(rsms-) AN(DE3 [lacl lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 ninS]) [malB*]k-12(AS)

F-, dcmé, hsdR2, aral4, leuBé, tonA31, lacY1, tsx78,
supE44, galk2 hisG4, rpsL136, xyl5, mti1, thil

F-, dam13, dcmé, hsdR2, aral4, lacY1, galk2, galkT22,
xyl5, mtl1, rpsL136, tonA31, tsx78, supE44, mcrA, mcrB

Tabla 8b. Contabilizacién y caracterizacién de la progenie de cepas E. coli [mEp021] con distinto
contexto genético. Las cepas lisdbgenas progenitoras se identifica en la primera columna. Las
columnas 6 y 7 corresponden a la caracterizacion de la progenie viral del sobrenadante de las
cepas lisbgenas al cuarto pase, después del simbolo “+" se enumera la cantidad de placas claras
en ese sobrenadante. N=numero, yL=microlitros, mL=mililitros, C/T=relacién de placas claras entre

placas furbias en porcentaje.
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Placas Factor Vol | ,. Proporcion
Cepa promedio d.e am fitulo ufp/mL | Conteo 1 | Conteo 2 c/1
dilucién

W3110 400 100 5 8x10¢ | 300+1 498+2 0.4%
GM2163 21.5 1] 30 7 x102|17+2 22+4 15%
GM2163 15 1] 30 5x102|10+1 18+1 8%
GM271 5 11 30 1,67 x102| 5+0 5+0 0
GM271 5.5 1] 30 1,83 x102| 6+0 5+0 0
GM271 1 11 30 3.3x10" [ 140 0+1 50%%2
GM271 2.5 1] 30 8.3 x10' [ 1+0 3+0 0
JW2669 5 11 30 1,67 x102 | + + +
JW2788 77 1] 30 2,57 x103| 90+0 85+0 0
JW2790 S 1] 30 1,67 x102 | + + +
JW2787 9.5 11 30 3,17 x102| 20+1 11+1 7%
JW2787 2.5 1] 30 8.33x10' | 4+0 1+0 0
JW2787 8 11 30 2,67 x102|11+0 1140 0
JW2787 11.5 1] 30 3.83x102|9+0 11+3 14%
W3110 400 100 5 8 x10¢ | 422+2 92+1 0.8%
DH5 394 100 5 7,88 x10¢ | 379+2 406+1 0.4%

Como se observa en la tabla 8b, la proporcion de placas claras
versus turbias parece ser variable en las cepas E. coli analizadas. Pero ello
puede ser subjetivo, si se considera que la contabilizacion estuvo limitada
a la tasa de induccion del virus en cada cepa, es decir, a la cantidad de

progenie obtenida en el periodo de incubacion.

Todos las 13 cepas de fenotipo claro fueron seleccionadas y
amplificados para caracterizacion del gen represor, asi como del gen de
la proteina J, también se selecciond un fago turbio de cada cepa para
caracterizar el gen J (tabla 9). Aun asi, de los resultados obtenidos se
puede concluir que el fendmeno de aparicidn de placas claras al parecer
no estd restringido a los genotipos de las cepas hospedadoras probadas,
lo que sugiere que el factor responsable se encuentre en el bacteridfago
mMEpP021. La hipdtesis de que sea una recombinasa, pareciera

corresponder con algunos genes putativos candidatos que se encuentran
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en el genoma de mEp021, tales como: 3 posibles endonucleasas tipo
homing (buscadoras de blanco, HNH), 2 homdlogas al sistema de
recombinaciéon de lambda (ninB y ninG), una profeina esencial de
recombinaciéon (ERF), una posible resolvasa (RusA) y la proteina IPE que
también tiene homologia con una posible recombinasa de bacteriéfago

que no ha sido caracterizada.

Tabla 9. Caracterizacién del gen rep y J de cepas claras y turbias seleccionadas de liségenas E
coli [mEp021] con distinto contexto genético. Las cepas progenitora se indica en la primera
columna. Las columnas é y 7 corresponden a la caracterizacion de la progenie viral del
sobrenadante de las cepas lisdgenas. (*) En esta cepa, la secuencia del gen rep fue de baja
calidad por lo que no fue analizada. (En anexos, Electroferogramas 4)

oc [ ATrctn | ooy | Ghede [ ot | Jmeiedn [ Copece
C5 Al pos 44 largo LSG5 - - -

cé A120nt largo LSGé6 - - B

c7 V69G largo LSG7 - - -
C15 A120nt largo W3110-2 715 largo W3110-1
Cl6 A120nt largo W3110-2 T16 largo W3110-2
c17 WT largo W3110-2 117 largo GM2163-1
c18 124stop largo GM2163-1 718 largo GM2163-2
C19 174stop largo GM2163-1 9 largo GM271-1
C20 * largo GM2163-1 720 largo GM271-2
C21 L56P largo GM2163-1 721 A1002nt | GM271-4
C22 P10S largo GM2163-2 22 largo Jw2788
Cc23 | Al20nt largo GM271-3 23 largo JW2787-1
c24  |WIT largo JW2787-4 T24 largo JW2787-2
c25  |[Al20nf largo JW2787-4 125 largo JwW2787-3
C26 A120nt largo JW2787-4 26 largo JW2787-4
cz7 |WIT A1002nt JW2787-1 127 largo GM271-3

9. Clonacién de genes candidatos posiblemente relacionados al

cambio de fase

Se seleccionaron los genes dam, dcm, dcm?2, rep y ant de mEp021

como posibles candidatos relacionados con el cambio de fase de
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mMEpPO21. Para clonar estos genes, las construcciones se llevaron a cabo
con métodos clasicos de restriccion y ligacion enzimdatica. El producto de
PCR de cada gen fue clonado en el vector de fransicion pJET2.1,
transformado en células competentes DH5a y seleccionadas en cajas de
agar LB con ampicilina. Se obtuvieron pldsmidos de las candidatas
seleccionadas y fueron caracterizados por PCR gen-especifico asi como
por andlisis de restriccion. Los plasmidos construidos y confirmados fueron
cortados con las enzimas EcoRl y Hindlll y luego purificados para

clonacion dirigido en el vector pKQV4 con los mismos sitios de restriccion.

Las construcciones de pKQV4 con los genes de interés también se
levaron a cabo con métodos de rutina de restriccion y ligacion
enzimdtica, transformando células competentes DH5a y seleccionadas
en cajas de agar LB con ampicilina. Se obtuvieron pldsmidos de las
candidatas y fueron comprobados por PCR con cebadores dirigidos a los
sitios adyacentes al sitio de clonacion, asi como por andlisis de restriccion
con las enzimas EcoRl y Hindll y luego fueron confirmadas por
secuenciacion tipo Sanger. Solo la construccion de pKQV4-DCM2 no se
secuencio porque a pesar de dar positivo por PCR, no se logré obtener
una clara y reproducible digestion con las enzimas EcoRl y Hindlll. Los
genes dam y dcm fueron clonados en colaboracion con el estudiante de
la licenciatura de QFB Noé Herndndez de la Escuela de Ciencias Biologias
del IPN.
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Figura 30. Gel de electroforesis para lacomprobacién de las construcciones en el vector pKQV4.
Carriles 5y 10 marcador de tamano molecular (Gene Ruler); carriles 1,2,3,4,6,7 amplificacion con
cebadores de la regidn adyacente del sitio de clonacién; carriles 8,9,11,12 digestion de los
pldsmidos con las enzimas Hindlll y ECoR1.

Tabla 10. Descripcion de genes clonados y las construcciones y tamanos esperados en el vector

PKQV4. nt = nucledtidos.

Construccion Vector
OKQVA-DAM  pKQV4
okQv4-DCM]  PKQV4
oKQv4-DCM2 ~ PKQV4
oKQV4-REP PKQV4
OKQVA-ANTSx ~ PKQV4
pPKQV4

control

Tamano Tamano

Inserto del gen Amplicén
(nt) (pb)
DAM 540 698

DCMI 759 941

DCM2 738 853
REP 648 750
ANT5x 1178 1296
no no 128

Tamano
fragmento E-H
(pb)
600

843
755
652
1198
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10.Evaluacion de las construcciones en pKQV4 del gen rep y ant

Las construcciones obtenidas de los genes rep y ant fueron

evaluadas con las cepas de mEp021 de fenotipo claro o turbio que se

obtuvieron de W3110 liségenas. En primer lugar, se goted sobre la cepa

DH5a transformada con el pldsmido pKQV4-REP en presencia del inductor

IPTG, pero tras probar varias concentraciones se encontrd que incluso con

0,05 de IPTG se inhibe el crecimiento de la cepa bacteriana lo que impide

la correcta formacion del tapiz. Aun asi, la fuga transcripcional del gen

rep en el pldsmido, resultd suficiente para observar el efecto de inhibicion

de la infeccion por mEp021 (datos no mostrados), por lo que se procedid

a realizar un ensayo de infeccion a distintas femperaturas con las distintas

cepas (figura 31).
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Figura 31. Goteo de cepas claras y turbias de mEp021 sobre cepa E. coli DH5-a fransformada con
el plasmido pKQV4-REP e incubadas a 32, 37 y 42°C. De forma similar al ensayo de temperatura,
para este ensayo se escogié cepas de mEp021 de fenotipo claro y turbio, de cada una se goteo
5 uL de diluciones seriadas 102, 104, 10¢ y 108 sobre la cepa E. coli DH5-a con el pldsmido pKQV4-
REP y se incubo por 18 horas a la temperatura indicada. Las cepas de fenotipo claro se indican
con flechas de color rojo, de fenotipo turbio con color azul. No se usd IPTG para este ensayo por
el efecto en el crecimiento de la bacteria.

Como era de esperar, a 32°C como a 37°C no hay infeccion tanto
de las cepas claras como de las cepas turbias. Sin embargo, a 42°C las

cepas claras aun pueden replicarse aunque las cepas turbias
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practicamente no. Este hallazgo es inesperado, el represor no es
termosensible ya que inhibe las cepas turbias utilizadas y por otro lado una
explicacion es que las cepas de fenotipo claro pudieran tener
mutaciones y asociarse como heterodimeros disfuncionales permitiendo
la infeccion de estas cepas, pero a 37°C este fendmeno deberia verse
igual que a 42°C, por lo cual la hipdtesis es débil. Otra explicacion, es que
a 42°C se expresa el antirepresor de tal forma que contrarresta la

actividad del represor y permite la infeccion.

Se puede concluir que el gen rep es el represor de mEp021 ya que
cepas virulentas fiene este gen mutado, es responsable de la inmunidad,
que el represor no es termosensible y que a 42°C existe alguna propiedad
en las cepas de fenotipo claro que las hace insensibles a la actividad del

represor natural.

Por otra parte, a la clonacion del gen ant se le realiz6 goteo de
fagos claros y turbios, donde se esperaba que el fenotipo de todas las
cepas fuera de fipo claro ya que deberia actuar antagdénicamente al
represor. Los resultados en la figura 32 dan evidencia de que no hubo

ninguna diferencia en el fenotipo de las cepas con respecto al control.

Cuando se analizé detalladamente la construccion y la secuencia
del gen ant, se pudo distinguir que existe un segundo posible coddn de
inicio de traduccidn, y la proteina resultante tendria un segmento de 22

aminodcidos adicionales que podria afectar su funcionalidad (figura 33).
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Figura 32. Goteo de cepas claras y turbias de mEp021 sobre cepa E. coli DH5-a fransformada con
el plasmido pKQV4-ANT. Se goteo cepas de mEp021 de fenotipo claro y turbio sobre la cepa E.
coli DH5-a con el pldsmido pKQV4-ANT. De cada una se goteo 5 ulL de diluciones seriadas 102, 10-
4,10¢y 108 y se incubo por 18 horas a la temperatura indicada. Las cepas de fenotipo claro se
indican con flechas de color rojo, de fenotipo turbio con color azul. Se utilizé IPTG 0.5mM para la
induccion.

Figura 33. Alineacién de las secuencias del vector pKQV4 con las clonaciones de los genes rep,
dam, dem1l, y ant respectivamente. En cada caso se muestra la alineacién de la secuencia del
vector coninserto, luego la secuencia del gen desde el coddn de inicio (ATG) y luego la secuencia
del producto de PCR utilizado para la clonacién. El recuadro color rojo muestra el sitio de
restriccién EcoRI (GAATTC) y la flecha color negro el coddn de inicio del gen ant, distante del sitio
de clonacién y por tanto de las secuencias regulatorias para su expresidn. (en anexos,
Electroferogramas 5)
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La secuencia clonada del gen ant fue seleccionada desde un sitio
de inicio anterior al correcto, pero en el mismo marco de lectura. Por
tanto, el producto esperado de la traduccidn contendria 22 aminodcidos
extras en el extremo amino terminal que podrian afectar la funcidén de la

proteina.

Sin embargo, a pesar de tener una secuencia exira la proteina
pudiera ser funcional y su aparente disfuncidon se deba a que requiriese
de algun ofro cofactor o proteina para su correcto funcionamiento. En
consecuencia, se analizd la organizacion del gen y los circundantes, y se
determind que el gen ant se ubica dentro de una probable unidad
transcripcional u operén, y que ademds estd adyacente a una segunda
putativa regiéon operadora divergente (figura 34). Por estas razones, se
decidio indagar sobre la funcion del antirepresor clonando nuevamente
el gen ant desde el coddn de inicio correcto y adicionalmente clonar el

operdén completo.
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Figura 34. Esquema del arreglo del genoma de mEp021 cerca del gen ant. Los marcos de lectura
seleccionados en azul corresponden a la putativa unidad transcripcional del gen ant que incluye
5 genes probables. HP: Proteinas hipotéticas. En flechas bidireccionales color rojo una putativa
region operadora (otra putativa se encuentra adyacente al represor como en otros fagos
temperados).

Una vez obtenidas las construcciones con la correccion del marco de
lectura, se procedid a los ensayos microbioldgicos por goteo sobre la
cepa E. coli DH5a con el pldsmido pKQV4-ANT2 (gen ant con coddn de
inicio corregido) y también con el pldsmido pKQV4-ANT5x (operdn

completo, con 5 genes putativos).
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Con el plasmido pKQV4-ANT2 y se encontrd que aun sin induccidén con
IPTG existe inhibicion del crecimiento de cepas de mEp021 de fenotipo
claro o turbio (Figura 35). Contrariamente, cuando se realizd el goteo
sobre la cepa DH5a con el pldsmido pKQV4-ANTS5x (operdon completo,
con 5 genes putativos) el fenotipo de las cepas de tipo furbio se cambid

a claro (Figura 35).

Con estos resultados podemos inferir que el producto del gen ant de
MEpPO021 puede funcionar como un regulador transcripcional que se
asocia a una putativa regidon operadora importante para el desarrollo del
bacteridéfago, por lo que inhibe por si solo la replicacion del mismo, quizds
entorpeciendo la regulacion transcripcional. Por otra parte, la evidencia
de que la expresion del operdn completo genere el cambio de fenotipo
de turbio a claro, puede indicar que existe otro producto que afecte
directamente la funcién de Ant, permitiendo su funcién antagdnica al

represor como su hombre lo indica.

Figura 35. Goteo de cepas claras y turbias de mEp021 sobre cepa E. coli DH5-a fransformada con
el plasmido pKQV4-ANT2 y pKQV4-ANT-5X. En la parte A se muestra el goteo de las cepas turbias
y claras con diluciones seriadas 102 a 108 sobre la cepa DH5-a transformada con el pldsmido
pPKQV4-ANT2. En la parte B se muestra el goteo de las cepas turbias y claras con diluciones seriadas
108 a 102 sobre la cepa DH5-a transformada con el pldsmido pKQV4-ANT-5X. No se realizd
induccién con IPTG para fines comparativos; Aparentemente, la fuga tfranscripcional de los genes
clonados en el vector pKQV4 pudiera producir efecto en la infeccidén con mep021.

11.Evaluacion de las construcciones en pKQV4 del gen DAM y DCM
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Al realizar el goteo sobre la cepa DH5a con el plasmido pKQV4-DAM
asi como con el pladsmido pKQV4-DCM1 encontramos que con induccion
con IPTG existe inhibicién del crecimiento bacteriano (Figura 36). Aun asi,
considerando la fuga franscripcional infrinseca del pldsmido, se realizd
goteo de cepas de mEp021 de fenotipo claro y turbio. Con ambas
construcciones pareciera que se restringe el crecimiento de mgp021, y las

cepas de fenotipo claro se ven turbias.

Figura 34. Goteo de cepas claras y turbias de mEp021 sobre cepa E. coli DH5-a fransformada con
el plasmido pKQV4-DAM y pKQV4-DCM. Se muestra el goteo de las cepas turbias y claras con
diluciones seriadas 102 a 108 sobre la cepa DH5-a transformada con el pldsmido pKQV4-DAM (A)
y con el pldsmido pKQV4-DCMT1 (B). No se realizé induccidn con IPTG por la toxicidad sobre la cepa
bacteriana.
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DISCUSION

Con el bacteriéfago mEp021, la contabilizacion de la progenie
espontdnea proveniente de una cepa lisbgena, nos permitié encontrar
un fendmeno inusual: la aparicion de progenie virulenta, sin cambiar
ninguna variable o emplear ningun estimulo. El primer abordaje de este
proyecto fue demostrar que la aparicion de esta progenie virulenta era

reproducible y cuantificable.

De un primer andlisis empirico, se encontrd que distintas liségenas
producian proporciones variables de bacteridfagos de fenoftipo de placa
clara con valores de 0-23% y en promedio 3% (después de 9 pases
sucesivos). Posteriormente, cuando se analizd pases sucesivos (de
purificacion) de cepas aisladas de fenotipo turbio, se encontré que no
aparecieron placas claras en la contabilizacion, luego de un primer pase
de seleccidn o purificacion del fenotipo. Numéricamente, podemos decir
que en la replicacion o pase sucesivo de una placa furbia, aparecen

menos de 1:10°placas claras.

Como la preservacion de fenotipo en pases sucesivos de cepas
claras o turbias se mantuvo, era probable que el fendmeno observado se
debiera a la aparicién espontdnea (no inducida intencionalmente) de
mutaciones en la regidon operadora, o bien mutaciones que inactivaran
el represor o mutaciones de activacion constitutiva del antirepresor. Pero
la diferencia fue notable cuando se compararon la apariciéon de placas
claras en la progenie proveniente de cepas liségenas, con relacion a la
caracterizacidn de placas de virus obtenidos por pases sucesivos
(realizados por seleccidén de placas y no a partir de lisados); por lo que, si
fuera una elevada tasa de mutaciéon intrinseca del virus, se deberia

encontrar frecuencias similares en ambos casos.
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Con la finalidad de demostrar que este fendmeno es especifico de
MEpPO021, se compard con el bacteriofago lambda. En este caso, se
realizaron pases sucesivos para la purificacion del fenotipo turbio y se
obtuvieron nuevas cepas lisdbgenas de mEp021. Adicionalmente, la
contabilizacion de la progenie fue mds rigurosa fomando en cuenta: la
reproducibilidad en los tiempos de incubacion, la temperaturg,
identificacion del fenotipo y en el nUmero de placas contadas (>400 para
cada cepa, antes se habia contabilizado ~100 placas). Para mEp021 se
obtuvo el promedio de 0.48% placas claras sobre turbias, es decir, al
menos una placa clara por cada 200 placas turbias. Para el bacteriofago
lambda se encontrd solamente una placa clara en toda las lisdgenas, en
promedio 0.03% o una placa clara por cada 3,000 turbias. Con esto se
puede concluir que la aparicion de placas claras es mucho mayor para
MEpP021 que para Lambda y ademds que el fendmeno de aparicion de
mutantes parece no deberse a la tasa de mutacion intrinseca. Por
ejemplo, para lambda ha sido estimada en 58x107 (numero de
sustituciones por nucledtido por célula infectada, ).
La comparacion estadistica arrojo resultados significativos (p=0.0117)
para una diferencia enfre ambos bacteriofagos de casi 2 érdenes de

magnitud (figura 25 y tabla 7)

Por otro lado, cuando se analizaron las secuencias del gen represor
y antirepresor de las cepas claras de mEp021 se encontrd Unicamente
que existian mutaciones en el gen del represor. Fueron tres mutaciones
diferentes: una mutacion puntual, una eliminacion de 11 nucledtidos y
una eliminacion de 120 nucledtidos (figura 28). La diversidad en las
mutaciones encontradas en el gen represor resulta muy controversial ya
que frecuentemente se reportan mutaciones puntuales, de las que

existen: espontdneas (muy infrecuentes), y las inducidas que se generan
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con agentes mutagénicos o presion selectiva (Refardt & Rainey, 2010;
Meyer et al, 2012; Gandon, 2016). En el caso de mEp021 no solo la
frecuencia fue notoriamente alta, sino que ademds incluyo la pérdida de
un segmento de 11 pb asi como de otro de 120 pb que ademds esta
flanqueado por dos repetidos directos con la secuencia 5-
TCATGCGGGCGC-3' y que solo se encuentra 2 veces en el genoma de
mMEp021. La probabilidad de encontrar una secuencia especifica de 12
nucledtidos es de 5.9x108, y en un genoma de mEp021 (54,6Kb) es de
0.00325 (calculado de N/nAk, donde N=longitud del genoma, n= nUmero
de nt posibles en esa posicion con igual probabilidad de aparicion y k=

longitud de la secuencia de interés).

Con la finalidad de descartar que los procesos de recombinacion
no eran factores de la cepa hospedadora, se obtuvieron liségenas de
ciertas cepas mutantes de E. coli, especificamente en aquellas mutantes
relacionadas con los sistemas de metilacion-restriccion y recombinacion-
reparacion (dam-, dcm-, recA-, recB-, recC-, y recD-). Cuando se analizd la
progenie viral, se encontrd que estas bacterias lisdbgenas producen una
progenie mucho menor que la cepa de fipo silvestre. Ademds, en la
mayoria de ellas se encontrd diferentes proporciones de placas claras. En
el caso particular de la cepa E. coli DH5-a[mEp021] la progenie viral fue
de magnitud similar a la cepa E. coli W3110[mEp021] y también la
proporcion de placas claras en relacion a turbias fue de 0.4%. Esto sugiere
que la aparicion de placas claras en el genoma de mEp021 pudiera
deberse a un efecto infrinseco de mEp021 sobre la bacteria (o viceversa)

durante los procesos asociado a la lisogenia.

Aunado a este hallazgo, los resultados de andlisis del gen represor
(de cepas de mEp021 de fenotipo claro provenientes de las cepas E. coli
mutantes, tabla 8) por andlisis de secuenciacidén muestran que la
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eliminacion de una regidon parece ser independiente del contfexto
genético de las cepas E. coli mutantes que se emplearon. Mdas adn, y en
adicion al estudio del cambio de fase del ciclo de vida de mEp021, se
encontré otra region del genoma que parece variar con una frecuencia
atipica, el gen que codifica para la proteina J. Es necesario evaluar si
mutaciones de este tipo pudieran ocurrir en otras regiones del genoma

del bacteridéfago, asi como tambien en el genoma de su hospedero.

La pérdida de un fragmento de 1002 pb en el gen J, parece ser
consecuencia de una mutacion frecuente, probablemente llevada a
cabo por una enzima recombinasa. Aungue no genera ningun efecto
fisiologico aparente (cepas mutadas vy silvestres producen el mismo fitulo
de ~1x10" en pases sucesivos, y tampoco afectan la selectividad por el
putativo receptor, resultados no mostrados) puede existir alguna razén
adaptativa para este fendmeno. Resulta interesante el hecho de que en
el andlisis informdatico se evidencia la existencia de multiples repetidos en
este gen en la regidon que codifica el extremo carboxilo terminal (figura
32). La region que se elimina también esta flanqueado por dos repetidos
directos con la secuencia 5 -GCTATTGCAGACGAAACGAAGGCA
CGCACTGACGC-3" que solo se encuentra 2 veces en el genoma de
MEpP021 (con una probabilidad aparicion en un genoma de 54,6Kb de
4,62x1029),

La caracterizacion de los genes rep, ant dam y dcm1 de mEpQ021
permitid confirmar su participacion en la regulacion del fenotipo del
bacteridfago. El represor, como cldsicamente se ha descrito, es el
responsable del mantenimiento del estado lisogénico y de la inmunidad
a la super-infeccioén. El antirepresor actia antagdnicamente al represor
probablemente uniéndose sobre la misma regidn operadora e
impidiendo la interaccion del represor, como puede deducirse de los
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ensayos de infeccion de mEp021 sobre la cepa E. coli DH5a transformada
con pKQV4-ANT2 (figura 35). Por su parte, la posible region regulatoria solo
se logrd identificar por su ubicacion y organizacion del genoma de
mMEpO021, el modelo propuesto de regulacion de estas regiones seria el

representado en la figura 34.

Otro hallazgo importante en la aparicion del fenotipo de placa
clara fue la infeccidn con cepas turbias sobre la cepa E. coli DH5a
transformada con pKQV4-ANT-5x, que notoriaomente cambiaron a
fenotipo de placa clara. Ello abre la posibilidad de que alguno de los otros
genes putativos sea requerido para la funcidon antagdnica sobre el
represor o sobre la lisogenia. Igualmente resulta llamativo el fendmeno de
temperatura sobre el fenotipo de placa de mEp021, siendo de

crecimiento restrictivo a 32°C pero aparentemente virulento a 42°C.
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Figura 37. Modelo de regulacion del interruptor molecular de mEp021.

En relacion a la participacion de Dam y Dcml, solo se logré la
clonacion y expresion de estos genes, que por ser toxicos para la bacteria
pudieran serlo también para el bacteriéfago mEp021, ya que en los

ensayos de goteo restringen el crecimiento tanto de cepas claras como
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turbias del virus (figura 36). El hecho de que produzcan dichos efectos,
podria destacar su funcion como enzimas modificadoras del DNA. Estas
enzimas son necesarias para la diferenciacion del DNA propio o intruso asi
como de secuencias de regulacion transcripcional (epigenética
microbiana). Quedard para ensayos futuros la caracterizacion precisa de

la funcidn de estas enzimas asi como de Dcm?2.

En la bUusqueda de algunos factores que podrian ser responsables
de la variabiidad de mEp021, se logré identificar por busqueda de
dominios funcionales asi como de homologia de secuencias al menos 8
genes de interés tales como: 3 posibles endonucleasas tipo homing
(buscadoras de blanco, HNH), 2 homdlogas al sistema de recombinacion
de Lambda (ninB y ninG), una proteina esencial de recombinacion (ERF),
una posible resolvasa (RusA) y la proteina IPE que también tiene
homologia con una posible recombinasa de bacteriéfago que no ha sido
caracterizada. Aun asi, la busqueda fue limitada ya que alrededor de 2/3
partes de los marcos de lectura del genoma de mEp021, no tienen

homologia por lo que no se puede asignar ninguna funcioén tedrica.

El bacteriocfago mEp021 pertenece al grupo de inmunidad
mayoritario de una coleccidon de virus aislados de intestino de personas
mexicanas. El arsenal molecular de este virus podria esconder las razones
por la que su genoma prevalece con esta frecuencia en el microbioma
humano. Parte de su éxito bioldgico puede ser que subyace en los
mecanismos de variabilidad gendmica, por lo que los hallazgos de este
trabajo resaltan la necesidad de la identificacion y caracterizacion de los

procesos moleculares que median la variacion del genoma de mEp021.

La frecuencia atipica de aparicion de mutaciones, la identificacion

de al menos 3 regiones de variabilidad asi como la identificacion de ofros
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posibles protagonistas moleculares en el genoma de mEp021 dejan un
campo abierto para el entendimiento de la dindmica gendmica de este
virus. Esta evidencia no solo nos explicaria los mecanismos de adaptacion
de este bacteriéfago sino que podrian expandirse a otros modelos
bioldgicos incluso en el desarrollo de moduladores poblacionales en

microambientes naturales o controlados.
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CONCLUSIONES

El bacteriéfago mEp021 produce un fenotipo variable de placa,
turbio o claro, con una tasa de ~0.5% (claro vs turbio) cuando se

caracteriza la progenie de una célula E. coli W3110 liségena.

La aparicion de estas placas claras se compard con otras cepas de
E. coli con distinfo contexto genético, y los resultados sugieren que
el fendbmeno no depende de los genes asociados a

reparacion/recombinacion de la cepa hospedadora.

Este fendmeno solo se observa en progenie proveniente de células
lisdgenas de mEp021; la progenie de pases directos no genera esta
proporcion (1<10%); las lisdgenas de Lambda no generaron esta

misma proporcion (<0.03%).

Se identifico la pérdida de material genético en al menos 2 regiones
diferentes del genoma de mEp021, una en el gen represor
(causante del fenotipo de placa clara) y ofro en el gen de la

proteina estructural J (sin aparente significancia fenotipical).

Se encontrd diversidad en las mutaciones encontradas en las cepas
aisladas de fenotipo claro. Los fagos que generan placas claras
tiene variaciones diferentes en region codificante del gen rep
(mutaciones no sindbnimas, eliminacion de 1, 11 y 120pb en varias

cepas).

Las construcciones en el vector pKQV4 con los genes rep, dam vy
dcm1 son téxicas al inducir con IPTG; los genes rep y ant2 inhiben la
infeccion de mEp021, sin embargo, la construccidon con el operdn
de anti-represion (PKQV4-ANT-5x) incrementa la virulencia de

mMEp021 y al parecer también la del bacteriéfago lambda.
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PERSPECTIVAS

Como complemento y consecucion de este proyecto se recomiendan los

siguientes:

>

La caracterizacion de la region operadora principal y secundaria

adyacentes al represor y anfirepresor respectivamente.

La identificacion, clonacion y caracterizacion de las posibles
recombinasas o sistemas de recombinacion del bacteridofago
mMEpPO021

La evaluacion de la variabilidad genética a lo largo de todo el
genoma de mEp021 e identificar posibles factores que median la

modulacion de esta variabilidad.

La caracterizar de los posibles sistemas de inmunidad y exclusion
que podrian estar asociados a la funcidn de los genes de

recombinacion y modificacion del DNA.

El estudio de la relevancia adaptativa de mEp021 relacionados con
la interaccion bacteridéfago-hospedero, estrés, fluctuacion
poblacional y otros factores que podrian asociarse con el beneficio

de su estabilidad o dindmica gendmica.
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ANEXOS
Antibioticos

»  Ampicilina: solucion de almacenamiento de 40 mL con una
concenfracion de 25 mg/mL (1g Ampicilina en 40 mL de ddH20).
Filtrado y almacenado a -20°C. Concentracion de uso en medio
de cultivo 100 ug/mlL.

» Cloranfenicol: solucién de almacenamiento de 40 mL con una
concenfracion de 7,5 mg/mL (300mg Cloranfenicol en 40 mL de
etanol al 50% v/v). Alimacenado a -20°C. Concenfracion de uso en
medio de cultivo 30 ug/mlL.

» Kanamicina: soluciéon de aimacenamiento de 40 mL con una
concenfracion de 7,5 mg/mL (300mg Kanamicina en 40 mL de
ddH20). Filirado y almacenado a -20°C. Concenfracion de uso en
medio de cultivo 30 ug/mL.

= Acido Nalidixico: solucién de almacenamiento de 30 mL con una
concenfracion de 30 mg/mL (200mg Acido Nalidixico y 360mg
NaOH y 30 mL de ddH20). Filtrado y almacenado a -20°C.

Concentracion de uso en medio de cultivo 30 ug/mL.

Medios de cultivo:

» medio LB (1L): 10g de triptona, 5g de exiracto de levadura, 10g
NaCl, disolver y llevar a 1 litro con agua bidestilada.

» LB agar (1L): 15g de agar, 10g de triptona, 5g de extracto de
levadura, 10g NaCl , disolver y llevar a 1 litro con agua bidestilada.

= Agar suave(ll): 7,5g de agar, 10g de friptona, 5g de extracto de

levadura, 10g NaCl , disolver y llevar a 1 litro con agua bidestilada.
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Cepas bacterianas y plasmidos.

Cepa

E.COLI
w3110

E.COLI
BW25113

E. COLI
JW2669

E.COLI
JW2788

E.COLI
JW2790

E.COLI
Jw2787

E.COLI
DH5-A

E. COLI
BL21

E.COLI
GM271

E.COLI
GM2163

PLASMIDOS

PKQV4

plet 2.1

PKQV4-REP
PKQV4-ANT

Genotipo relevante

F- A- IN(rrnD-rrnE) 1 rph1

F- A- lacl*rrBris AlacZwiis hsdR5 14
AaraBADanss ArhaBADip7s rph

E.coliBW25113 ArecA

E.coliBW25113 ArecB

E.coli BW25113 ArecC

E.coliBW25113 ArecD

F-A\-endATl ginV44 thi-
I, recAl, relAl, gyrA96, deoR, nupG, purB20, 80d,
lacZAMI15, A(lacZYA-argF) U169, hsdR17 (rmk*),

F-ompT gal dcm lon hsdSs(rems~) A(DE3 [lacl lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 ninS]) [malB*]k-12(AS)

F-, dcmé, hsdR2, aral4, leuBé, tonA31, lacY1, tsx78, supE44,

galK2 hisG4, rpsL136, xyl5, mtl, thil

F-, dam13, dcmé, hsdR2, aral4, lacY1, galk2, galKT22, xyl5,

mti1, rpsL136, tonA31, tsx78, supE44, mcrA, mcrB

Genotipo relevante origen
ori pBR322, bla (ApR), Derivado de pKK223-3
promotor TAC, lacla, rnB-T1 | (Amersham Pharmacia
y rmB-T2. Biotech, Cleveland, OH),
rep (oMB1), bla (ApR ),
co47IR, PlacUV5, 77 Thermo Scientific ®
promoter
gen rep de mEp021 Este estudio, en pKQV4
gen ant de mEp021 Este estudio, en pKQV4

85



PKQV4-ANT2

PKQV4-ANT5X

PKQV4-DAM
PKQV4-DCM1
plJet 2.1-ANT2
plet 2.1-DAM
plet 2.1-DCM1
plet 2.1-DCM2

gen ant2 (segundo sitio
ATG) de mEp021
operon ant (5 ORFs) de
mMEp021

gen dam de mEp021
gendcml de mEp021
gen ant2 de mep021
gen dam de mEp021
gen dcml de mEp021
gen dcm2 de mEp021

Este estudio,

Este estudio,

Este estudio,
Este estudio,
Este estudio,
Este estudio,
Este estudio,
Este estudio,

en pKQV4

en pKQV4

en pKQV4
en pKQV4
en plet 2.1
en plet 2.1
en plet 2.1
en plet 2.1
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Electroferogramas 1

Secuenciacion del gen de la proteina estructural J de la cepa ¢T2, con
los cebadores fw2, rv y rv3 (Figura 23). Con la flecha se indica la posicion
de eliminacion de 1002 nty con la linea roja la secuencia del repetido de

35 pb.
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Electroferogramas 2

Secuenciacion del gen ant de las cepas ¢c21, ¢c?2, pc23 y ¢pc?4 (Figura 27).
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AACAGACCTGGTACAGTATCCCGCGCTCAAT CAGCAAAT CAATAARATTCGTGCTCATGATAACCGATAAGGCGGGC TGTTTCAACGTGTACACATAGT C A« GATTAC GCCGTGCCATGATTTTATTCTCACATATCA
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File: C3_ANT_REG_FW10-28-16-1-42 PM.ab1 Run Ended: Oct 28, 2016, 14:35:34  Signal G:305 A:377 T:840 C:465 Comment: GERSON

Sample: ANT REG C3 FW Lane: 2 Base spacing: 12.32 291 bases in 3477 scans Page 1 of 1

10 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
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FTACT TT CaTAAT CTGTCeL CTATAAGT TAT CAC GCAGGTAATTAAC GCCCTTAT (AGT GACGAATGAATGGTTTACCTGGTTTTCATCCGT CATGAT GAT GAATAACTTTTCCTGTAGGTATTTCGC TTTCGGGTACAGTGTTA
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RAACAGACCTGGTACAGTATCCCGCGCTCAATCAGCAAAT CAATAAATTCGT GCTCATGATAACCGATAAGGCGGGCGGCCTGTTTCAACGTGTACACATAGTCACCGTGATTACGCCGTGCAATAAAAATAATACAAAAAAAARAAA
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Electroferogramas 3

Secuenciacion del gen rep de las cepas ¢c21, ¢c?2, pc23 y ¢pc?4 (Figura 28).



File: C1 REP Rev1-16-17-7-32 PM.ab1 Run Ended: Jan 16, 2017, 20:49:48  Signal C:202 T:173 A:336 G:251 Comment: GERSON
Sample: C1 REP Rev Lane: 1 Base spacing: 13.59 623 bases in 7613 scans Page 1 of 1
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G AT CTT ATGGGGATCACAAAAGGCGGCCTITCTCACTGGCTGAACGGTAGACGIGAGCC AAAT CTTGAAGATATTGC GCGTATCATGCGGGCGCTT GG GCGTCGGCAGTTCACTGTCACACATGATGGAATGGTCATTIGA
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TGATTCTGTTTCTAACACGTTGCCGGGAGCGCCGCCGCGTIGATTTAGGTAGTTACCCGGTTGTTGACTGGAAGGATGTAGTAAACAATATGGAAGATGCAAGGC GATCAACATTACCACACGTTACGACTAGCGTTAT TTGTTCA
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PATGATAGTTATTGGCTGGTAGCTAAAGGCGA AATGAACGCGCCGCAAGGATTGAG CAGCGGGGACGATGATACTTGTCGAT CCGCACGCGCCA TGA CTGGTTATAGGAGGGGCAGGTACCGAC
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File: C2 REP Rev1-16-17-8-49 PM.ab1 Run Ended: Jan 16, 2017, 21:58:54

Signal C:246 T:222 A:375 G:285 Comment: GERSON
Sample: C2 REP Rev Lane: 2 Base spacing: 13.13 637 bases in 7810 scans Page 1 of 1
60 7o 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
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GGCGCAGGGC ATGAG CC AGG ATT CATT GG CTG AT CTT ATGGGG AT CAC AAAAGGCGGCCTTT CTCACTGG CTGAACGGTAGACGTGAGCC AAAT CTTG AAG ATATTGC GC GTAT CATGC GG GCGCTTGGGCGTCG GC
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File: C3 REP FWD11-12-16-9-21 AM.ab1 Run Ended: Nov 12, 2016, 10:30:35  Signal G:56 A:46 T:50 C:32 Comment: GERSON

San'wple: C3 REP FWD Lane: 14 Base spacing: 12.00 496 bases in 5953 scans Page 1 of 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
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AAACAAC TR TGC GGGC GC TTGGGC GTC GGCAGTTCAC T GT CACACAT GAT GGAAT GGT CATTGAT GAT TCTGTTTCTAACACGTTGCCGGG AGC GCCGCCGCGTGATTTAGGTAGTTACCCGGTTGTT GACTGG AAGGATGTA
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File: C4 REP FWD11-12-16-10-30 AM.ab1  Run Ended: Nov 12, 2016, 11:39:47  Signal G:146 A:116 T:100 C:70 Comment: GERSON

Sample: C4 REP FWD Lane: 15 Base spacing: 11.93 514 bases in 6278 scans Page 1 of 1
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TCGGCAGTTCACT GT CACACAT GAT GGAATGGTCAT T GATGAT TCT GT TTCTAACAC GTT GC CGGG AGC GCCGCCGC GTGAT TTAGGTAGT TACCCGGT TGT T GACT GG AAGGATGTA
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GTAAACAATAT GGAAGATGCA CGATCAACATTACCACACGTTACGACTAGCGTTATTTGT TCAGATGATAGT T TATTG TGGTAGC CGAATCAATGAACGC GCCGCAAGGATTGAGTATACCAGCGGGGACGATGH
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ARTACTTGTCGATCCGCACGCGCCAGC TATT GACGGCAAACTGGTTATAGC CCAATTGGAGGAGGGGCAGGTACCGACGT TTAAACAG GAT TAT TGATGGAG GTCARAAGACTTTTGCGTTCGCTCAATCCGC TGTATCCGC CAA
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Electroferogramas 4

Secuenciacion del genrep de las cepas c5-@c7 y ocl17-¢pc22, pc24y pc27
(Tabla 8).



File: C5 REP6-21-17-1-25 PM.ab1  Run Ended: Jun 21, 2017, 14:30:15  Signal G:1791 A:1275 T:1981 C:1123  Comment: GERSON

Sample: C5 REP Lane: 19 Base spacmg 12.73 603 bases in 7368 scans Page 1 of 1
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FGC GGGGCAGGGCATGAGC (A GGATTCAT TGGC T GAT CTTAT GGGGATCACAAAAGGC GGC CTTTCTCACT GGCTGAACGGTAGAC GT GAGC CAAATCTTGAAGATAT TGC GC GTATCATGC GGGC GC TTGGGC GTCGGCAGT T
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GATTCTGT TTCTAACACGT TGC CGGGAGCGC CGCCGC GTGAT TTAGGTAGT TACCCGGT TGTT GACTGGAAGGAT GTAGTAAACAATATGGAAGAT GCAAGGC GATCAACAT TAQ
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CACACGTTACGACTAGCGTTATTTGTTCAGATGATAGTTATTGGCTGGTAGC TAAAGGCGAATCAATGAACGCGC CGCAAGGATTGAGTATACCAGCGGGGACGATGATACTTGTCGATCCGCACGCGC CAGCTAT TGACGGCH
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RAACTGGT TATAGC CCAATTGGAGGAGGGGCAGGTACCGACGTTTAAACAGTTGATTATT GATGGAGGT CAAAGACTTTTGCGTTCGCTCAATCCGCTGTATCCGC CAATCCCTATGAAT CCAGAAT CAAAAATTAT AG
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File: C6 REP6-21-17-2-05 AM.ab1  Run Ended: Jun 21, 2017, 3:14:20  Signal G:532 A:392 T:630 C:358 Comment: GERSON

Sample: C6 REP Lane: 9 Base spacmg 12.53 511 bases in 6127 scans Page 1 of 1
10 20 30 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
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TAAACAATAT GGAAGATGCAAGGCGATCAACAT TACCACACGTTACGACTAGCGT TATTTGTTCAGATGATAGTTATTGGCTGGTAGC TAAAGGC GAATCAATGAACGCGCCGCAAGGATTGAGTATACCAGCGGGGACGATGAT

it Aot

360 370 380 390 400 410 420 430

300 310 320 330 340 350
ENENESEEEEESenin SiensiSl e S S EEEEEEEE NNl m i S i ieii See e S i S EnEiE eSS S EE i e el BN DN cx B NS Sa Sl s loe e nn i S en il ee el e Hlen i e en = _—s-m= B
ACTTGTCGATCCGCACGCGCCAGCTATTGACGGCAAACTGGTTATAGCCCAAT TGGAGGAGGGGCAGGTACCGACGT TTAAACAGTTGATTAT TGATGGAGGTCAAAGACTTTTGCGTTCGC TCAATCCGCTGTATCC GCCAATC
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File: C7 REP6-21-17-2-30 PM.ab1  Run Ended: Jun 21, 2017, 15:35:11  Signal G:939 A:639 T:993 C:727 Comment: GERSON

Sample: C7 REP Lane: 20 Base spacing: 12.85 604 bases in 7272 scans Page 1 of 1
10 20 30 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
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GTCGGCAGTTCACTGT CACACATGATGGAATGGGCATTGATGATTCTGTTTCTAACACGT TGCCGGGAGCGCCGCCGCGTGATTTAGGTAGTTACCCGGTTGT TGACTGGAAGGATGTAGTAAACAATATGGAAGATGCAAGGC(
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File: C17-GER6-15-17-9-40 PM.ab1  Run Ended: Jun 16, 2017, 0:19:54  Signal G:1113 A:679 T:1472 C:1102 Comment: GERSON
Sample: 1JW-GER Lane: 3 Base spacmg 10.52 635 bases in 8044 scans Page 1 of 1
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CTTGGGCGTCGGCAGTTCACTGT CACACATG ATGG AATGGTCATTGATGATTCTGTTTCTAACACGTTGCCGGG AGCGCCGCCGCGTGATTTAGGTAGTTACCCGGTTGTTGACTGG AAGG ATGTAGTAAACAATAT GG AAG ATGCA
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AGG CGATCAACATTACCACACGTTACGACTAGCGTTATTTGTTCAG ATGATAGTTATTGGCTGGTAGCTAAAGGCGAATCAATG AACGCGCCGCAAGG ATTGAGTATACCAGCGGGG ACGATGATACTTGT CGAT CCGCACGC(Q
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CCAGCTATTGACGGCAAACTGGT TATAGCCCAATTGG AGGAGGGGCAGGTACCGACGTTTAAACAGT TGAT TATTGATGGAGGTCAAAG ACTTTTGCGTTCGCTCAATCCGCTGT ATCCGCCAAT CCCTATG AAT
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CCAG AAT CAAAAATTATAGGCGTGG TGGTTGATGCGAAG AT CGT ACCT G CCATASGG CC TTGGGG




File: C18-GER6-16-17-12-20 AM.ab1 Run Ended: Jun 16, 2017, 2:59:25  Signal G:888 A:562 T:1223 C:938 = Comment: GERSON

Sample: 2JW-GER Lane: 4 Base spacing: 10.50 632 bases in 7994 scans Page 1 of 1
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CTTGGGCGTCGGCAGTTCACTGT CACACATGATGG AATGGT CATTGATGATTCTGTTT CTAACACGTTGCCGGG AGCGCCGCCGCGTG ATTTAGGTAGTTACCCGGTTGTTGACTGG ARGG ATGTAGTAAACAATATGG AAG ATG CH
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GCCAGCTATTGACGGCAAACTGGTTATAGCCCAATTGG AGGAGGGGCAGGTACCGACGTTTAAACAGT TGAT TATTGATGGAGGT CAAAG ACTTTTGCGTTCGCT CAAT CCGCTGT ATCCGCCAAT CCCT ATG AAT
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CCAG AAT CAAAAATTATAGG CGTGGTGGTTGATG CG AAG AT CGTAAACCTG CCATA GC CT TG G G



Gerson
Arrow


File: C19 REP6-20-17-4-44 PM.ab1 Run Ended: Jun 20, 2017, 18:00:47  Signal G:1225 A:884 T:1233 C:938 Comment: GERSON

Sample: C19 REP Lane: 1 Base spacing: 12.80 627 bases in 7528 scans Page 1 of 1
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RACAA CTCATGC GGGC GCAGGGCATGAGC CAGGATTCATT GGC TGAT CTTAT GGGGAT CACAAAAGGC GGCCTTTCTCAC TGGC T GAACGGTAGAC GT GAGC CAAATCT T GAAGATATT GC GC GTATCATGC GGGC GC TTGG GC
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ARTCAACAT TACCACACGTTACGACTAGCGTTATTTGT TCAGATGATAGTTATTGGCTGGTAGC TAAAGGC GAATCAATGAACGC GCCGCAAGGATTGAGTATAC CAGCGGGGACGATGATACT TGTCGATCCGCACGC GC CAGC TA
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File: C21 REP6-20-17-8-20 PM.ab1  Run Ended: Jun 20, 2017, 21:29:11  Signal G:778 A:536 T:653 C:596 = Comment: GERSON

Sample: C21 REP Lane: 4 Base spacing: 12.58 614 bases in 7452 scans Page 1 of 1
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File: C24 REP6-20-17-10-38 PM.ab1  Run Ended: Jun 20, 2017, 23:47:14  Signal G:1172 A:846 T:1162 C:794  Comment: GERSON
Sample: C24 REP Lane: 6 Base spacing: 12.71 631 bases in 7622 scans Page 1 of 1
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File: C27 REP6-20-17-11-47 PM.ab1  Run Ended: Jun 21, 2017, 0:56:12  Signal G:619 A:460 T:651 C:360 Comment: GERSON

Sample: C27 REP Lane: 7 Base spacmg 12.76 625 bases in 7560 scans Page 1 of 1
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Electroferogramas 5

Secuenciacion del plasmido pKQV4 con las clonaciones de los genes rep,

ant, dam, dcml y ant-5x (figura 33).



File: pKQV4 ANT9-13-16-9-34 PM.ab1  Run Ended: Sep 13, 2016, 22:39:59  Signal G:355 A:385 T:292 C:331 Comment: GERSON
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AT GAAAACCAGGTAAACCATTCATTCGTCACTGATAAGGGCGTTAATTACCTGCGTGATAACTTATAGGTGACAGATTAT GAAAATAGAAGTTTTGGCGCTAATAATAAGCTT GGCTGTTTTG GCGGATGAGAGAAGATTTTC
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File: ANT 5X Rev1-16-17-11-08 PM.ab1  Run Ended: J 17, 2017 0:17:04  Signa IC'62 T:63 A'85G75 Commen t: GERSON
Sample: ANT 5X Rev Lane: 4 B spacing: 12 98 626b 7572 P g e 10of1
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File: pKQV4 DAM9-13-16-10-40 PM.ab1  Run Ended: Sep 13, 2016, 23:45:05  Signal G:493 A:470 T:370 C:412 Comment: GERSON

Sample: pKQV4 DAM Lane: 5 Base spacing: 13 16 547 bases in 6905 scans Page 1 of 1
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GTCGCTGACGTGGCGGCAAACAAGG AAARAT GCGCTAGTTCCTCGGTATATAACCGAAGAAAT GGACACGTTGCATTATCCGTGGGGAGCTGTGGCAATGCCTGGTGAGTAT GTCTGGCTTAATCCGCCATATTCTAAACCGGGG

0t 0o A

280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 410
Eini e ininiinsE s insE HENEEEEs Sl Sises S SN EEE mn S s ee i nd i el e i scen IS sasEnS il cises en e mlaliclna o e c ionlio el c e B Se S oS- = ------.-----
CCATTCGTTGAGAAGGCGGCATTAGAACAT CAACGAAATCACATTGGCTGTGTAATGCTGTTGCCCGCTGACATTTCT GTTAGCTGGTTTATGAACGGCGTGGATACGGCAAAC GAATGCCGATTAATCAC GCGCGGGCGGC
420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540
-l sl s EEEc s s Ees . cscale _— EmssEs—n s me e —m = = - = ___EEEN_ __ _ = m__ SE SN B S E ENSETTH B
GGCGTTTATCAATGCTGCGACTGGTAAGCCAGT AAGCG GAAACAATAAAGGGAGCTTGTTTTT GATCT GGCATCCACGGTGC GACATG AATGTATTTTTACACACATAACACGTAAAG GACTTTA GCCAAG A

) M“MMlu’x‘»‘”M@h‘.‘\"""&“ IWQW‘AM 0‘ M’) ,«&‘g@’mﬂ.-ﬁ“@@”




File: pKQV4 DCM19-13-16-11-45 PM.ab1  Run Ended: Sep 14, 2016, 0:50:11  Signa IG'124 A:106 T:96 C:99 Commen t: GERSON
Sample: pKQV4 DCM1 Lan e 6 Base p c ng: 12.86 556 ba ses n 6879 sc s Pa ge 10f1
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File: pKQV4 REP9-13-16-8-29 PM.ab1  Run Ended: Sep 13, 2016, 21:34:52  Signal G:973 A:836 T:745 C:853 Comment: GERSON
Sample: pKQV4 REP Lane: 3 Base spacmg 13.15 548 bases in 6825 scans Page 10of1
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