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RESUMEN

Una nueva familia de fagos no lambdoides (mEp) fue descrita y clasificada en un grupo de
inmunidad Unico (Grupo de inmunidad I). Ninguno de los fagos pertenecientes a este grupo
de inmunidad fue capaz de crecer en una bacteria liségena Escherichia coli W3110 que
albergaba el profago mEp021, presumiblemente debido al represor. Sin embargo, a partir
de la secuencia gendémica del colifago mEp021, se identific6 un marco de lectura abierto
(ORF81) que codifica para un polipéptido de 72 aminoacidos (Lpp™&r%?1) que proponemos
es responsable de la exclusiéon a la superinfeccion (Sie). Ademas, el BLASTp de proteinas
mostr6 que Lpp™EP9? posee una secuencia consenso lipobox y comparte aproximadamente
15% de identidad con otras proteinas relacionadas a la Sie de los fagos HK022, phi80, N15,
mMEp167, Sh6 y T5. La secuencia de aminoacidos de Lpp™&%?! present6 un péptido sefial
caracteristica de proteinas de excrecidén o proteinas transmembranales. Por otra parte, se
localizaron in silico dos posibles promotores rio arriba del ORF81, asi como un posible
terminador rio debajo de este gen. La expresion del ORF81 clonado en el vector de
expresion pKQV4 fue suficiente para excluir la infeccion de mEp021 en una cepa W3110.
De manera interesante la sobreexpresion del ORF81 mostré una reduccion en la Sie de
mEp021 en la cepa W3110. Ademas, la Sie fue inhibida en cepas mutantes que expresaban
el ORF81 donde los genes lamB, malF y malG se encontraban deletados (Keio collection),
indicando que la proteina de membrana externa LamB y las proteinas de membrana interna
MalF y MalG son necesarias para la exclusion mediada por Lpp™&P%2t, La adsorcion de
mEp021 fue inhibida por Lpp™EP®2!, indicando una posible interferencia en el reconocimiento
del receptor primario y la adsorcién normal a la célula. De manera interesante ninguno de
los 13 diferentes bacteriéfagos probados del grupo de inmunidad | fue excluido por Lpp™MEr©2L
sugiriendo que requieren de un receptor primario diferente al de mEp021 (OmpA). Ademas,
se identificd que el residuo Triptéfano 71 es indispensable para la Sie mediada por Lpp™Ero2t
debido a que una mutacion puntal en este codon (W71C) provoca la pérdida total de la
funcion de exclusion de la proteina. Lpp™&P%2 fue localizado en la membrana interna y
externa de la bacteria mediante Western Blot, sugiriendo que la Sie mediada por el Lpp™&ro2
se esta llevando a cabo a nivel de ambas membranas, donde interactia con proteinas
membranales como LamB, MalF y MalG, inhibiendo asi la adsorcion de mEp021 y su

infeccion.



SUMMARY

A new family of nonlambdoid phages (mEp) was classified into a unique immunity
group (Immunity group ). None of the phages belonging to this immunity group were
able to grow in a lysogenic Escherichia coliW3110 harboring the prophage mEp021,
presumably due to its repressor. However, from mEpO21 genome sequence, we
identified an open reading frame (ORF81) which encodes for a 72 amino acid
polypeptide (Lpp™Er921), which we propose is responsible of superinfection exclusion
(Sie). In addition, a protein BLASTp showed that Lpp™EP92! has a lipobox consensus
sequence and shares around 15% identity with other Sie related proteins of phages
HK022, phi80, N15, mEp167, Sh6é and T5. The amino acid sequence of Lpp™MEr02L
presented a signal peptide characteristic of excretion and transmembrane proteins.
On the other hand, we localized in silico two possible promoters upstream of ORF81,
and one possible terminator downstream of this gene. The expression of the cloned
ORF81 into pKQV4 expression vector was able to exclude mEp021 in a E. coli strain
W3110. Interestingly overexpression of ORF81 showed reduced Sie for mEp021 in
a strain W3110. Sie for mEp021 was inhibited in ORF81 expressing mutant strains
where, lamB, malF and malG genes were knocked out (Keio collection), indicating
that the OM protein LamB and the IM proteins MalF and MalG are necessary for the
exclusion mediated by Lpp™MEr921, Adsorption of mEp021 was shown to be inhibited
by Lpp™MEPP21 indicating a possible interference of the primary receptor recognition
and the normal adsorption to the cell. Interestingly, none of the 13 different
bacteriophages tested from immunity group | were excluded by Lpp™&P2! suggesting
that they require a different receptor than that of mEp021(OmpA). We also identified
that the residue Tryptophan 71 is indispensable for Sie mediated by Lpp™Er92! as a
point mutation in this codon (W71C) abolished the exclusion function of this protein.
Lpp™EPO2L was localized in the inner and outer membrane of the bacteria by Western
Blot, suggesting that Sie mediated by Lpp™&P%2! js being carried out at a complete
membranes level, where it interacts with membrane proteins such as LamB, MalF

and MalG, inhibiting mEp021 adsorption and therefor its infection.
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1. INTRODUCCION

1.1 Bacteriofagos

Bacteriéfagos, también conocidos como “fagos”, son virus que Unicamente infectan
bacterias. Con un estimado de 103! particulas en la biosfera, los fagos superan en
namero a las bacterias, por lo menos10 veces, es por esto que no es de sorprender
su influencia en la evolucion de la mayoria de las especies bacterianas, en algunos
casos de formas inesperadas [1]. Los bacteridfagos fueron descubiertos en 1915
por el patélogo britanico, Frederick Twort, y redescubiertos en 1917 por el
microbidlogo franco-canadiense Félix d’'Hérelle [2]. Desde entonces, los fagos han
sido de interés para los cientificos como una herramienta para entender los
aspectos fundamentales de la biologia molecular, uno de ellos es la evolucién

bacteriana por la transferencia horizontal de genes a través de fagos [3].

1.2 Clasificacion de bacteriofagos

Los bacteriéfagos estan compuestos principalmente de proteinas que encapsidan
genomas que pueden ser de DNA o ARN de caden doble o sencilla y pueden tener
estructuras relativamente simples o muy elaboradas. Es por esto que se clasifican
en distintas familias segun el tipo de acidos nucleicos que presentan, la presencia
y/o forma y composicion de la capside y cauda. Actualmente la ICTV (por sus siglas
en inglés “International Committee on Taxonomy of Viruses”) clasifica a los
bacteriéfagos en las siguientes familias: Caudovirales (Myoviridae, Siphoviridae,
Podoviridae), Mficroviridae, Corticoviridae, Tectiviridae, Leviviridae, Cytoviridae,
Inoviridae, Plasmaviridae. En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas principales

de cada una de las 9 familias de bacteri6fagos [4].
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Tabla 1. Familia de Fagos modificada de Ackermann, 2007 [4].

Forma Orden o familia Acido nucleico, tamafio Miembro No. R,Emrtadug
Caudonvirales dsDNA(L), sin envoltura
O:' Myoviridae Cola contractil T4 1312
<3: Sphoviridas Cola larga, no contractil A 3262
o= Rodoiridae  Cola corta 174 771
O’ Microviridae: ssDMNA(C), 27 nm, 12 capsomeros X174 38
Corticoviridae: dsDMA(C), capside compleja, lipidos, 60 e 37
- nm
© Tectiviridae dsDMA (L), vesicula interna de lipidos, pseudo cola, =8y 19
60 nm
&3 Leviviridae SSRNA (L), 23 nm, parecido a poliovirus M2 as
© CQystoviridae dsRNA (L), segmentado, envoltura lipidica, 70-80 nm 6 3
— Inoviridae: ssDMNA (C), filamentos o bastones, 85-1950 x 7 nm fd 66
Q Fasmaniridas dsDMA, envoltura lipidica, sin capside, 80 nm N2 5

1.3 Ciclo replicativo de los bacteriéfagos

Al momento se conocen dos ciclos replicativos posibles que pueden presentar los
bacteriéfagos una vez que han infectado su célula huésped, estos son el ciclo litico
y el ciclo lisogénico [3]. La decision entre la via lisogénica o litica se realiza poco
después de efectuada la infeccion y es crucial para la eficaz propagacion del fago.
La decision esta estrictamente regulada a nivel genético (los niveles de la proteina
Cll del fago A, decide entre las dos vias; a mayor concentraciéon de Cll es favorecida
la via lisogénica), y el control de la expresion de ciertos genes asegura la

permanencia de un estado [5].

El ciclo litico se caracteriza por la adsorcion del fago y posteriormente una unién
irreversible a un receptor especifico de la membrana externa bacteriana.
Posteriormente, la inyeccién del DNA del fago al citoplasma de la bacteria, donde
es replicado, transcrito y traducido con ayuda de las maquinarias bacterianas. Las
proteinas fagicas son sintetizadas por separado y ensambladas en capsides
(cabezas) y colas o caudas (en el caso de fagos con cola) para posteriormente
empacar el genoma viral en las capsides, unir la cauda, y finalmente formar viriones
maduros. Al final del ciclo litico, las proteinas formadoras de un poro Unico ocasiona

la lisis de la célula y la liberacion de cientos de nuevas particulas infecciosas al
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ambiente que serdn capaces de infectar a las bacterias cercanas y empezar

nuevamente el ciclo [1].

En contraste, los fagos temperados son capaces de llevar a cabo un ciclo lisogénico,
en el cual, el DNA fagico se integra al genoma bacteriano, o pueden mantenerse en
forma episomal dentro de la célula huésped (pseudolisogenia). Este ciclo puede ser
estable por miles de generaciones y ademas puede alterar el fenotipo de la bacteria
expresando genes que no son expresados en el curso usual de infeccion, a este

proceso se le conoce como conversion lisogénica [1, 2].
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Figura 1. Ciclos replicativos desarrollados por los bacteriéfagos. Imagen modificada
de Salmond, 2015 [2]

1.4 Conversién lisogénica

La conversion lisogénica resultante de la integracion de profagos puede tener un
gran impacto en la célula huésped debido a la expresion de genes denominados
“‘morons” que codifican para un gran numero de proteinas que le confieren
beneficios como: produccion de toxinas, proteinas efectoras, proteinas regulatorias,
factores de resistencia al suero, exonucleasas y proteasas, superantigenos,

productos que pueden alterar las capacidad del biofilm bacteriano, péptidos que
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pueden inducir o silenciar genes del huésped, autoinmunidad contra la infeccion del

mismo fago o fagos relacionados, etc [1, 6].

Algunos genes de fagos son conocidos por incrementar la supervivencia de la
bacteria liségena. El represor del fago y péptidos relacionados a la exclusion de la
superinfeccion confieren ventajas selectivas contra la infeccion de fagos. Algunas
de estas proteinas son la proteina Cor del profago ®80, que inactivan el receptor
de superficie FhuA, resultando en la incapacidad de ®80 de infectar nuevamente al
huésped [7-9]. Otros fagos que requieren de este receptor (por ejemplo, T1, T5,
HKO022, mEp167 y N15) son incapaces de infectar a bacterias que expresen la
proteina Cor. Otras proteinas expresadas por genes “morons”, como SieA en el fago
P22 de Salmonella, Sp y Imm en el fago T4 de E. coli [10] y Sie2o09 en el fago
Tuc2009 de Lactococcus lactis, previenen la entrada de DNA de fagos después de
la unidn inicial al receptor en membrana externa. Todos estos factores protegen a
la bacteria liségena y son de importancia para su sobrevivencia (de la bacteria) por

lo tanto, son objeto de estudio en los ultimos afios [9].

1.5 Mecanismos de resistencia a la infeccion por bacteriofagos

Los mecanismos de resistencia a fagos, también llamados “resistencia bacteriana a
la infeccion”, sirven para limitar el rango de huéspedes. Aunque principalmente se
le conoce como bloqueo de la “adsorcién” del fago, existe un gran numero de
mecanismos que interfieren en la infeccibn y se encuentran codificados en
bacterias, profagos y posiblemente también en plasmidos. Colectivamente, estos
mecanismos se han descrito como parte del “Resistoma a bacteriéfagos” y han sido
estudiados, especialmente en las bacterias acido lacticas. Los fagos, por su parte
también emplean numerosas técnicas para contrarrestar la resistencia de las

bacterias, y de este modo ampliar su rango de infeccion [11].

Los mecanismos bacterianos de resistencia son usualmente diferenciados en:
bloqueo de la adsorcion, bloqueo de la inyeccion del genoma del fago, modificacion
y restriccion (sistema R-M), infeccion abortiva y sistemas CRISPR. Todos estos

mecanismos de resistencia son empleados por las bacterias, asi como también
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pueden ser adquiridos por medio de profagos, plasmidos o genes tomados del

medio ambiente [11].

En la Figura 2 se muestra la resistencia bacteriana a la infeccion que puede darse
en distintas etapas de la infeccion del fago, impidiendo asi la infeccion y proliferacion

de los mismos.
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Figura 2. Resistencia bacteriana en funciéon a las etapas de infeccion del fago.
Modificada de Hyman y Abedon, 2010 [11].

1.5.1 Mecanismo de proteinas de exclusion

De acuerdo con Labrie et al. se han reportado por lo menos tres distintos niveles
de exclusién de bacteriéfagos: 1) Bloqueo de la adsorcion, 2) Bloqueo de la

inyeccion del DNA, o 3) Una infeccion abortiva [12].

1.5.1.1 Evitando la adsorcion del fago

La adsorcion de los fagos a receptores presentes en el hospedero es el primer paso

en la infeccion y quiza uno de los eventos mas interactivos en esta, debido a que el
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fago debe reconocer componentes especificos de su huésped. Las bacterias han

desarrollado barreras que previenen la adsorcion del fago. Estos mecanismos de

bloqueo de adsorcion se pueden dividir en tres categorias: bloqueo de los

receptores del fago, produccién de matriz extracelular y la produccién de inhibidores

competitivos (Figura 3) [12].

Blogueo de los receptores del fago. Para limitar la propagacion del fago

la bacteria puede adaptar la estructura de sus receptores de la membrana
o su conformacion tridimensional. El bacteriéfago T5 y el bacteridfago
MEp167 usan como receptor a la proteina de membrana externa FhuA y
producen las lipoproteina Llp y Cor respectivamente, que bloquean a
FhuA, previniendo futuras infecciones por bacteriéfagos dependientes de
FhuA. Llp también protege a los nuevos viriones T5 de la inactivacién por
la union a receptores libres presentes en los reisuod de las bacterias
lisadas. Por otro lado, la proteina TraT codificada por el plasmido F
modifica la conformacién de la proteina de membrana externa OmpA que
funciona como receptor para fagos T-like [12].

Produccion de matriz _extracelular. Las bacterias pueden producir

polimeros extracelulares para promover su supervivencia protegiendo a
la bacteria de ambientes adversos y en algunos casos aportando una
barrera fisica entre los bacteriéfagos y sus receptores. Las bacterias
Pseudomonas spp. producen un exopolisacarido llamado alginato el cual
incrementa la resistencia a bacteriéfagos, sin embargo, el fago F116 que
infecta a Pseudomonas spp., produce una enzima alginato liasa que
facilita su dispersion en la matriz de alginato y reduce la viscosidad de
esta, permitiendo su infeccion [12].

Produccion de inhibidores competitivos: Algunas moléculas que estan

presentes naturalmente en el ambiente de la bacteria pueden unirse
especificamente a los receptores del fago. FhuA, un transportador de
hierro en E. coli también es una entrada para algunos fagos como T1, T5,
mEp167 y ®80. La microcina J25 también utiliza FhuA como receptor y

puede competir con los bacteriéfagos en su union a este receptor [12].
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Figura 3. Mecanismos para que evitan la adsorcion del fago. a) Bloqueo de los
receptores del fago. b) Produccion de matriz extracelular. ¢) Produccion de inhibidores
competitivos. Modificada de Labrie et al., 2010 [12].

1.5.1.2 Mecanismo de bloqueo de la inyeccién de DNA fagico.

Las proteinas de exclusion a la superinfeccion (Sie) bloquean la entrada del DNA
fagico a la célula hospedera y por ende confieren inmunidad contra fagos
especificos. Estas proteinas se han encontrado ancladas o asociadas a
componentes membranales. Los genes que codifican estas proteinas son
encontrados comunmente en profagos, sugiriendo en muchos casos que los

sistemas Sie son importantes en la interaccion fago-fago [12].

Uno de los sistemas Sie mejor caracterizados es el del bacteriéfago T4, el cual
codifica para dos proteinas codificados en los genes imm y sp. Este sistema causa
una inhibicion rapida de la inyeccion del DNA a la célula huésped, previniendo la
infeccion de otros fagos T-like. Imm tiene dos dominios transmembranales no
convencionales y se predice que se localiza en la membrana del huésped, ademas
Imm debe de estar asociada con otra proteina de membrana para lograr una
exclusion completa. La proteina de membrana Sp inhibe la actividad de la lisozima
de T4, por lo tanto, previene la degradacion del peptidoglicano y la subsecuente
entrada del DNA del fago (Figura 4) [12].
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Figura 4. Sistema de exclusion del bacteriéfago T4. a) Infeccion normal de fago T4. b)
La proteina Imm previene la inyeccién del DNA del fago al citoplasma de la bacteria
huésped. c) La proteina Sp inhibe la actividad de la lisozima de T4, previniendo la
degradacion del peptidoglicano de la pared celular. Modificada de Labrie et al., 2010 [12].

1.5.1.3 Mecanismo de infeccién abortiva.

Algunas bacterias poseen un amplio rango de proteinas heter6logas que provocan
una infeccién abortiva. Estos sistemas de infeccién abortiva (Abi) también llevan a
una atenuacion de la célula infectada. El sistema de infeccion abortiva Rex puede
encontrarse en cepas E. coli liségenas de A. Cuando la infeccién por un fago ocurre,
se produce un complejo proteina-DNA ya sea por recombinacion o replicacion, este
complejo activa RexA. RexB es un canal de iones que al ser activado por el complejo
RexA-DNA reduce el potencial de membrana, lo cual lleva a una caida en los niveles
de ATP en la célula, esto ocasiona una disminucion en la sintesis de macro

moléculas y por lo tanto de la replicacion celular (Figura 5) [12].
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Figura 5. Modelo de infeccién abortiva del sistema Rex. a) La inyeccion de DNA a
la bacteria causa la formacion de un complejo DNA-proteina ya sea por recombinaciéon o
replicacion de este. b) RexA es activado por el complejo DNA-proteina. ¢) Dos moléculas
activadas de RexA activan el canal de iones RexB, lo que ocasiona una perdida en al
potencial de membrana, esta perdida disminuye los niveles de ATP en la célula y por lo
tanto su replicaciéon. Modificada de Labrie et al., 2010 [12].
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1.6 Exclusion ala superinfeccion

Una obvia ventaja selectiva para el huésped lisogénico es la inmunidad (relacionada
al represor del fago) y los genes del profago relacionados con la exclusion a la
superinfeccion, los cuales protegen a la bacteria liségena contra la infeccién de otros
fagos. Estos genes también proveen una ventaja directa al profago debido a que
excluyen el DNA de fagos infecciosos y evitan que este compita con el DNA del

profago [12].

La exclusion a la superinfeccién es un fenémeno en donde la preexistencia de una
infeccion viral previene una infeccion secundaria del mismo virus u otro muy cercano
a este. Este fendbmeno poco entendido podria reflejar un estado antiviral en la célula
infectada. Como se mencion6 anteriormente algunos virus codifican proteinas que
logran la exclusién a la superinfeccion. Estas proteinas virales pueden interferir con
la liberacion de DNA al citoplasma del huésped o modificar el receptor de entrada.
Pueden incluso actuar como inhibidores de las enzimas virales encargadas de la
degradacion del peptidoglicano previniendo asi la entrada del DNA del bacteriéfago
[12, 13].
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Figura 6. Exclusidon a la superinfeccién en bacterias (Imagen modificada de Expasy,
Bioinformatics Resource Portal)

1.7Lipoproteinas de exclusion en bacteriofagos

Dentro de las proteinas de exclusion reportadas en bacteriéfagos, algunas de estas
se han caracterizado como lipoproteinas, es decir son proteinas que poseen una
modificacion lipidica en su porcién N-terminal que les permite anclarse a la
membrana del hospedero. Algunas de estas proteinas son: Cor del colifago mEp167
de, la cual se caracteriz6 como una lipoproteina de membrana externa que inactiva
el transportador de ferricromo FhuA; evitando asi la infeccion de bacteriéfagos FhuA
dependientes [14, 15], Ltp del bacteriéfago TP-J34 de Streptococcus thermophilus,
la cual evita la infeccién del fago TP-J34 impidiendo la inyeccion del DNA a la célula
hospedera [16], Llp del bacteriofago TS5 de Escherichia coli, que inactiva a su
receptor FhuA y protege a los nuevos viriones T5 de la inactivacion por la unién a

receptores libres presentes en los restos de las bacterias lisadas [17].
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1.8 Lipoproteinas de membrana

En bacterias Gram negativas como E. coli, las proteinas de membrana externa
denominadas lipoproteinas portan en su porcion amino terminal modificaciones que
consisten en una gliceril cisteina (acido S-[2,3-propanodiol]-3-tioamino propionico)
el cual esta ligado a dos residuos de &cidos grasos por dos uniones del tipo éster, y
en el caso de las principales lipoproteinas de la membrana externa solo se
encuentra en adicion un residuo de acido graso unido por una unién amida. Estas
proteinas son sintetizadas a partir de precursores que portan una secuencia sefal
hidrofébica en el extremo terminal y son translocadas a través de la membrana
interna por el sistema Sec [18], contiene adem&s, una secuencia sefial en su (SS
por sus siglas en inglés) [L/V/[A/SIT/V/I][G/AIS]C la cual también se conoce como
“‘lipobox”. En E. coli las lipoproteinas son translocadas a través de la membrana
interna por el translocon Sec, aunque en otros organismos existen lipoproteinas

dependientes del translocon Tat [19, 20].

La maduracion y el procesamiento de las lipoproteinas toma lugar en el lado
periplasmatico de la membrana interna (Figura 7). El primer paso es la adicion de
diacilglicerol al grupo sulfhidrilo del residuo de cisteina conservada por una enzima
llamada Lgt (por sus siglas en inglés “phosphatidylglycerol/prolipoprotein
diacylglyceryl transferase”). Esta modificacion es un pre-requisito para realizar el
corte en la SS por una lipoproteina proteasa (LspA o peptidasa sefal Il) y asegura
que la apolipoproteina permanezca anclada en la membrana interna después del
corte en la Cisteina de la SS. La lipoproteina proteasa (LspA) genera una
apolipoproteina diaciliada con un nuevo N-terminal gracias a la cisteina conservada
de la lipobox referida como +1. Finalmente, el grupo amino de la cisteina es N-
acilado por la enzima Lnt (por sus siglas en inglés phospholipid/apolipoprotein
transacylase) generando una lipoproteina madura triacilada. Los genes codificantes
para las tres enzimas son esenciales en E. coli y altamente conservados en las

bacterias Gram-negativas [20].

Finalmente, las lipoproteinas maduras son exportadas a la membrana externa de la

bacteria mediante la ruta Lol (Figura 7), siempre y cuando estas lipoproteinas no

11
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cuenten con la sefial llamada “sefal de evitacion de Lol”. Esta sefial en E. coli es
conocida por la regla +2 y es determinada por la identidad del aminoacido que se
encuentra después de la cisteina conservada (+1). De acuerdo con esta regla, un
acido aspartico en la posicion +2 ocasiona una retencion de la lipoproteina en la
membrana interna; y eso funciona como una sefal seleccion para diferenciar

lipoproteina de membrana interna y membrana externa [18].
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Figura 7. Ruta de maduraciéon y exporte de lipoproteinas en Gram negativas. La
lipoproteina (verde) es sintetizada en el citoplasma con una secuencia sefial de
aminoacidos hidrofébicos en N-terminal la cual la hace blanco para su translocacion a
través de la membrana interna por el translocon Sec o Tat. La lipoproteina permanece
anclada en la membrana interna por su secuencia SS y Lgt afiade diacilglicerol al residuo
conservado de Cisteina. LspA corta la secuencia SS y Lnt afiade otra cadena de acilos al
glicerol unido a la Cisteina recién formado. La lipoproteina es reconocida por el complejo
en LolCDE en membrana interna que cataliza la extraccion de la lipoproteina de la
membrana interna utilizando ATP. La lipoproteina es liberada al periplasma en complejo
con la chaperona LolA. LolA entrega la lipoproteina al aceptor de membrana externa LolB
el cual la inserta a la cara interna de la membrana externa. El LolA libre regresa al complejo
LolCDE y es reciclado. Imagen modificada de Kanovalova y Silhavy, 2015 [20]
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2. ANTECEDENTES

2.1 Bacteriofago mEp021

El colifago mEp021 fue aislado de muestras de materia fecal por Kameyama y cols
en 1999. Se clasificé como “no lambdoide” y forma parte de un grupo de inmunidad
anico (I) que esta conformado por 48 miembros. Presenta caracteristicas como no
puede desarrollarse adecuadamente a 32°C, el profago no puede ser inducido por

luz UV y requiere de algunos factores Nus del huésped para su desarrollo [21].

Su genoma no puede ser cortado por enzimas como: Bgll, EcoRl, Hindlll, Kpnl, Pstl,
Sacll, Sall, Sphl y Xhol, se pensaba que no se encontraban estos sitios de
restriccion en su genoma. Sin embargo, la secuenciacion del genoma completo de
mEp021 (54,655 pb), se identificaron sitios de restriccion para EcoRl, Kpnl, Pstl, lo
gue sugiere que estos sitios deben ser modificados durante el desarrollo del fago
[22]. De acuerdo a su morfologia se le ubica en el orden de los Caudovirales y en
la familia Siphoviridae, ya que es un fago no envuelto, con cola larga no contractil y

flexible y posee un genoma de DNA lineal de doble cadena (Tabla 1).

Las particulas virales de mEp021 muestran una cola de aproximadamente 150 nm
y una capside icosaédrica de 60 nm de diametro aproximadamente (Figura 8). Por
analisis electroforético de las proteinas estructurales de mEp021 (Figura 9) se
pueden distinguir en gel dos de ellas que parecen ser las proteinas mayoritrias de
la capside del virion (peso molecular ~40kDa y ~16kDa).

13
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Figura 8. Microscopia electrénica del bacteriofago mEp021 (tincibn con acetato de
uranilo)
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Figura 9. Proteinas estructurales de mEp021. Electroforesis de proteinas estructurales

de mEp021 en gel Tricina-SDS tefiido con plata (Martinez-Pefafiel, E y Sepulveda, O. datos
no publicados).
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La caracteristica relevante de este nuevo grupo es que alrededor del 10% de sus
miembros inducen un fenotipo hemolitico. En el genoma del representante de este
grupo (mEp021), se identificé un marco de lectura abierto responsable de inducir
este fenotipo. Este marco presentd 4 probables codones de inicio en fase y la
expresion del ORF 4.3, reprodujo el fenotipo en una cepa nativa con el gen hlyE*,

pero no en la cepa mutante en hlyE- (Figura 10) [23]. (Martinez-Pefafiel et al, 2012)

Figura 10. 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 hemdlisis.
A laderecha, la cepa lisgena MC4100 (hlyE+), que contiene el profago mEp021, y muestra
el fenotipo hemolitico. Imagen modificada de Martinez-Pefafiel et al, 2012 [23].

2.2 Lipoproteina Cor del bacteriofago mEp167

Dentro de la coleccion de fagos aislados de heces, se encontr6 que los fagos
mEp213, mEp237, mEp410 son incapaces de crecer en liségenas de mEp167, esto
debido a un mecanismo de exclusion del bacteriéfago. Dentro del genoma de
MEp167 se encontro un fragmento de DNA que contiene un marco de lectura abierto
(ORF) codificante para un polipéptido de 77 aminoacidos. La secuencia de
aminoacidos de este ORF presenta un porcentaje de identidad muy alto con las
proteinas Cor de los fagos HK022, phi80 y N15. Se encontré que la expresiéon de
este ORF (Cor) en E. coli es responsable de inhibir la infeccion de bacteriofagos
FhuA dependientes, asi como de inhibir el transporte de ferricromo, muy
posiblemente inactivando FhuA [14, 21].

15



2. ANTECEDENTES

Recientemente en el trabajo realizado por la M. en C. Emma Arguijo se encontrd
que Cor es una lipoproteina que contiene una secuencia sefal “lipobox” con la
secuencia de aminoacidos LVGCA. Esta lipoproteina Cor se localiza en la
membrana externa de la bacteria e interactia con las proteinas de membrana
externa OmpA, OmpC, OmpW, LamB, OmpF y Slp [15].

Anteriormente se hipotetizaba que Cor interaccionaba directamente con el
transportador de ferricromo FhuA causando un impedimiento estérico y evitando asi
el transporte a través de este; sin embargo, estos resultados podrian indicar que
Cor, al interaccionar con las proteinas de membrana externa provoca un cambio
conformacional del receptor FhuA evitando asi el flujo de ferricromo a través de este
y evitando el reconocimiento de este receptor por los fagos FhuA dependientes [14,
15].

El estudio de los genes responsables del fenotipo de exclusién a la superinfeccion
(por sus siglas en inglés Sie) ha sido de gran interés en los ultimos afios y el
mecanismo por el cual se produce dicha exclusion es incierto, ademas de ser
especifico para cada tipo de bacteriéfago que la contenga. Este proyecto esta
dirigido al estudio de una lipoproteina putativa del colifago mEp021; debido a que
anteriormente se ha descrito que algunas lipoproteinas como Cor en mEp167 y ®80;
llp en T5 que son responsables del fenotipo de exclusion a la superinfeccion. Por lo
tanto, resulta interesante conocer si la lipoproteina de mEp021 fuese la responsable

de conferir el fenotipo de exclusién a la superinfeccién en este fago.
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3. JUSTIFICACION

Tomando en consideracion que la mayoria de las lipoproteinas de bacteridfagos
reportadas y caracterizadas en bacteriéfagos brindan un fenotipo de exclusién a la
superinfeccion en el hospedero, resulta importante estudiar si la lipoproteina
codificada por el ORF81 en el genoma del bacteriofago mEp021 tiene dicha funcion,
ya que posee algunas caracteristicas similares con las ya reportadas a nivel de
secuencia de aminoacidos, dominios transmembranales, localizacion en el genoma
y presenta una lipobox que podria permitir su procesamiento y transporte hacia la

membrana del hospedero.
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4. HIPOTESIS

La expresion episomal del ORF81 en Escherichia coli excluye la infeccion de

mEp021 mediante la inhibicion de su unién a la proteina OmpA
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5. OBJETIVO

5. OBJETIVO

Caracterizar la expresion del ORF81 en Escherichia coli, asi como su posible

participacion en la exclusion de la infeccién de mEp021.
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6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Andlisis in silico del ORF81 del fago mEp021.

2. Clonar el ORF81 de mEp021 en el vector de expresion pKQV4.

3. Comparar el fenotipo de exclusion entre la lisogena W3110 (mEp021) y la
bacteria que expresa de manera episomal el ORF81.

4. Determinar si la posible lipoproteina confiere la exclusion a la superinfeccion
evitando la union del fago a su receptor de membrana externa.

5. Verificar fenotipo de exclusion a la superinfeccion de la liségena W3110
(mEp021) y la bacteria que expresa de manera episomal el ORF81.

6. Determinar la localizacion de la posible lipoproteina y su interacciéon con

proteinas de E. coli.
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7. MATERIALES Y METODOS

7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Bacterias, bacteri6fagos, y plasmidos

Las bacterias, bacteriéfagos y plasmidos utilizados en este estudio se encuentran
enlistados en la Tabla 1. La cepa Escherichia coli W3110 [24] fue utilizada para la
propagacion de los bacteriéfagos y los ensayos de adsorcidon, mientras que las cepa
W3110 y las cepas de la coleccion Keio derivadas de BW25113 [25] fueron
utilizadas para los ensayos de exclusion. La cepa DH5a [26] fue utilizada para la
transformacioén y aislamiento de plasmidos, la cepa BL21 [26] fue utilizada para el
ensayo de proteina de fusion fluorescente. Los bacteriofagos utilizados en este
estudio son derivados de mEp y pertenecen al grupo de inmunidad | de la coleccién
de nuestro laboratorio y estan descritos en Kameyama et al [21]. El bacteriéfago A

(Campbell, 1961) y mEp167 [21] fueron utilizados como control de infeccion.

Tabla 1. Plasmidos, cepas y bacteri6fagos utilizados en este estudio

Cepas, Genotipo o marcador relevante Fuente o

bacteriéfagos y referencia

plasmidos

Cepas

W3110 F A rph [24]

BW25113 F A A(araD-araB)567 Alacz4787(::rrnB- [25]
3) rph-1 A(rhaD-rhaB)568 hsdR514

DH5a F~endAl ginV44 thi-1 recAl relAl [26]

gyrA96 deoR nupG purB20
¢80dlaczAM15 A(lacZYA-argF)U169,
hsdR17(rkmk*), A~

W3110 ompA- F A rph- AompA::kan Este studio

BL21 (DE3) F-ompT hsdSg (rsms) gal dcm (DE3) [26]

C600 leuB6 thi-1 lacY1 supE44 thr-1 rfbD1 [32]
fhuA21
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JW0940 BW25113 AompA::kan [33]
JW3996 BW25113 AlamB::kan [33]
Jw1248 BW25113 AompW::kan [33]
JW2205 BW25113 AompC::kan [33]
JW3995 BW25113 AmalK::kan [33]
JWQ0912 BW25113 AompF::kan [33]
JW3993 BW25113 AmalF::kan [33]
JW3992 BW25113 AmalG::kan [33]

Bacteriofagos

A imm » [34]
mEp167 Imm i [21]
mEp021 imm [21]
mEp009 imm; [21]
mEp010 imm; [21]
mEp013 imm; [21]
mEp044 imm; [21]
mEp137 imm [21]
mEp279 imm; [21]
mEp321 imm; [21]
mEp345 imm [21]
mEp515 imm; [21]
mEp532 imm [21]
mEp554 imm; [21]
MEp555 imm; [21]
mEp413 imm [21]
Plasmidos
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pJET1.2/Blunt 2.9 kb, vector de transicion, AmpR ThermoFisher
pKQV4 5.7 kb, bajo nimero de copies, operador [35]
lac, AmpR
pORF81 5.9 kb, pKQV4 con ORF81mepoz1 Este estudio
pORF816xHis 5.9 kb, pORF81 con 6x Histidine tag at C-  Este estudio
terminal

pORF818xHisW71C 5.9 kb, mutacion que cambia W71C en  Este estudio
pORFg16xHis

7.2 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Los medios de cultivo fueron preparados de acuerdo a Silhavy et al [27] y se
encuentran listados en la seccion de apéndices. En general las bacterias se
crecieron en medio LB (Apéndice 1) utilizando el antibi6tico de interés e incubadas

a 37°C con una agitacion de 200 rpm.

7.3 Propagacioén del fago mEp021y A

300 pL de un cultivo O/N de la cepa W3110 se mezclaron con 3.0 mL de medio T®
suave (Apéndice 1) previamente derretido, esta mezcla se vertié sobre una caja T®
hasta dejar solidificar por completo. A partir de un stock de los fagos mEp021 y A se
realizaron diluciones (102, 104, 106, 10-8) en medio TMG (Apéndice 1) y se gotearon
5 uL de cada dilucién sobre el tapiz de bacteriano, las gotas se dejaron secar y se
incub6 a 37°C durante aproximadamente 18 h de acuerdo con lo descrito en Silhavy
et al [27].

7.4 Obtencion de lisados de mEp021 y A.

Para la obtencion del lisado de lo bacteriéfagos, se extrajeron tres placas de
mEp021 y A provenientes de un tapiz de W3110, utilizando una pipeta pasteur, estas
placas se mezclaron con 300 pL de un cultivo O/N de W3110 en un matraz

Erlenmeyer de 250 mL y se le adicion6 60 pL de una solucion MgClz 0.4M/CaCl2 0.1
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M para favorecer la adsorcion de los fagos. Se dejé reposar durante 15 minutos a
temperatura ambiente y se agregaron 30 mL de medio LB. Posteriormente se incubo
a 37°C con una agitacion de 200 rpm durante 5-6 horas o hasta observar lisis celular.
Finalmente, se agregaron 5 mL de cloroformo al cultivo y se agit6 en vortex por 1
minuto para liberar todos los bacteri6fagos que se encontraban dentro de las
bacterias, se centrifugé a 6,000 rpm (3,904 x g) utilizando la centrifuga Hettich®
Mikro 22R. El sobrenadante fue recuperado en tubo falcon de 50 mL vy refrigerado

a 4°C para su posterior titulacion.

7.5 Titulacién de los fagos mEp021y A

La titulacion de los fagos se realizdé segun lo descrito por Silhavy et al [27]. Se
realizaron diluciones (102, 10, 10, 108) (Figura 11) en buffer TMG partiendo de
los lisados de mEp021y A. 5 pyL de cada dilucion de gotearon en un tapiz de W3110,
las gotas se dejaron secar y se incubaron toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se

calculo el titulo del fago utilizando la siguiente formula:

) No.de placas por gota X Factor de dilucion
Unidades Formadoras de Placa (UFP) =

Volumen de gota (mlL)

10 pL 10 pL 10 pL 10 pL

7@V AN

Lisado 990 L 990 L 990 pL
™G T™MG ™G
102 10% 10 10°¢

Figura 11. Diluciones de un lisado de bacteriéfagos.

7.6 Extraccion de DNA del fago mEp021 mediante DEAE-celulosa

El protocolo de extraccion de DNA fagico se realizdé segun Silhavy et al [27]. Se
tomé 1 mL de un lisado de 1x10'' de mEp021 el cual se mezclé con 600 pL de
DEAE-celulosa (Apéndice 3). La mezcla se agitd por inversion 15 veces

posteriormente se separd la DEAE-celulosa por centrifugacion a 12,000 x g por 15
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minutos a 4°C. Se repitid nuevamente este procedimiento para eliminar la celulosa
restante y el sobrenadante se transfiri® a un nuevo tubo estéril. A 800 pL del
sobrenadante recuperado se le adicionaron 100 yL de NaCl 5M y 540 uL de
isopropanol, posteriormente la mezcla se incubo6 durante 20 min a -20°C. La mezcla
se centrifugd a 12000 x g por 5 minutos para posteriormente descartar el
sobrenadante. La pastilla se resuspendi6 en 200 puL de TE (10 mM Tris, 1ImM EDTA,
pH 8). Se adicionaron 200 uL de fenol y se mezclo brevemente en vortex, la mezcla
se centrifugd a 12,000 x g por 10 minutos y se recupero la fase acuosa, en la cual
se encuentra al DNA del fago. La muestra se precipité adicionando 15 puL de NacCl
5M y dos voliumenes de etanol al 95%. Se incub6 durante 5 minutos en hielo y se
centrifugd a maxima velocidad por 5 minutos a 4°C. El sobrenadante se retird y se
dej6 secar la pastilla hasta evaporar completamente el etanol restante. Finalmente,

se resuspendio en 50 puL de TE y se almacené a -20°C.

7.7 Caracterizacion enzimatica del genoma de mEp021

Para la caracterizacion del genoma de mEp021 se tomaron 5 pL (~1 pg) de DNA
del fago y se incub6 durante toda la noche a 37°C con 10 U de la enzima Ndel (New
England Biolabs). Los volumenes utilizados para la reaccién fueron los siguientes:

Reaccion Volumen (uL)
DNA féagico (1pg) 5
Enzima Ndel (10 U) 1
Buffer 4 (10X) 2
H.O inyectable 12
Volumen total 20

La reaccion total se analiz6 mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%, la
corrida se realizo a 80V durante 1:15 horas, posteriormente se analizaron las
bandas y se compararon con el patron de restriccién predicho in silico mediante la
plataforma de Neb Cutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2)
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7.8 Analisis in silico de la posible lipoproteina de exclusién de mEp021
(ORF81)

A partir de la secuencia del genoma de mEp021 se tomo el posible gen que codifica
para una lipoproteina de exclusion anotado como ORF81 (Figura 12). Se realiz6
una busqueda de genes y proteinas homologas, asi como de dominios importantes
en la secuencia de aminoacidos utilizando los servidores de BLASTn, BLASTp e
InterPro, respectivamente. Ademas de esto realizdé la busqueda de posibles
promotores y terminadores adyacentes al ORF81 utilizando las plataformas de
Softberry y ARNold. Por ultimo, se model6 la estructura tridimensional de la proteina

de interés mediante el servidor de I-TASSER.

flagellar hook-associated protein FigL)
. e
46,0007 48,0007 50,0007 52,0007
Phage Tail Fiber Host Specificity Protein J — Phage Tail Tip Protein
HNH Endonuclease  ORFAN Hypothetical Protein Superinfection EXFlusion Protein
ORFAN
216bp=72a.a
>

Figura 12. Localizacién gendémica de la posible proteina de exclusion (ORF81) de
mEpO021.

7.9 Amplificacién del gen que codifica para la posible proteina de exclusién
(ORF81)

Se disefiaron los oligos que amplifican el ORF81 con los sitios de corte para las
enzimas EcoRlI (5’) Y Hindlll (3’) (Tabla 2), ademas se adicionaron nucleétidos en el
oligo Rv (antisentido) que codifican para un tag de 6 histidinas en el C-terminal de
la proteina. Ademas, se adicioné una base degenerada para codificar ya sea un
coddn Stop (TAA) o un coddn que codifica para una Lisina (AAA).
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Tabla 2. Lista de oligos utilizados en este estudio

Oligo Secuencia

Fw-ORF81 5-CGCGGCGG AATTCATGAAAATGGTAACAATTATCGCTG-3

Rv-ORF81 5-TCA'AGCTTTTAGTGATGGTGATGGTGATGTCCACTACCTTWGTACCACTCCTTACTTC-3
Rv- 5-TCA'AGCTTTTAGTGATGGTGATGGTGATGTCCACTACCTTTGTACCACTCCTTACTTC-3
ORF816xHis

Rv- 5-TCCACTACCTTTGTACCACTCCTTACTTCC-3’

ORFS8 1mCherry

Fw-mC herry 5-AGTGGTACAAAGGTAGTGGAATGGTGAGCAAGGGCGAGG-3
Rv-mChe rry 5-CGGA’'AGCTTCTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3’

Nota: Sitio EcoRlI G'AATTC y sitio Hindlll A"AGCTT (el simbolo " indica el sitio de corte)

La reaccion y las condiciones de PCR para la obtencién del fragmento esperado
(270 pb) fueron las siguientes:

Reaccion de PCR Volumen (uL)
H.0 9.8

Buffer Taq 10X 2 45seg | 5min
(ThermoFisher) \ o )
dNTP’s 10 uM 1 |
(ThermoFisher)

Oligo Fw 2

Oligo Rv 2

Dream Taq polimerasa 0.2

(ThermoFisher)
DNA (mEp021) 3
Volumen total 20

La reaccion se llevo a cabo utilizando el termociclador BioRAD T100.
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7.10 Purificacion del fragmento correspondiente al ORF81

La reaccion de PCR se verifico mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%,
la banda de 270 pb correspondiente al ORF81 se cortd y purificd mediante el kit “Gel
Extraction Kit Columns (OMEGA bio-tek)” siguiendo las especificaciones del
fabricante. La banda se disolvié en 1:1 de Binding Buffer (XP2) incubando durante
7 minutos a 60°C. La mezcla se transfirié a una columna HiBind® DNA mini Column
y se centrifug6 a 10,000 x g por 1 minuto para después descartar el filtrado. A la
misma columna se adicionaron 300 pL de Binding Buffer (XP2) y se centrifugé a
13,000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente para descartar el filtrado. Se afiadio
700 pL de buffer de lavado SPW (diluido en 100% etanol), se centrifugé a maxima
velocidad y se descarto el filtrado. Para eliminar los restos de etanol se centrifugd
la columna vacia a maxima velocidad por 2 minutos a temperatura ambiente. Por
altimo, se adicionaron 50 pL de H20 inyectable a la columna, se dejé reposar por 2
minutos a temperatura ambiente, se centrifugé a méaxima velocidad por 1 minuto y

se recupero el filtrado. El filtrado se almacend a -20°C

7.11 Clonacién del ORF81 en el vector de transiciéon pJET1.2/Blunt

El amplicon correspondiente al ORF81 se clond el vector de transicion
pJET1.2/Blunt (ThermoFisher) siguiendo las especificaciones indicadas en el Kit
CloneJET PCR Cloning. Con la finalidad de remover los extremos 3’-dA generados
por la Dream Taq polimerasa en la reaccién de PCR, el amplicon se digirié con la

enzima “Blunting” en la siguiente reaccion:

Reaccion Volumen (uL)
Buffer 2X 5
Producto de PCR (Purificado) 0.5
H.O 3
Enzima Blunting 0.5
Volumen Total 9
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La reaccion se incubo por 5 minutos a 70°C e inmediatamente se coloco en hielo.

Posteriormente se agregaron los reactivos para la ligacion:

Reaccion de ligaciéon Volumen (uL)
pJET1.2/Blunt (50 ng/uL) 0.5
T4 Ligasa 0.5
Volumen Final 10

La reaccion de ligacion de incubd por 5 minutos a 22°C. Posteriormente, se
transformaron 5 pL de la reaccidon de ligacibn en bacterias DHS5a

guimiocompetentes.

7.12 Seleccién de candidatas con inserto de interés

Se tomaron de 1 a 5 colonias transformadas con la ligacion de interés para extraer
plasmido con la técnica de Miniprep. El plasmido extraido de las candidatas fue
caracterizado por restriccion con la enzima Hindlll (New England Biolabs) con la

siguiente reaccion:

Reaccion Volumen (uL)
Buffer 2 2
Plasmido (~1 pug) 10
H.O 7
Hindlll 1
Volumen Total 20

La reaccion de restriccion de incub6 a 37°C durante toda la noche. Se seleccionaron
aguellos plasmidos que liberaron el fragmento de interés (270 pb) para su posterior

secuenciacion.
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7.13 Clonacién del ORF81 en el vector de expresion pKQV4

Se realiz6 una doble digestion del vector de expresidon pKQV4 y la construcciéon

pJET1.2_ORF81 con las enzimas EcoRIl y Hindlll a 37°C por 3 horas. La reaccion

se muestra a continuacion:

Reaccion Volumen (uL)
Buffer 2 2
pKQV4 (~1 pg) 10
H.O 6
Hindlll 1
EcoRI 1
Volumen Total 20

El fragmento liberado de 270 pb de la construccion pJET1.2 ORF81 y la
linealizacion de pKQV4 se verific6 mediante electroforesis en un gel de agarosa al
1%. Posteriormente el volumen restante de las reacciones se cargé un gel de

agarosa al 0.8% para su purificacion. El fragmento purificado se ligé en el vector

pKQV4 de la siguiente manera:

Reaccion Volumen (uL)
pKQV4 (~150 ng) 2
Inserto (~50 pg) 15
H.O 0
Buffer T4 Ligasa (10X) 2
T4 Ligasa (80 U) 1
Volumen Total 20

Como control, se realiz6 una ligacion del vector cortado sin inserto. La reaccién de
ligacion se incubo a 22°C durante toda la noche. Posteriormente, las mezclas de

ligacion se transformaron en DH5a quimiocompetentes.
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7.14 Preparacién de bacterias quimiocompetentes

Las bacterias quimiocompetentes fueron preparadas segun el método de Cohen et
al, 1972, con ligeras modificaciones. A partir de cultivos de toda la noche de la cepa
a trasformar se inocularon 100 mL de LB para obtener una dilucion de 1/50, el
in6culo se incubé a 37°C y 200 rpm hasta alcanzar una ODsoo de 0.4.
Posteriormente las células fueron recuperadas por centrifugacion a 3,904 x g por 10
minutos a 4°C y resuspendidas en 10 mL de 100 mM CaCl:frio (4°C), la suspension
de incubd a 4°C por 20 minutos. A continuacion, las células se centrifugaron a 3,904
X g por 10 minutos a 4°C y se resuspendieron en 1 mL de 100 mM CacCl: frio con
40% de glicerol (4°C). Las bacterias competentes obtenidas de este se alicuotaron
y almacenaron a -70°C.

7.15 Trasformacion de bacterias quimiocompetentes por choque térmico

La E. coli DH5a preparada previamente con CaCl2 se us6 para transformar las
reacciones de ligaciéon. 50 yL de bacteria se transfirieron a un tubo estéril de 1.5 mL.
Se les agregd aproximadamente 10 pL de la muestra de ligacion y se agitaron
suavemente. Se dejaron incubar durante 30 min en hielo para posteriormente dar
un choque térmico a 42°C durante 40 segundos y de inmediato poner en hielo por
2 minutos. A cada tubo se le adicioné 1 mL de medio LB 0 SOC y se incub6 a 37°C
durante 1 hora. Las bacterias se recuperaron por centrifugacién a maxima velocidad
durante 1 minuto y se resuspendieron en 100 pyL del sobrenadante restante.
Finalmente, las bacterias se espatularon sobre cajas de medio LB con ampicilina
(100 pg/mL) y se incubaron a 37°C durante toda la noche.

Los plasmidos de las colonias candidatas se caracterizaron por restriccion como se

mencionod anteriormente, para su posterior secuenciacion.

7.16 Extraccion del DNA plasmidico

Se tomaron 5 mL de medio LB suplementado con ampicilina (100 pg/mL), se inoculd
una colonia de bacteria y se incub6 toda la noche a 37°C y 200 rpm. Al siguiente
dia se empastilld el cultivo el cultivo en tubos eppendorf de 1.5 mL mediante
centrifugacion a maxima velocidad por 1 minuto. La extraccion se llevo a cabo
mediante el protocolo de miniprep segun Wistanley y Rapley [28]. La pastilla se

resuspendio en 100 L de solucién 1 (Apéndice 2). Después se adicionaron 200 L

31



7. MATERIALES Y METODOS

de solucion 2 (Apéndice 2) y se mezcl6 por inversion aproximadamente 5 veces. Se
agregaron 150 pL de solucion 3 (Apéndice 2) a 4°C, se agit6 por vortex y se dejo
reposar durante 5 minutos. La mezcla se centrifugdé a 12,000 x g por 5 minutos a
4°C y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo estéril de 1.5 mL. Se adicion6 1
volumen (500 pL) de Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico, se mezclé con vortex
durante 10 segundos y se centrifugé a 12,000 x g por 2 minutos a 4°C. El
sobrenadante se recuperé y se transfiri6 a un nuevo tubo estéril de 1.5 mL.
Posteriormente, se hizo un lavado con cloroformo, se adicioné 1 volumen (500uL)
de cloroformo, la mezcla se mezclé durante1l0 segundos con vortex y se centrifugé
a 12,000 x g para recuperar el sobrenadante transfiriéndolo a un nuevo tubo esteéril
de 1.5 mL. Se agregaron 2 volumenes (1 mL) de Etanol absoluto grado biologia
molecular a temperatura ambiente, la mezcla se agit6é en vortex por 10 segundos y
se centrifugé a 12,000 x g por 5 minutos a 4°C. Se descart6 el sobrenadante. La
pastilla se lavé con 1 mL de 70% Etanol a -20°C, la mezcla se agit6 por vortex hasta
despegar la pastilla, se centrifug6 a 12,000 x g durante 5 minutos a 4°C y se
descart6 el sobrenadante. La pastilla se dej6 secar al mechero hasta eliminar por
completo los restos de etanol presentes en esta. La pastilla seca se resuspendio en

50 yuL de TE 0.1X y se almacen6 a -20°C para su posterior uso.

7.17 Secuenciacion de DNA

De las candidatas seleccionadas (por la libreacion del fragmento de interés) se
extrajo el DNA plasmidico y se secuenciaron utilizando el kit BigDye® Terminator
Kit protocol (Applied Biosystems), la reaccion se realiz6 de la siguiente manera:

Reaccion Volumen (uL)
H.O 2
Buffer 5X 4
Primer Fw o Rv 1 (10 pmoles)
Plasmido 2
Mix 3.1 1 (500 ng)
Volumen Total 10
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Los oligos utilizados para la secuenciaciéon fueron los siguientes:

Oligos Secuencia b’ - 3

pJET1.2 Forward Sequencing Primer | CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC

pJET1.2 Reverse Sequencing Primer | AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

Fw-ORES81 CGCGGCGGAATTCATGAAAATGGTAACAATTATCGCTG
Rv-ORES81 TCAAGCTTTTAGTGATGGTGATGGTGATGTCCACTACCTTWG
TACCACTCCTTACTTC

Las condiciones para la reaccion de secuenciacion fueron las siguientes:

94°C | 9a°C
5 min | 45 seg

60°C | 60°C

1 min | 7 min

50°C
30 seg
\ J 4cc
25 ciclos e

7.18 Ensayo de infeccion/exclusion

El ensayo de infeccién/exclusion fue realizado de acuerdo a lo descrito por
Kameyama et al. [21]. A partir de cultivos overnight de E. coli W3110 con diferentes
combinciones de los plasmidos pKQV4, pORF81, pPORF818His o pPORF818*HisW71C,
se tomaron 300 pL y se adicionaron cantidades necesarias de IPTG para obtener
concentraciones finales de 0 mM, 0.1 mM y 0.25 mM. Las bacterias se mezclaron
con 3.0 mL de T® suave (Apéndice 1). Posteriormente, la mezcla se esparcio en
cajas de T® (Apéndice 1) suplementadas con el antibiético adecuado hasta dejar
solidificar totalmente. Se hicieron diluciones (102, 104, 10, 10®) de los mEp021,
mEp021 (JA'™P) (Caraballo, 2017, datos no publicados) y como control de infeccién
Ay mEp167 (Tabla 1) y 5 uL de cada dilucion fueron goteados en el tapiz de bacteria.

Las gotas se dejaron secar completamente y las cajas se incubaron a 37°C por toda
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la noche. Las placas se cuantificaron al siguiente dia y reportadas como UFC/mL

con la siguiente formula:

] No.de placas por gota X Factor de dilucion
Unidades Formadoras de Placa (UFP) =

Volumen de gota (mL)

7.19 Curva de crecimiento de W3110, W3110/pKQV4 y W3110/pORF81 con
diferentes concentraciones de inductor

A partir de cultivos overnight de las cepas W3110, W3110/pKQV4 y W3110/pORF81
se hicieron diluciones 1:100 para cada cepa evaluada y para cada concentracion de
inductor utilizada (0 mM, 0.1 mM y 0.25 mM). Las diluciones se incubaron a 37°C
con 200 rpm de agitacion hasta alcanzar una ODsoo= 0.1. Una vez alcanzada la
densidad 6ptica adecuada se agregaron las concentraciones indicadas de inductor
IPTG, se tomaron muestras por 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, y 8 horas para medir densidad
Optica. El ensayo se realizo por triplicado para cada una de las cepas y para cada
concentracion de IPTG.

7.20 Ensayo de infeccidon/exclusién en cepas JW3996 (lamB-) y C600 (fhuA")

Se inocularon 5 mL de medio LB con bacterias frescas de las cepas JW3996 y C600.
Tomando estos cultivos se hicieron bacterias competentes de cada una de las cepas
para ser transformadas con la construccion pORF81 como se describe en el
apartado 7.15. Las cepas transformadas se plaquearon en cajas con Ampicilina (100
png/mL) y Kanamicina (50 pg/mL). Posteriormente se hicieron tapices de bacterias
frescas como se indica en el apartado 7.5. Los tapices de bacteria fresca se
infectaron con los fagos MmEp021, mEp021 (JA'P) (Caraballo, 2017, datos no
publicados) y como control de infeccion A y mEpl167. Las placas se cuantificaron al

siguiente dia y reportadas como UFC/mL con la siguiente formula:

No.de palcas por gota X Factor de dilucion

Unidades Formadoras de Placa (UFP) = Volumen de gota (mL)
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7.21 Ensayo de adsorcion

El ensayo de adsorcidén se realizd6 segun Garvey et al [29]. A partir de cultivos
overnight de W3110, W3110/pKQV4 y W3110/pORF81 se hicieron diluciones hasta
ajustar los cultivos a una ODsoo de 0.1 y se incubaron a 37°C con agitacion de 200
rpm. Una vez que los cultivos llegaron a una DOsoo de 0.6 se tomaron 500 pL y se
centrifugaron a 6,000 rpm (3,904 x g) en la centrifuga Hettich® Mikro 22R. El pellet
de bacterias se resuspendio en 100 pL de medio LB y 20 puL de MgClz/ CaCl20.4M.
La suspension de células (100 pL de medio LB y 20 puL de MgClz/ CaCl20.4M como
control) se mezclé con 5 L de un lisado de fago con un titulo de 2 x 106 UFP/mL
de mEp021 o A como control, dando una multiplicidad de infeccion (MOI por sus
siglas en inglés “Multiplicity of Infection”) de 0.1. La mezcla fue incubada a 37°C con
agitacion constante. Se tomaron 10 puL de muestra en los tiempos 0, 15, 30, 45, 60,
y 75 minutos. La muestra se centrifugoé a 6,000 rpm (3,904 x g) en la centrifuga
Hettich® Mikro 22R durante 10 minutos a 4°C y se recuper0 el sobrenadante. Se
hicieron diluciones seriadas del sobrenadante (10, 102, 10®) y se gotearon de
acuerdo a lo reportado por Silhavy et al [21] y lo descrito en el apartado 7.18. Al

siguiente dia las placas se cuantificaron y se reportaron como fago no adsorbido.

7.22 Expresion e inmunodeteccion de la proteina codificada por el ORF81

7.22.1 Expresion de ORF81 en W3110

De un cultivo overnight de las cepas W3110/pKQV4 y W3110/pORF818His  se
hicieron diluciones 1/100 en un volumen de 10 mL de LB con ampicilina (100 pg/mL),
cuando se alcanz6 una DOsoo de 0.3 se hizo una induccion con 0.1mM IPTG y se
tomaron muestras por 0, 1, y 2 horas. De cada intervalo de tiempo se tomé 1mL, el
cual se ajusto a la DO inicial para posteriormente centrifugar a 18,900 x g por 1
minuto, la pastilla se resuspendio en 100 pL de buffer de carga y 100 puL de agua
destilada estéril, cada muestra se coloc6 en ebulliciébn por 5 minutos, después se
coloco en hielo por 5 minutos y finalmente se centrifug6 a 21,900 x g por 15 minutos,
el sobrenadante se corrio en un gel de bis-acrilamida al 16%.
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7.22.2 Preparacién del gel de proteinas

Se prepar6 un gel de Tris-Tricina al 15%. El gel separador con una concentracion

del 15% de acrilamida y el gel separador 4.2%. Los volumenes utilizados para cada

gel se muestran en la siguiente tabla:

Gel separador 15% Volumen
Acrilamida (Apéndice 4) 1.5mL
Buffer del gel (Apéndice 4) 1mL
H.O 0.314 mL
Glicerol 0.168 mL
Persulfato de amonio 1% (Apéndice 15 pL
4)
TEMED 1.5uL
Volumen Total 3 mL
Gel concentrador 4.2% Volumen
Acrilamida (Apéndice 4) 0.280 mL
Buffer del gel (Apéndice 4) 0.655 mL
H.O 0.560 mL
Glicerol 0.500 mL
Persulfato de amonio 1% (Apéndice 10 pL
4)
TEMED 1L
Volumen Total 3mL

Los geles se dejaron polimerizar, posteriormente se cargaron 20 puL de cada

muestra y 5 uL del marcador (Precision Plus Protein Dual Xtra standard Bio-Rad).

Los geles se corrieron por 4 horas a 80 volts.
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7.22.3 Tincion de plata

La tincion del gel se realiz6 de acuerdo al protocolo Silver Stain Plus de BioRad.
Después de correr el gel, éste se colocd en un recipiente de vidrio con 100 mL de
la solucién fijadora (Apéndice 5) y se agité lentamente por 1 hora, la solucion se
desechg, el gel fue lavado con agua Milli-Q por 10 minutos 3 veces. Posteriormente
se colocaron 15 mL de la solucion tefiidora (Apéndice 5), hasta que se observo la
aparicion de las bandas de proteinas, la tincion se detuvo con una solucién de &cido
acético al 5% (Apéndice 5).

7.22.4 Western Blot

El gel de SDS-PAGE se transfiri6 a membrana de nitrocelulosa, utilizando la ténica

de transferencia en camara humeda que se corrié a 60 volts por 1 hora.

Una vez transferido el gel a la membrana este se coloco en solucion de bloqueo
(PBS, 7% leche y 0.2% Tween) y se incubd a temperatura ambiente con agitacion
constante durante 2 horas. Posteriormente la solucion de bloqueo se retird y se
agrego una nueva solucion de PBS, Tween 0.2% y 2% leche con una dilucion de
1:3000 del anticuerpo primario (6xHis) (GeneTex), la membrana se incub6 a 4°C

con agitacion constante durante toda la noche.

Al dia siguiente se retiré la solucion de anticuerpo primario y se hicieron 3 lavados
con solucién de PBS-Tween 0.2%. Se retirg la solucion de lavado y se agreg6 la
solucién del anticuerpo secundario (anti-raton) con una dilucién 1:3000, PBS, 0.2%
Tween y 2% leche Svelty. La membrana se incubd durante 2 horas a temperatura
ambiente. Por ultimo, la membrana se lavo tres veces con solucion PBS, 0.2%

Tween.

La membrana se revel6 utilizando el kit SuperSignal™ West Femto Maximum
Sensitivity Substrate #34095 de ThermoFisher.
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7.23 Fraccionamiento de la bacteria

Las fracciones de membrana y citoplasma fueron obtenidas en base al protocolo
descritd por Aono et al, con algunas modificaciones [31]. A partir de cultivos
overnight de W3110 conteniendo los plasmidos pKQV4 6 pORF81%His, se hicieron
diluciones 1/200 en 1 litro de medio LB y se incubaron a 37°C hasta alcanzar una
ODsoo de 0.5. Los cultivos se indujeron con 0.1mM de IPTG por 1 hora y se
recuperaron las bacterias por centrifugacion a 8,000 rpm (9,793 x g) por 10 minutos
a 4°C utilizando la centrifuga Beckman® Avanti J25 y el rotor JA-14. La pastilla de
bacterias se resuspendié en 125 mL de buffer NTI-10G (20 mM Tris base, 500 mM
NaCl, 10 mM Imidazol, 0.04% Azida de Sodio, 10% Glicerol) con 12 mg de lisozima
y 1 pastilla disuelta de Benzonasa® (coctel de inhibidores de proteasas y
nucleasas). La suspension se incubo en hielo por 1 hora y posteriormente se sonicé
a 12 micrones de amplitud con 5 pulsaciones de 30 segundos cada una, dejando
reposar 2 minutos entre cada una. El lisado se clarific por centrifugacién a 10,000
(10,393 x g) por 15 minutos a 4°C en el rotor JA-20. El sobrenadante resultante se
ultracentrifugd a 27,000 rpm (100,000 x g) por 1:10 hrs a 4°C utilizando la centrifuga
Beckman® XL90-ultracentrifuge en el rotor SW40Ti. Se recupero el sobrenadante,
el cual contiene la fraccidn citoplasmatica y se almacené a -70°C. La pastilla se lavé
3 veces con el buffer NTI-10G, después se resuspendié en 5 mL del mismo buffer
con 0.5% de Sarkosyl (Sodium lauroyl sarcosinate) y se incub6 a temperatura
ambiente por 30 minutos con agitacién constante. La suspension resultante se
centrifugé a 32,000 rpm (124,103 x g) por 2 horas a 4°C utilizando la centrifuga
Beckman® XL90-ultracentrifuge en el rotor SW50.1Ti. Se recuperoé el sobrenadante,
el cual corresponde a la fraccion de membrana interna y se almacen6 a -70°C. La
pastilla, que corresponde a la membrana externa se lavo tres veces con el buffer
NTI-10G y se resuspendié en 600 pL de buffer NTI-10G y 119 uyL de n-Dodecyl B-
D-maltoside 100mM. La muestra se almacen¢ a -70°C.
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8.1 Andlisis in silico del ORF81.

El genoma del colifago mEp021 tiene anotados 92 ORFs, 34 (36.95%) de ellos
tienen homologia con genes que ya presentan una funcion asignada, los 58
(63.04%) restantes corresponden a ORFans que poseen cierta homologia con
genes hipotéticos o no poseen ninguna homologia con los genes registrados en

bases de datos.

El ORF81, que se mencionara en adelante con el término Lpp™&rP2! para referirse
al péptido codificado por este gen; se encuentra en el bloque de genes que codifican
para las proteinas que forman el viridn, especificamente la cola y la cabeza del fago.

Este ORF tiene 216 pb que codifican para un péptido de 72 aminoacidos.

Se encuentra flanqueado por 2 genes importantes para la estructura del virion, rio
arriba del ORF81 se encuentra un gen que codifica para la proteina “flagellar hook-
associated protein FlgL” y se encuentra codificado en la cadena (+) del genoma y
rio abajo se encuentra el gen que codifica para una proteina estructural, la “Phage
Tail Tip Protein” (Figura 13).

REPLICATION LYSIS/LISOGENY  PACKING HEAD-TAIL MORPHOGENESIS
DA QO OCIMIn DIl 100 B Biie » D"M“ (AL R “-‘.
4 4 (R XL " PN AR

I? !

46,0007 48,0007 50,0007 52,0007

<
b <-
HNH Endonuclease  ORFAN Hypothetical Pratel Superinfectio usion Protein
ORFAN
216bp=72a.a

-

Figura 13. Localizacion del ORF81 en el genoma de mEp021. En la parte superior se
muestra el genoma de mEp021 (5,655 pb), asi como cada uno de los blogues segln su
funcion. Replicacion (amarillo), Lisis/lisogénia (verde), empaquetamiento (azul) vy
morfogénesis (rojo). En la parte inferior se muestra la localizacion exacta del ORF81.
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8.1.1 Andlisis de BLASTp de Lpp™mEr02L

La secuencia nucleotidica del ORF81 no presenta ninguna similitud con genes
reportados en base de datos, pero de acuerdo con el andlisis de BLASTp, Lpp™Ero2t
presenta 96% de identidad a nivel de secuencia de aminoacidos con una proteina
hipotética de Escherichia coli, 49% con la posible lipoproteina del fago Rtp de
Escherichia coli y con la lipoproteina del fago SH6 de Shigella 'y 46% con la proteina
hipotética del fago HK5778 de Escherichia coli (Tabla 2).

Tabla 2. Homélogos de Lpp™ErP21 a nivel de secuencia de aminoacidos

Blastp Lpp™MEr02L Query | E-value | Identidad
Proteina hipotética de Escherichia coli 100% | 6e-44 96%
Posible lipoproteina del fago Rtp de Escherichia coli 98% 3e-15 49%
Lipoproteina del fago SH6 de Shigella 98% 2e-13 49%
Proteina hipotética del fago HK5778 de Escherichia coli | 97% 3e-11 46%

8.1.2 Busqueda de dominios conservados.

De acuerdo al servidor InterPro (Figura 14) la secuencia de aminoacidos de
Lpp™Er92L se identifica como una lipoproteina de procariontes, siendo esta la
principal de sus caracteristicas, ademas, presenta una péptido sefial en sus
residuos 1-16 el cual es caracteristico de proteinas de secrecion o proteinas
transmembranales, dicha péptido sefial cuenta con sus tres caracteristicas
principales: un dominio N del residuo 1-3 en el que presenta aminoacidos de carga
positiva, un dominio H del residuo 4-12 en el que presenta aminoacidos hidrofobicos
y un dominio C del residuo 13-16 en donde se encuentra un sitio de corte para una
peptidasa. Por ultimo, un dominio denominado como “no citoplasmatico” del residuo
17-72. La presencia de dichos dominios podria favorecer la translocacién de la
Lpp™EP92L hacia el periplasma donde podria ser procesada e interactuar con otras

proteinas y tener su funcion de exclusion.
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Detailed signature matches

B nolPR Unintegrated signatures
@ » Lipoproteina de 1-16
procariontes
Other features

|*» Dominio No Citoplasmdtico 17-72

(— » Péptido Sefial 1-16

@ » DominioC 13-16
E *» DominioH 4-12
@ » DominioN 1-3

Figura 14. Busqueda de dominios utilizando el servidor InterPro. Los rectangulos rojos
representan los dominios presentes en la proteina, en el lado derecho se muestran los en
los que se encuentra presento dicho dominio.

8.1.3 Busqueda de secuencias “Lipobox” y comparacioén con proteinas de
exclusion

Segun el andlisis de BLASTp, Lpp™Er92t da “match” con lipoproteinas presentes en
Escherichia coli, fagos de E. coli y de Salmonella. Por lo tanto, se decidié hacer una
bldsqueda de la secuencia “lipobox” la cual es caracteristica de las lipoproteinas en
bacterias Gram negativas, la secuencia lipobox consta de los siguientes
aminoécidos [L/V/I[A/SITIVII[G/AIS]C.

Lpp™MEPP21 posee una “lipobox” en su secuencia de aminoacidos (LVGCA) (Figura
15), la cual va del residuo 13 al residuo 17, esta secuencia posee el residuo de
Cisteina conservada necesaria para el procesamiento de las lipoproteinas, este
residuo se encuentra en la posicion +1 de la “lipobox” y en la posicién 16 del péptido.
En la posicion +2 de la “lipobox” se encuentra un residuo de Alanina, el cual, segun
la regla de las lipoproteinas le permite exportarse a la membrana externa de la

bacteria.
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Figura 15. Localizacion de la secuencia “lipobox” en Lpp™EP%2L, En el recuadro rojo se
muestra la secuencia lipobox la cual va del residuo 13 al residuo 17, en la posicion +1 hay
un residuo de Cisteina y en la posicion +2 un residuo de Alanina.

Se realiz6 un alineamiento con las lipoproteinas que se han reportado en
bacteriéfagos, especificamente lipoproteinas de exclusién, para esto se tomaron las
lipoproteinas de los fagos de Escherichia coli. mEp167, HK022, Phi80, N15, TS5y el
fago de Shigella Sh6. Interesantemente todas estas proteinas poseen una “lipobox”
gue se encuentra aproximadamente entre los residuos 15 al 19 que concuerda con
la de la Lpp™MEPP21 ademas de una region rio arriba de la “lipobox” de aminoéacidos
hidrofébicos (Figura 16).

mEp021
Shé
mEplé7
HK022
phi
N15

T5

Figura 16. Alineamiento con lipoproteinas caracterizadas en otros bacteri6fagos. En
recuadro rojo se muestra la secuencia “lipobox” de cada una de las proteinas.

8.1.4 Busqueda de promotores y terminadores cercanos al ORF81

Segun el servidor de Softberry existen dos promotores rio arriba del ORF81, el
“Promoter 1” se encuentra entre la region 52,959 y 52,984 del genoma del fago y
consta de 26 pb, con los sitios -10 (TTTTATGCT) y -35 (TTGTGA), y el “Promoter

2” se encuentra dentro del gen “Phage Tail Tip Protein” entre la region 53,352 y
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53,380 del genoma del fago y consta de 29 pb, con los sitios -10 (TGGAAAAAT) y -
35 (GTGCAT) (Figura 17).

Ademas de los promotores, el servidor ARNold indica la presencia de un terminador
rio abajo del ORF81, el terminador se encuentra dentro del ORF que codifica para
la proteina “J” y se encuentra dentro de la region 49,705 y 49,743 dentro del genoma

del fago (Figura 17).
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Figura 17. Localizacién de los promotores y terminador adyacente al ORF81. En el
recuadro azul se sefiala el ORF81, en recuadro verde los dos promotores predichos por el
servidor Softberry y en recuadro negro el terminador predicho por el servidor ARNold.

8.1.5 Predicciodn de estructura tridimensional por I-TASSER

Tomando en cuenta que Lpp™MEPP?l es una posible lipoproteina, se predijo la
estructura tridimensional de la proteina procesada (apolipoproteina) y la proteina
sin procesar (preprolipoproteina). En la estructura tridimensional de la
preprolipoproteina (C-score: -2.61) se muestra una hélice en el extremo N-terminal
de la proteina, que corresponde a los aminoacidos hidrofébicos presentes en la
secuencia, en el C-terminal se observa una cadena lineal de aminoéacidos sin
estructura definida (Figura 18). En la estructura tridimensional de la apolipoproteina
(C-score: -1.54) se observa la perdida de la hélice hidrofébica en su extremo N-
terminal debido al procesamiento normal de las lipoproteinas, ademas que se
observa de manera mas clara la presencia de laminas B en la region media del
péptido (Figura 18). Sin embargo, la estructura no muestra la adicion de los tres
grupos acilos en la cisteina como se presume gue esta pasando en el caso de que

Lpp™EPY92L sea una lipoproteina.
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Preprolipoproteina Apolipoproteina

C-score: -2.62 C-score: -1.54

Figura 18. Predicciéon de estructura tridimensional de Lpp™&P%! por I-TASSER. A)
Preprolipoproteina (C-score: -2.62). B) Apolipoproteina (C-score: -1.54).

8.2 Propagacion y caracterizacion de mEp021

El bacteriofago mEp021 y A (como control) se propagaron en la cepa W3110, se
obtuvo un titulo de 1.15x10'' UFP/mL para mEp021 y 1x10'° UFP/mL para A.
Ademas, se comprobé el fenotipo de paca turbia caracteristica del fago mEp021 y

A como se observa en la Figura 19.

Figura 19. Titulo viral del fago mEp021y A en la cepa E. coli W3110
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El genoma del fago mEp021 se comprob6 mediante el patron de restriccion al ser
digerido con la enzima Ndel. La restriccion del genoma y su integridad se verifico
mediante electroforesis como se observa en la Figura 20. El patron de restriccion
se comparo con el predicho in silico. En la Figura 20 se observa que el patron de
restriccibn de mEp021 coincide con la predicha in silico y coincide, por lo que el fago

corresponde a mEp021 y se puede utilizar para los ensayos posteriores.
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Figura 20. Integridad y patron de restriccion del DNA de mEp021. A) Electroforesis en
gel del patrén de restriccion de mEp021. B) Patrén de restriccion in silico del genoma de
mEp021.

8.3 Clonacién del ORF81 en vector de transicion y expresion

8.3.1 Amplificacion del ORF81 mediante PCR

Por medio de PCR se amplifico el ORF81 y por electroforesis se observa una banda
correspondiente al amplicon esperado de 270 pb, el fragmento contiene los sitios
de restriccion 5’ EcoRIl y 3’ Ndel (Figura 21). Ademas el oligo “reverse” (Rv-ORF81)

contiene la secuencia que codifica para un Tag de 6 Histidinas, asi como un
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nucleétido degenerado (W) que puede ser aleatoriamente una Adenina o una
Timina, si el oligo tiene una Adenina en su secuencia este codifica para un codén
de Glicina el cual permite que la traduccién continle y se traduzca el Tag de
Histidinas en el C-terminal del péptido, si el oligo tiene una Timina en su secuencia

este codifica para un codon de STOP y se genera una proteina sin Tag de Histidinas.

B)

3,000pb—»

270pb

Gel Agarosa 1%

Figura 21. Caracteristicas y amplificaciéon del ORF81. A) caracteristicas predichas del
amplicon correspondiente al ORF81. B) Electroforesis en gel de agarosa 1%. Gene Ruler =
marcador de peso molecular 10 kb, C.N = control negativo.

8.3.2 Clonacién del ORF81 en vector de transicion pJET1.2/blunt

El fragmento correspondiente al ORF81 se clond el vector de transicion
pJET1.2/blunt y posteriormente se transformé en cepas quimiocompetentes DH5a.
Se obtuvieron 50 candidatas de la transformacioén, de las cuales se tomaron 5 de
estas para realizar la extraccion de plasmido y caracterizacion de este por
restriccion con la enzima Hindlll. El fragmento puede clonarse en dos direcciones

distintas: 1) en direccidn a los genes del vector pJET1.2/blunt; que debe de liberar
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un fragmento de 520 pb con la digestion por Hindlll. 2) en direccién contraria a los
genes del vector pJET1.2/blunt; que debe liberar un fragmento de 260 pb con la

digestion por Hindlll.

La restriccion de analiz6 por electroforesis en un gel agarosa al 1%. Se
seleccionaron las candidatas “C.2” y “C.3” que liberan un fragmento de
aproximadamente 300 pb, lo que significa que el fragmento se insertd en sentido

contrario a los genes del vector (Figura 22).

<EcoRV> (2974)

<ECORV> (0)

3,000 pp —»

PIET1.2/blunt
4bp

2974

500 pb —»

300 pp —» 260 pb

Gel Agarosa 1%

Figura 22. Caracterizacion de candidatas pJET/ORF81. A) Mapa del vector
pJET1.2/blunt. B) Electroforesis de restriccion de las candidatas, con la enzima Hindlll.

Ambos plasmidos de las candidatas “C.2” y “C.3” se secuenciaron. La secuencia de
“C.2” no presenta ninguna mutacion y contiene los sitios de restriccién para EcoRl
en 3’ y Hindlll en 5’, ademas la secuencia tiene una Timina (T) en la posicion del
nucleotido degenerado, lo que significa que la secuencia codifica el péptido sin Tag
de Histidinas en el C-terminal (Figura 23). La secuencia de “C.3” se descarté debido
a que en la secuencia se observa un “gap” que no da certeza de que la secuencia

sea correcta.
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Figura 23. Alineamiento de la secuenciacion de las candidatas “C.2” y “C.3” para
pJET/ORF8L1. Linea 1) Secuencia esperada in silico, 2) secuencia “C.2”, 3) secuencia “C.3".
En la imagen se sefalan los sitios de restriccion para EcoRI y Hindlll, el codén de inicio
(ATG), secuencia de Tag de Histidinas y el codén de Stop (TAA).

8.3.3 Clonacion en el vector de expresion pKQV4

Después de verificar la secuencia correcta de pJET/ORF81 se realizé una doble
digestién con las enzimas EcoRIl y Hindlll para liberar el fragmento deseado y
posteriormente clonarse en el vector de expresion pKQV4. La ligacion del ORF81
con pKQV4 se transformé en bacterias DH5a. Se obtuvieron 20 candidatas de dicha
transformacién de las cuales se seleccionaron 5 para extraer el plasmido y
caracterizarlo mediante doble restriccion con EcoRl y Hindlll. La prediccién in silico

sefiala que la doble restriccién debe de liberar un fragmento de 270 pb.

La restriccion se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 1%. La candidata
“4D” fue seleccionada debido a que libera un fragmento de aproximadamente 270
pb correspondiente al inserto esperado. Este plasmido se tomé para posteriormente
ser secuenciado (Figura 24 y 25).

La secuencia nucleotidica del ORF81 de la construccién pKQV4/ORF81 no tiene
ninguna mutacion, se encuentra en marco de lectura correcto y por lo tanto puede
utilizarse para los ensayos posteriores. La construccion sera referida en adelante
como pORF81 (Figura 25).
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Figura 24. Restriccion de candidatas pKQV4/ORF81. A) Mapa in silico de la
pKQV4/ORF81, se indican los sitios de corte para EcoRIl y Hindlll. B) Prediccion de
restriccion de pKQV4/ORF8L1 in silico. C) Gel de electroforesis de restriccién de candidatas,
con enzimas EcoRl y Hindlll.
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Figura 25. Alineamiento de la secuenciacion de las candidatas “4D” y la secuencia in
silico para pKQV4/ORF81. Linea 1) Secuencia esperada in silico, 2) secuencia “4D”. En la
imagen se sefialan los sitios de restriccién para EcoRI y Hindlll, el codén de inicio (ATG) y
el coddn de Stop (TAA).
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8.4 Ensayo de infeccidon/exclusion en W3110/pORF81

La construccion mencionada anteriormente (pORF81) se transformé en cepas de E.
coli W3110 quimiocompetentes, posteriormente se realizaron tapices de esta
bacteria con distintas concentraciones de IPTG (OmM, 0.1mM, 0.25mM), utilizando
la bacteria W3110 y W3110/pKQV4 (vector vacio) como controles de infeccion. Los
tapices se infectaron con los mEp021, mEp021 (JA'™P) (Caraballo, 2017, datos no

publicados) y como control de infeccibn A y mEp167 (Figura 26).

En la Figura 26 se muestran las cepas mencionadas anteriormente sin inductor
(OmM IPTG), o sea, utilizando solamente la fuga transcripcional del promotor para
la expresion del gen. Como se observa, los fagos mEp021, mEp021J21ke, A y
mMEp167 pueden infectar de manera normal a las cepas control (W3310 y
W3310/pKQV4) observando un titulo de aproximadamente 1x10'* UFC/mL para
cada uno de ellos. Sin embargo, en la cepa problema W3110/pORF81 los fagos
mEp021, mEp021J2™® no pueden formar placas lisis, indicando que estos fagos no
pueden infectar de manera exitosa a esta cepa debido a la expresion de Lpp©2t
(producto de ORF81), como control de infeccién los fagos A y mEp167 pueden
infectar de manera normal a esta cepa. Este resultado indica que la expresion del

ORF81 por la fuga transcripcional es suficiente para excluir totalmente al fago
MEpP021 y mEp021JATkb,

Figura 26. Ensayo de infeccidon/exclusion sin inductor (OmM IPTG) en W3110,
W3110/pKQV4 y W3110/pORF81 con los fagos mEp021, mEp021J4Tke, A y mEp167.
N=3.
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En la Figura 27 se muestran las cepas antes mencionadas con una concentracion
de 0.1mM de IPTG (inductor de pKQV4), las cepas fueron infectadas con los fagos
mEp021, mEp021JAT™®, A\ y mEp167. Utilizando 0.1mM de IPTG se observa un
fenotipo muy similar que con OmM de IPTG, es decir los fagos mEp021 y
mEpP021J2'° no pueden infectar de manera exitosa a la bacteria W3110/pORF81.
La expresion del ORF81 con 0.1mM de inductor es capaz de excluir por completo
al fago mEp021 y mEp021J2™®, Sin embargo, el tapiz de bacteria W3110/pORF81
crece de una manera irregular con dicha concentracion de inductor, este fenotipo
no se observa en los controles W3110 y W3110/pKQV4, lo que sugiere que el

crecimiento irregular de la bacteria se debe a la induccién del ORF81 (Figura 27).

Figura 27. Ensayo de infeccion/exclusion con 0.1mM de IPTG en W3110,
W3110/pKQV4 y W3110/pORF81 con los fagos mEp021, mEp021JA1kb, A y
MEP167. N=3.

Utilizando una concentracion de 0.25mM IPTG (Figura 28) el tapiz de la bacteria
W3110/pORF81 se observa muy tenue y con un crecimiento pobre, fenotipo que no
se observa en los controles W3110 y W3110/pkQV4, indicando que el fenotipo se
debe a una posible toxicidad debido a la sobre expresion el ORF81.
Interesantemente, usando 0.25mM del inductor se observa la formacion de placas
en mEp021 y mEp021J2™P en las diluciones -2 y -4 lo cual difiere a los resultados
observados anteriormente, en este caso al expresarse mas el ORF81 produce un

fenotipo inverso y permite la infeccion de mEp021 y mEp021J2™b (Figura 28).
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Figura 28. Ensayo de infeccion/exclusion con 0.25mM de IPTG en W3110,
W3110/pKQV4 y W3110/pORF81 con los fagos mEp021, mEp021J4T® A y mEp167.
N=3.

8.5 Induccion de pORF81 y su efecto sobre la viabilidad celular

Debido a que en el ensayo de infeccién/exclusion se observd que la induccién de
pORF81 con concentraciones de 0.1 y 0.25mM de IPTG afecta el crecimiento
normal de la bacteria W3110/pORF81, se decidié hacer una curva de crecimiento
utilizando las mismas concentraciones de inductor. El crecimiento se monitoreo por
8 horas midiendo la densidad éptica (ODsoonm) cada hora, se utilizaron las cepas
W3110 y W3110/pKQV4 como controles de crecimiento (Figura 29).

La bacteria W3110/pORF81 sin inductor presenta un crecimiento normal con
respecto a los controles (W3110 y W3110/pKQV4), lo cual indica que la expresion
del ORF81 con la fuga transcripcional del vector no causa ninguna toxicidad en la
bacteria (Figura 29). Sin embargo, a concentraciones 0.1mMy 0.25 mM de inductor
la bacteria W3110/pORF81 detiene su crecimiento dentro de las primeras 4 horas
con respecto a los controles, pasadas las dos horas la bacteria empieza a crecer de
manera normal, esto indica que el aumento de la expresion del ORF81 es toxica
para la bacteria y que después de las 4 horas posiblemente la bacteria este
degradandola, entre otras posibilidades y por lo tanto se retoma el crecimiento

normal de esta (Figura 29).
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Figura 29. Viabilidad de la cepa W3110 en presencia del pORF81. Se describe el
crecimiento de las cepas W3110, W3110/pKQV4 y W3110/pORF81 sin inductor e inducidas
con IPTG 0.1mM y 0.25mM. N=3.

8.6 Ensayo de infeccidon/exclusion en cepas JW3996 (lamB-) y C600 (fhuA")

Con la finalidad de descartar que la infeccion de mEp021 que se observa al sobre
expresar el ORF81 se debe a una “saturacion del spot”, es decir que la bacteria no
puede crecer en el spot donde se goted previamente el fago o a que la toxicidad
que provoca Lpp™MEPP2l permitiera que el fago permeara dentro de la bacteria, se
decidi6é sobre expresar el ORF81 en las cepas JW3996 (lamB-) y C600 (fhuA-) que
carecen de los receptores necesarios para A y mEpl167 respectivamente. De tal
manera que si al sobre expresar el ORF81 en estas cepas provoca el mismo
fenotipo para sus respectivos fagos, entonces se debe a alguno de los fendmenos

previamente mencionados.

La sobre expresion del ORF81 en la cepa C600 muestra el mismo fenotipo que en
W3110, es decir si se observa infeccion de mEp021. Sin embargo, incluso que el
tapiz muestra la misma falta de crecimiento no se observa infeccion de mEp167, lo
que indica indirectamente que la infeccion de mEp021 al sobre expresar el ORF81
no se debe a una saturacion del spot o permeabilidad de la bacteria (Figura 30).
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Figura 30. Ensayo de infeccién/exclusién en C600/pORF8L1. Infeccién de C600/pORF81
con distintas concentraciones de IPTG, C600/pKQV4 y W3110 como control de infeccion.
N=3.

La infeccion de mEp021 en la cepa C600 disminuye dos logaritmos, comparando
con la cepa silvestre W3110. Con la finalidad de descartar que esta disminucion se
debe a la ausencia de fhuA en la cepa C600, se realiz6 un ensayo de infeccion en
la cepa JW0146 (fhuA’). En la Figura 30.1 se observa que mEp021 puede infectar
de manera normal a una cepa que carece de fhuA, por lo que la disminucion del

titulo viral en C600 podria deberse a las mutaciones adicionales que muestra esta

cepa.
mEp021
mEp021
A
A
mEp167 mEp167

JW0146 (lamB-)

W3110

Figura 30.1 Ensayo de infeccion en la cepa W3110 y JWO0146 (fhuA"). Infeccion con
mEp021, A y mEp167 como control negativo de infeccion.
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Interesantemente la expresion del ORF81 en la cepa JW3996 (lamB) permite la
infeccion de mEp021 y mEp021J2', es decir Lpp™&rPP2! pierde su capacidad de
excluir a mEp021 en la ausencia de la proteina LamB (Figura 31). Este resultado
sugiere que Lpp™EP92L requiere de la interaccion con LamB para poder excluir a
mEp021.

Ademas, la sobre expresién del ORF81 en la cepa JW3996 (lamB-) no permite la
infeccion de A, lo que reafirma lo demostrad anteriormente que la infeccion de
mEp021 debida a la sobre expresion del ORF81 no se debe a una saturacion del

spot o permeabilidad de la bacteria.

Figura 31. Ensayo de infeccion/exclusion en JW3996 (lamB°)/pORF81. Infeccién de
JW3996/pORF81 con distintas concentraciones de IPTG, C600/pKQV4 y W3110 como
control de infeccion. N=3.

8.7 Ensayo de infeccion en mutantes para proteinas de membrana (Keio
collection)

Debido al resultado descrito anteriormente en el que se observa que la Lpp™Er02L
requiere de la proteina LamB para evitar la infeccion por mEp021, se decidié probar
si la ausencia de otras proteinas de membrana también podria afectar la capacidad
de exclusion de Lpp™&P92L por lo que se utilizaron las cepas JW3996 (lamB-), C600
(fhuA’), JW1248 (ompW-), JW2203 (ompC-), JW3995 (malK’), JW0912 (ompF),
JW3993 (malF), y JIW3992 (malG").
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Las cepas se infectaron con los fagos mEp021, mEp021J2' Ay mEp167, como se
muestra en la Tabla 3 todas las cepas pueden ser infectadas de manera normal por
todos los fagos, con excepcion de las cepas JW3996 (lamB-) y C600 (fhuA-) que no
pueden ser infectadas por los fagos A y mEp167, respectivamente, debido a que

carecen de sus receptores de membrana externa (LamB y FhuA).

Las cepas mencionadas anteriormente fueron transformadas con la construccion
pPORF81 y fueron infectadas por los mEp021, mEp021J2'°, A y mEp167, esto con
la finalidad de identificar si alguno de estos elementos de la membrana es necesario

para la exclusién mediada por Lpp™Er92L,

Como se muestra en la Tabla 4 las cepas transformadas con pORF81 son capaces
de excluir a mEp021 y mEp021J2™® con excepcion de las cepas JW3996 (lamB-),
JW3992 (malG’) y JW3993 (malF); como se habia mencionado anteriormente la
proteina de membrana externa LamB es necesaria para la exclusion mediada por
Lpp™EPO2L pero este resultado demuestra que las proteinas de membrana interna
MalG y MalF también son necesarias para la exclusidbn mediada por esta proteina.
Estos resultados demuestran que la exclusion mediada por Lpp™EP92! requiere de

proteinas de membrana externa y membrana interna.
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Tabla 3. Infeccion por fagos en cepas con deleciones en proteinas de membrana

Bacteriéfagos

mEp021 mEp021JAtke A mEp167

Cepas Gpo Inmunidad: | | A Y|
Receptor principal: OmpA OmpA LamB FhuA
W3110 + + + +
BW25113 + + + +
C600 (fhuA’) +/- +/- + -
JW3996 (lamB") + + - +
JW1248 (ompW") + + + +
JW2203 (ompC) + + + +
JW3995 (malK") + + + +
JW0912 (ompF) + + + +
JW3993 (malF) + + + +
JW3992 (malG’) + + + +

(+) Infeccion del fago

(-) Sin infeccion del fago N=2
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Tabla 4. LamB y MalG son necesarias para la exclusién mediada por Lpp™Ero2t

Bacteriéfagos

mEp021 mEp021JAtke A mEp167

Cepas Gpo Inmunidad: | | A VI
Receptor principal: OmpA OmpA LamB FhuA
W3110 + + + +
BW25113 + + + +
W3110/pORF81 - - + +
C600 (fhuA’)/pORF81 - - + -
JW3996 (lamB")/pORF81 + + - +
JW1248 (ompW")/pORF81 - - + +
JW2203 (ompC’)/pORF81 - - + +
JW3995 (malK")/pORF81 - - + +
JW0912 (ompF)/pORF81 - - + +
JW3993 (malF)/pORF81 + + + +
JW3992 (malG’)/pORF81 + + + +

(+) Infeccién del fago

(-) Sin infeccion del fago N=2

8.8 Ensayo de adsorcién en W3110/pORF81

La infeccion de los bacteriéfagos se divide en varios pasos, el primer paso es la
adsorcion que se da cuando el bacteri6fago reconoce a su receptor primario en la
membrana del huésped y se une de manera reversible a este, posteriormente se
una une al receptor principal (o secundario) en forma irreversible. Debido a que se
hipotetiza que Lpp™&PP?1 es una proteina de membrana externa y su actividad de
exclusion podria darse mediante el bloqueo de la adsorcién, se realizé un ensayo

de adsorcién con la cepa W3110/pORF81 y W3110 como control de adsorcion.

Sin embargo, en la cepa W3110 y W3110/pKQV4 el fago mEp021 se adsorbe en 45

minutos, perdiendo aproximadamente 80% de sus particulas virales en este tiempo,
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a los 60 minutos de observa la primera liberacion de fago lo que indica que a ese
tiempo el fago esta lisando la bacteria y liberando particulas virales al medio. Esto
significa que en estas bacterias el fago esta reconociendo de manera normal a su
receptor de membrana externa y uniéndose de manera irreversible a éste lo que se

refleja como perdida de particulas virales en el medio (Figura 32).

En la cepa W3110/pORF81 no se observa perdida de particulas virales en el tiempo,
incluso a los 60 minutos se observa la misma cantidad de fagos en el medio que al
tiempo 0, comparando con el control. Esto indica que Lpp™EP%2t impide el
reconocimiento normal del receptor del fago en la membrana del huésped, por lo

tanto, no hay infeccidn, replicacion, ni lisis de la bacteria (Figura 32).
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Figura 32. Ensayo de adsorcion de mEp021 en W3110/pORF81. N=3.

Ademas, se realizé el mismo ensayo de adsorcion tomando como control el
bacteriéfago A en una cepa W3110 (como control positivo) y una cepa JW3996

(lamB") como control negativo de adsorcion. En la siguiente grafica se muestran los
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tiempos de maxima adsorcion: 45 minutos para el fago mEp021 y 15 minutos para

el fago A (Figura 33).

Se puede observar que el fago A se adsorbe de la manera reportada en la cepa
W3110, perdiendo aproximadamente 85% de sus particulas virales libres en 15
minutos, ésta pérdida no se observa en la cepa JW3996 debido a la ausencia de su
respectivo receptor (LamB), lo que demuestra que la metodologia del ensayo de

adsorcion es funcional.

Ademas, segun los andlisis estadisticos (one-way ANOVA) existe una diferencia
significativa en la adsorcion de mEp021 en W3110/pORF81 con respecto a los
controles W3110 y W3110/pKQV4 (Figura 33).
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Figura 33. Gréafica de los tiempos de mayor adsorcion para el fago mEp021 y A. 45
minutos para mEp021 y 15 minutos para A. **P= 0.0002, *P= 0.0033, *P= 0.0107. N=3.

Estos resultados indican la posibilidad de que Lpp™Er92L esté actuando a nivel de la
membrana de la bacteria, impidiendo asi que mEp021 reconozca a su respectivo

receptor principal de membrana externa.

60



8. RESULTADOS

8.8 Ensayo de infeccion/exclusion de W3110 (mEp021) y W3110/pORF81 con
los bacteriéfagos del grupo de inmunidad |.

Con lafinalidad de probar si el fenotipo de exclusién por Lpp™MEr921 es exclusivo para
mEp021, se retd la bacteria W3110/pORF81 contra 13 bacteriéfagos (Tabla 1) del
grupo de inmunidad | (mEpO21 pertenece a este grupo), utilizando a W3110

(mEp021) como control negativo de infeccion (Figura 34 y 34.1).

Como se esperaba todos los bacteriéfagos probados pueden infectar a la bacteria
W3110 (WT) y son excluidos por la cepa lisbgena W3110 (mEp021).

Interesantemente la bacteria W3110/pORF81 no puede excluir a ninguno de estos
bacteriofagos (Figura 34 y 34.1) y se observa que todos los fagos presentan el
mismo titulo viral que en la bacteria silvestre W3110.

Es interesante mencionar que algunos de las bacteriéfagos del grupo de inmunidad
| como mEp044, mEp137, mEp321, mEp532, mEp555 y mEp413 muestran un

fenotipo de doble placa (placa clara y placa turbia) al igual que mEp021.

W3110 W3110 (mEp021) W3310/pORF81
4 6 -8 2 -4 -6 -8

Figura 34. Ensayo de infeccion/exclusiéon de los fagos del grupo de inmunidad | en
las bacterias W3110, W3110 (mEp021) y W3110/pORF81. Bacteriéfago A y mEpl167
utilizados como control positivo de infeccion. N=3.
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W3110 W3110 (mEp021) W3310/pORF81
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Figura 34.1. Ensayo de infeccion/exclusion de los fagos del grupo de inmunidad | en
las bacterias W3110, W3110 (mEp021) y W3110/pORF81. Bacteriéfago A y mEp167
utilizados como control positivo de infeccion. N=3.

8.8 Amplificacion del ORF81 en los fagos del grupo de inmunidad |

Debido a que ninguno de los fagos del grupo de inmunidad | fue excluido por
Lpp™Er92L se decidié amplificar el ORF81 de estos fagos para identificar la presencia

de éste mismo gen o0 un gen similar en su genoma.

En la Figura 35 se muestra la amplificacion del ORF81 en los fagos del grupo de
inmunidad |; se puede observar que utilizando los oligos disefiados para el ORF81
de mEp021 (Fw-ORF81 y Rv-ORF81) no hay amplificacion de ningln gen en los
bacteriofagos del grupo de inmunidad I, solo se observa un amplicon de 270 pb en
mEp021 que corresponde al ORF81.
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Figura 35. PCR para amplificar el ORF81 en los fagos del grupo de inmunidad I. Los
oligos utilizados fueron Fw-ORF81 y Rv-ORF81.

8.9 Ensayo de infeccién/exclusion de W3110/pRep©2?

Los resultados anteriores muestran que la cepa liségena W3110 (mEp021) es capaz
de excluir a todos los fagos probados del grupo de inmunidad |, sin embargo, la
bacteria transformada con el ORF81 solo puede excluira mEp021. Por lo tanto, para
probar que la inhibicion del crecimiento de los 13 fagos en la liségena W3110
(mEp021) es mediada por el represor, se retaron los 13 fagos del grupo de
inmunidad | contra la bacteria transformada con el represor de mEp021
(W3110/pRep®??) (Caraballo, 2017. Datos no publicados) (Figura 36 y 36.1).

Como se muestra en las Figuras 36 y 36.1 ninguno de los 13 fagos del grupo de
inmunidad | es capaz de infectar a la cepa W3110/pRep™EP021 comparado con la
cepa control W3110, es decir que solo la presencia del Represor de mEp021 en la

cepa silvestre W3110 es capaz de excluir a todos estos fagos.
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W3110 W3310/pRepmen02t

Figura 36. Ensayo de infeccién/exclusion de los bacteri6fagos del grupo de
inmunidad | en la bacteria W3110/pRep™Er%2L, Bacteriofago A utilizado como control
positivo de infeccién. N=3.

W3110 W3310/pRep™mer02L

mEp279

mEp321

mEp345

mEp413
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mEp532

mEp554

mEp555

Figura 36.1. Ensayo de infeccidon/exclusién de los bacteriéfagos del grupo de
inmunidad | en la bacteria W3110/pRep™Er%2L, Bacteriéfago A utilizado como control
positivo de infeccion. N=3.
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Ademas, en el sayo de infeccion se realiz6 una amplificacion del gen del represor
en los 13 fagos del grupo de inmunidad | con la finalidad de identificar cuales de

estos fagos tienen un represor igual o diferente al de mEp021.

Como se muestra en la Figura 37. Los bacteriéfagos mEp009, mEp279, mEp345,
mEp413, mEp515, mEp532, mEp554, mEp55 (Carriles 2, 3, 8, 10, 11, 12, 13, 14,y
15) muestran un amplicon de aproximadamente 650 pb que segun el control de
mEpO021 concuerda con la longitud del amplicén del represor, indicando que estos
fagos tienen un represor similar al del mEp021 (Figura 37).

Interesantemente los fagos mEp010, mEp013, mEp044, mEpl37 y mEp320
(carriles 4, 5, 6, 7 y 9) no muestran ningn amplicon, esto sugiere que estos fagos
tienen un represor morfolégicamente distinto al de mEp021, pero no asi

fenotipicamente ya que si pueden ser excluidos por éste (Figura 37).

3,000 pb

Agarosa 1%

Figura 37. PCR del gen del represor de mEp021 en los fagos del grupo de inmunidad
I. Los oligos utilizados fueron los disefiados por Caraballo, 2017 (Fw-Rp, Rv-Rp). Las
flechas rojas indican los fagos que dan un amplicon de aproximadamente 650 pb
correspondiente al represor de mEp021.
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8.10 Construccion de pORF81 mas 6xHis tag en C-terminal

Se disefié una construccion de pORF81 mas 3 codones que codifican para un linker
Glicina-Serina-Glicina y 6 codones de Histidinas en el C-terminal para poder
identificar la expresion y localizacion de Lpp™EP%2t mediante inmunodeteccion en

fase sélida.

Se utilizaron los oligos FwW-ORF81 y Rv-ORF818is (Tabla 1) para amplificar el
ORF81 mas el linker y el tag de histidinas (Figura 38). En la Figura 38 se muestra

la electroforesis del PCR donde se observa el amplicon esperado de 270 pb. Este

fragmento fue purificado y clonado en el vector de expresion pKQV4.
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Figura 38. PCR del ORF81+6xHis. Se utilizaron los oligos Fw-ORF81 y Rv-ORF816*His,

La construccion se transformé en bacterias DH5a quimiocompetetntes y se
obtuvieron 30 candidatas, posteriormente se tomaron tres candidatas y se
comprobaron mediante “colony PCR” (Figura 39). Se seleccionaron las candidatas

“C.G”y “C.H” para hacer extraccion de plasmido y posteriormente su secuenciacion.
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Figura 39. Seleccion de candidatas con construccion pORF815"s, Del lado izquierdo
de muestran las 30 candidatas obtenidas. Del lado derecho resultado del “colony PCR” para
las colonias “C.F”, “C.G” y “C.H”. En rojo se muestran las candidatas seleccionadas para

secuenciacion.

Como se muestra en la Figura 40 la secuencia de la candidata “C.H” esta integra y
no tiene niguna mutacién, comparando con la prediccion in silico. La secuencia de
“C.H” presenta el codon de inicio (ATG), los 6 codones de hisitinas y un codén de

stop al final (TAA). Esta construccion sera referida en adelante como pORF81%His,

La candidata “C.G” tiene dos mutaciones en su secuencia. La primera mutacién (5'-
> 3’) presenta un cambio de una G por una T lo que ocasiona un cambio en el codén
de un GGT (Triptéfano) por un GTT (Cisteina). La segunda mutacion origina un
cambio de una A por una G, sin embargo, esta mutacion es silenciosa y no cambia
el codon en esa posicion (Figura 40). Esta construccién sera referida en adelante
como pORF818HiswW71C.
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Mutacién Silenciosa

Figura 40. Alineamiento de la secuenciaciéon de las candidatas “C.H”, “C.G” y la
secuencia in silico para pKQV4/ORF816xHis. Linea 1) secuencia “C.H, 2) secuencia
“C.G”, 3) secuencia in silico. En la imagen se sefiala el codén de inicio (ATG), la mutacién
gque ocasiona un cambio en el coddén, la mutacién silenciosa, los codones del tag de 6
histidinas y el cod6n de Stop.

Debido a las mutaciones encontradas en la construccion pORF818HswW71C se

decidié probar su capacidad de exclusion infectandola con el fago mEp021.

La bacteria W3110/pORF818is |a cual tiene la construccion con la secuencia WT
del ORF81 tiene la capacidad de excluir al fago mEp021, ademas cuando se induce
con 0.25mM IPTG presenta el mismo fenotipo que W3110/pORF81 es decir se
observa toxicidad en la bacteria y se ven spots de lisis para mEp021 en las
diluciones -2 y -4 (Figura 41)

La bacteria W3110/pORF818HisW71C la cual presenta un cambio de codoén en la
secuencia del ORF81 pierde la capacidad de excluir al fago mEp021, ademas que
al inducirse con 0.25mM no presenta un fenotipo de toxicidad a comparacién de la
bacteria que tiene la secuencia correcta del ORF81 (Figura 41). Esto indica que el
aminoacido Triptéfano en la posicion 71 del péptido es indispensable para la

exclusiéon de mEp021.
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W3110/pORF815s W3110/pORF816+isW71C
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Figura 41. Ensayo de infeccidn/exclusion en la bacteria W3110/pORF81%Hs y
W3110/pORF81%HsW71C. Bacteriéfagos A y mEp167 utilizados como control positivo de
infeccion.

La construccion W3110/pORF818His se utilizara para los ensayos de expresion y

localizacién celular.

8.11 Expresion de Lpp™ErP92L en la cepa W3110

A partir de cultivos overnight de W3110/pORF81%His y W3110/pKQV4 se hicieron
diluciones 1/10, los cultivos se incubaron hasta alcanzar una ODeoo= 0.3 y se hizo
la induccién con 0.1mM IPTG. Las células se recuperaron por centrifugacion en los
tiempos 0, 1y 2 horas, se trataron con el buffer de carga y se cargaron en un gel de

Tris-tricina acrilamida al 15% y se tifio utilizando la ténica se “silver stain”.

En los resultados no se observa una diferencia entre la bacteria control con la
bacteria W3110/pORF81%His tampoco se observa la banda esperada de 8.94 kDa
que corresponde a Lpp™Er92t con el tag de 6 histidinas. Esto posiblemente se deba
a que la ténica no es tan sensible o a que la banda esperada de 8.94 kDa se

empalma con otra proteina de la bacteria y no permite su visualizacion (Figura 42).
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Figura 42. Gel de proteinas de lainduccién de W3110/pORF81%Hs, | a induccion se dio
con 0.1mM IPTG durante los tiempos que se indican arriba de cada carril (0, 1y 2 h)

El gel de proteinas se transfirid a un gel de nitrocelulosa para detectar la proteina
mediante anticuerpos anti-histidinas. La placa de revelado se expuso a la membrana

durante 5y 30 segundos (Figura 43y 43.1)

Utilizando solamente la fuga transcripcional del vector a 0 h de induccion, no se
puede detectar ninguna banda correspondiente a Lpp™EP%2L (carril 2), a 1 hora de
induccioén con 0.1mM IPTG se puede observar una banda de aproximadamente 9
kDa (carril 4) que corresponde el peso esperado de Lpp™EP92L, después de 2 horas
de induccién no se detecta la banda correspondiente a Lpp™&r2L (carril 6). El control
W3110/pKQV4 no revela ninguna inespecificidad del anticuerpo, ni tampoco se
observa la banda de 9 kDa observada en W3110/pORF81%*s (Figura 43).

Estos resultados sugieren que el tiempo de induccion adecuado es de 1 hora
utilizando 0.1mM de IPTG, debido a que es el tiempo en el que se observa la banda

correspondiente a la proteina (Figura 43, carril 4)), también que posiblemente la
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proteina esta siendo degradada o excretada por la bacteria después de 2 horas de
induccion y es por eso que no se observa la misma banda que se observa a 1 hora

de induccion (Figura 43, carril 6).
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Figura 43. Western blot de expression de LppmEp021 en W3110. 1:3000 del anticuerpo
primario (6xHis) (GeneTex), 1:3000 del anticuerpo secundario (anti-raton). Tiempo de
exposicion 5 segundos.

Con un tiempo se exposicion de 30 segundos se pueden observar bandas 30, 35y
50 kDa, las cuales podrian significar interacciones de Lpp™&P%21 (Figura 43.1). Estos
resultados indican que Lpp™EP021 estd interaccionando con distintas proteinas de la
bacteria y que estas proteinas podrian ser importantes para el proceso de exclusion
por Lpp™Ero2L,
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Figura 43.1. Western blot de expression de Lpp™EP%1 en W3110. 1:3000 del anticuerpo
primario (6xHis) (GeneTex), 1:3000 del anticuerpo secundario (anti-ratén). Tiempo de
exposicion 30 segundos.

8.12 Localizacién de Lpp™Er92! mediante fraccionamiento celular y Western
Blot

Una de las hipdtesis es que Lpp™EP92! es una lipoproteina que esta actuando a nivel
membrana externa en la bacteria, por lo tanto, debe de localizarse en este
compartimiento. Para comprobar que Lpp™EP92! se ubica en la membrana externa
de la bacteria se realiz6 un fraccionamiento celular de acuerdo a Aono et al [30]. La
bacteria se dividi6 en tres fracciones: 1) citoplasma, 2) membrana interna, 3)
membrana externa. Cada fraccién se corrié en un gel de proteinas de gradiente 6M
urea segun Schagger [31], posteriormente se transfiri6 a une membrana y se

detect6 mediante anticuerpos anti-Histidinas.
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La proteina Lpp™EPP21 se localizd principalmente en la fracciéon de la membrana
externa, en la que se observa una banda de aproximadamente 9 kDa que
corresponde al peso esperado de esta proteina (Figura 44, carril 7), ademas se
puede observar un ligero punto de aproximadamente 9.5 kDa en la fraccion de
membrana interna (Figura 44, carril 4), posiblemente el punto de 9.5 kDa sea la

Lpp™ErY92L sin haber sido procesada (preprolipoproteina).

A pesar de que el gel contiene 6M de urea, se siguen observando algunas bandas
inespecificas (observadas anteriormente en Figura 43.1, carril 5) que podrian

corresponder a interacciones muy fuertes de Lpp™&rP21 con proteinas de la bacteria.

Estos resultados demuestran que Lpp™EPP2! es una proteina que se ubica en la
membrana externa de la bacteria y que ademas esté interaccionando con proteinas

de la membrana externa de la bacteria.
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Figura 44. Western Blot del fraccionamiento celular de W3110/pORF815"is_ 1:3000 del
anticuerpo primario (6xHis) (GeneTex), 1:3000 del anticuerpo secundario (anti-raton).
Tiempo de exposicién 3 segundos. M.I: membrana interna, M.E: membrana externa.
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Al realizar una busqueda bioinformatica de la secuencia de aminoacidos de la
proteina codificada por el ORF81 (Lpp™Er921), se observo que ésta presenta similitud
en su mayoria con proteinas hipotéticas de Escherichia coli (96%), asi como
lipoproteinas hipotéticas de algunos bacteriofagos de esta misma cepa, como el
fago Rtp (49%) y HK578 (46%); sin embargo, ninguna de estas proteinas han sido
caracterizadas [36, 37]. Interesantemente, también presenta identidad con varias
posibles lipoproteinas de fagos como el SH6 de Shigella spp. [38]. Esto ultimo
sugiere la posible transferencia horizontal de este gen entre fagos de distintas
especies ya que como se ha considerado, la transferencia horizontal de genes juega
un papel dominante en la organizacién y arquitectura de los genomas fagicos,
ademas, como Escherichia coli y Shigella estan estrechamente relacionados entre
si y genéticamente constituyen una misma especie, esto podria indicar un punto en

la divergencia evolutiva de estas dos cepas bacterianas [39, 40].

De acuerdo al servidor InterPro, la secuencia de aminoacidos de Lpp™M&ro2 fue
identificada como una lipoproteina de procariontes, siendo esta la principal de sus
caracteristicas, ademas, presentd una péptido sefial en sus residuos 1-16 el cual es
caracteristico de proteinas de secrecidbn o proteinas transmembranales. En
bacterias Gram-negativas la translocacion de proteinas es a través de la membrana
citoplasmatica hacia el periplasma o espacio extracelular, y es tipicamente mediado
por la interaccidon del péptido sefial (presente en el N-terminal de las proteinas) con
la maquinaria de secrecion de la bacteria. La proteina Lpp™&P%2! presentd este
péptido sefial con todas sus caracteristicas, un dominio N del residuo 1-3 en el que
presenta aminoacidos de carga positiva, un dominio H del residuo 4-12 en el que
presenta aminoacidos hidrofébicos y un dominio C del residuo 13-16 en donde se
encuentra un sitio de corte para una peptidasa, de manera interesante este sitio de
corte se encuentra localizado dentro de la secuencia “lipobox”, y deberia ser
procesado por la enzima LspA, la cual interviene en el procesamiento de las
lipoproteinas. Por lo tanto, el péptido sefial presente en el N-terminal de Lpp™Ero2L

podria favorecer su transporte a la membrana y posteriormente ser translocada al
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periplasma por medio del translocon heterotrimérico Sec YEG para su posterior
procesamiento como lipoproteina [41, 42, 43]. Ademas, se identificé un dominio “no
citoplasmatico” de los residuos 17-72 el cual podria quedar libre en el periplasma

para interaccionar con distintas proteinas y propiciar la exclusiéon de mEp021.

Ademas de la presencia de un péptido sefal, Lpp™EP92L presenta una firma de
aminoacidos conocida como “lipobox” ([L/V/[A/SITIV/I[G/AIS]C), caracteristica de
las lipoproteinas de bacterias Gram-negativas que consiste de los aminoacidos
“‘LVGCA” |la cual va del residuo 13 al 17 [42]. Dentro de esta secuencia se encuentra
un residuo de cisteina (C) en la posicion +1 de la “lipobox” y en la posiciéon 16 del
péptido, el cual es esencial para la tri acilacion de las lipoproteinas y para su
posterior translocacion a la membrana externa [42, 44]. En la posicion +2 de la
“lipobox” se encuentra un residuo de alanina (A), el cual, segun la regla de las
lipoproteinas en bacterias Gram-negativo le permite exportarse a la membrana
externa de la bacteria por medio del complejo LoICDE y la chaperona LolA [42]. El
alineamiento con lipoproteinas de exclusién de los bacteriéfagos Sh6, mEpl67,
HK022, 80, N15 y T5 muestra que todas estas proteinas poseen una “lipobox” que
se encuentra aproximadamente entre los residuos 15 al 19 que concuerda con la de
la Lpp™MEPO2l ademas de una regién rio arriba de la “lipobox” de aminoécidos
hidrofébicos, lo cual indicé la posibilidad de que Lpp™&P92t sea una lipoproteina de
exclusion como las reportadas anteriormente [38, 45, 14, 17].

El andlisis in silico también revel6 la presencia de dos posibles promotores que se
encuentran rio abajo del ORF81: el “Promotor 1” se encuentra entre la region 52,959
y 52,984 del genoma del fago y consta de 26 pb, con los sitios -10 (TTTTATGCT) y
-35 (TTGTGA), y el “Promotor 2" se encuentra dentro del marco anotado como
“Phage Tail Tip Protein”, entre la regién 53,352 y 53,380 del genoma del fago y
consta de 29 pb, con los sitios -10 (TGGAAAAAT) y -35 (GTGCAT). El anélisis
también revelo la presencia de un terminador rio abajo del ORF81, éste se
encuentra dentro del ORF que codifica para el marco anotado como “Phage protein
J” y se encuentra dentro de la region 49,705 y 49,743 dentro del genoma del fago.
Estos resultados indican la posibilidad de que el ORF81 se transcriba de manera
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independiente a los genes morfogénicos del mismo blogue y que por esto se podria
clasificar como un gen “moron” o gen accesorio en el genoma de mEp021 que como
se ha reportado estos genes tienen la capacidad de brindarles ventajas adaptativas

al huésped, una de ellas la inmunidad o exclusion a la superinfeccion [9, 46].

La bacteria W3110/pORF81 mostrd resistencia a la infeccion por mEp021 y
mEp021J2'k° vy fue sensible a la infeccién por A y mEp167. Esto indica que la
expresion del ORF81 es suficiente para evitar la infeccion de mEp021 vy
mEp021J2'k°. Debido a que el gen codificado por el ORF81 posee sus propios
promotores y terminadores (por el momento hipotético) en el genoma, y a que su
expresion es capaz de excluir la infeccion de mEp021, es posible de que se trate de
un mecanismo de “conversion lisogénica” en el cual le confiere un fenotipo de
“exclusion a la superinfeccidn”, por fagos muy relacionados a mEp021 o fagos que

requieran del mismo receptor que OmpA [1, 6].

La sobreexpresion del ORF81 utilizando 0.25mM IPTG en la bacteria
W3110/pORF81 mostro6 sensibilidad a la infeccion por mEp021 y mEp021J2'k0, sin
embargo, este resultado es inconcluso ya que se desconoce si este efecto se
produce por la toxicidad de la proteina en la bacteria o por un efecto inverso debido
a la excesiva expresion del ORF81, dicho se efecto no se observo utilizando 0.1mM
IPTG o solamente la fuga transcripcional del vector (sin inductor). Sin embargo, los
halos de lisis debido a la toxicidad se descartaron debido a que en las cepas
JW3996 y C600 resistentes a la infeccion por los fagos A y mEpl67,
respectivamente, la sobreexpresion del ORF81 no causa ningun halo de lisis por
estos fagos, pero si se observaron halos de lisis por mEp021 por lo que este
fendbmeno de lisis debido a la sobreexpresiéon del ORF81 puede deberse a un

fenédmeno intrinseco o exclusivo del fago mEp021.

Ademas, como se demostrd, la sobreexpresiéon del ORF81 afecta la viabilidad
celular de W3110 en la que se observa que el desarrollo celular se detiene dentro
de las primeras 3 horas de induccion (0.1mM y 0.25mM) y se reactiva despueés de
este tiempo, alcanzando la misma densidad 6ptica que el control W3110 a las 8
horas de induccion. Este efecto pudiera deberse a que la proteina esta siendo
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excretada de la bacteria por medio de los mecanismos de excrecion tipo Il o V, estos
mecanismos de excrecion dependen del translocon Sec o Tat y podrian estar
involucrados en la recuperacion de la viabilidad celular a las 8 horas de induccion y
a la sensibilidad por la infeccion de mEp021 y mEp021JA™P al excretar fuera de la
bacteria la proteina Lpp™&rP%2l, ademas de que existe la posibilidad de que la

proteina se esté degradando por distintas proteasas de la bacteria [47].

Las cepas JW3996 (lamB-), JW3993 (malF’) y JW3992 (malG") transformadas con
pORF81 fueron sensibles a la infeccién por mEp021 y mEp021J2',_ Esto indica que
las proteinas LamB, MalF y MalG son necesarias para exclusibn mediada por
Lpp™EPY92L, | a proteina LamB es una porina que se localiza en la membrana externa
y esta involucrada en el transporte de maltosa y maltodextrinas, y actia como
receptor para varios bacteriéfagos incluyendo lambda. También se report6 como
una proteina (LamB) necesaria para la exclusion mediada por Cor en fagos FhuA
dependientes junto con otras proteinas de membrana externa como OmpA, OmpC,
OmpW y FhuE [48, 15]. El hecho de que Lpp™Er%2! requiere de LamB sugiere que
su mecanismo de exclusiéon pudiera ser similar al de Cor, es decir se exporta a la
membrana externa de la bacteria donde interactla con otras porinas como LamB y
posiblemente otras para excluir la infeccion de mEp021; sin embargo, las cepas
JwW1248 (ompW), JW2203 (ompC-) y IW0912 (ompF°) transformadas con pORF81
fueron resistentes a la infeccion por mEp021 lo que significa que estas porinas no
son necesarias para la exclusiéon mediada por Lpp™EP2L, por lo tanto el mecanismo
de exclusion mediado por Lpp™Er92l es diferente al de Cor. En cuanto a las
interacciones de las proteinas de membrana externa (OMP’s), Kleanthoues et al.
reportd interacciones promiscuas entre las OMPs en las que se generan
microdominos o islas de cientos o hasta miles de estas proteinas, por lo que la
insercion de alguna proteina como Lpp™Er92L en estas islas de OMPs podria cambiar
drasticamente su conformacion y asi evitar el reconocimiento adecuado de mEp021

por su receptor OmpA [49].

Por otra parte, también se observo que las cepas JW3993 (malF’) y JW3992 (malG-
) transformadas con pORF81 fueron sensibles a la infeccion por mEp021, lo cual
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sugiere que MalF y MalG son necesarias para la exclusién mediada por Lpp™MEro2L,
Las proteinas MalF y MalG se encuentran en la membrana interna de la bacteria y
pertenecen a un complejo transportador de maltosa y maltodextrinas compuesto de
cuatro proteinas: Malg, MalF, MalG y MalK (complejo MalEFGK?2) [50, 51]. Como
se menciond anteriormente LamB también participa en el transporte de maltosa y
maltodextrinas, y es necesaria para la exclusiéon mediada por Lpp™&r2L, o cual
sugiere que hay una interaccion entre LamB y el complejo MalEFGKz, dicha
interaccion solamente se ha reportado en predicciones in silico (Anexo 1) pero
nunca de manera experimental. Hunken et al. [52] reportaron que mutaciones en
los “loops” EAA (loops en los dominios transmembranales) de MalG y MalF
ocasionan una pérdida total del transporte de maltodextrinas y formacién del
complejo MalEFGK: lo que significa que la interaccion de MalG y MalF es necesaria
la formacion de este complejo. Al no estar presenta alguna de estas proteinas en
las cepas JW3993 (malF) o JW3992 (malG") se impide la formacion correcta del
complejo MalEFGK2, lo cual podria ocasionar un cambio en la interaccion de
Lpp™EP92L con LamB lo que se refleja como una pérdida en la capacidad de
exclusiéon. La cepa JW3995 (malK") transformada con pORF81 es resistente a la
infeccion por mEp021. MalK es una proteina de union a ATP que se encuentra en
el citoplasma, aunque esta proteina es necesaria para el correcto transporte de
maltodextrina y maltosa no es necesaria para la formacion del complejo MalEFGKz,
por lo que la ausencia de esta no afecta la estructura del complejo ni la interaccion
de Lpp™MErO21 con LamB [51].

Los ensayos de adsorciébn mostraron que la expresion del ORF81 en la cepa
W3110, es capaz de impedir la adsorcion correcta del fago mEp021. En
W3110/pORF81 no se observa perdida de particulas virales a lo largo del tiempo,
ya que aun a los 60 minutos se observa el mismo titulo viral que en el tiempo 0. Este
tipo de comportamiento se ha descrito anteriormente en algunos bacteriéfagos
como T5, el cual expresa la proteina Llp que inactiva a su propio receptor
inmediatamente después de infectar a la bacteria, lo que impide que los fagos
puedan inactivarse aun en presencia de receptores disponibles presentes en los

restos celulares [52]. Asimismo se ha reportado que la proteina TraT codificada en

78



9. DISCUSION

el plasmido F puede modificar la conformacion de la proteina de membrana externa
OmpA, la cual es el receptor de algunos fagos tipo T y también de mEp021. Esta
informacién genera la posibilidad de que la Lpp™Er92! se transloque a la membrana
externa de la bacteria donde puede interaccionar con otras proteinas como LamB y
por lo tanto modificar la conformacién de OmpA, evitando asi que mEp021 pueda

reconocerlo de manera correcta y por lo tanto infectar a la bacteria [17, 12].

De manera interesante, los ensayos de infeccion/exclusién de los fagos del grupo
de inmunidad | en la bacteria W3110/pORF81 revelaron que Lpp™M&P%2t no es capaz
de excluir a ninguno de ellos, lo que sugiere que estos bacteriéfagos no utilizan una
lipoproteina similar para su exlusiéon o que requieren de un receptor distinto al de
mEp021 (OmpA). Esto ultimo se corrobord utilizando una cepa transductante
W3110 (ompA") la cual fue sensible a la infeccién por todos los fagos del grupo de
inmunidad | con excepcion de mEp021 (Anexo 2). Estos resultados sugieren
fuertemente que Lpp™EPP2L excluye exclusivamente a fagos dependientes de OmpaA,
sin embargo, se requieren hacer ensayos de infeccion/exclusion utilizando fagos
OmpA dependientes que no pertenezcan a la coleccibon mEp. Por otra parte,
también se observé que ninguno de los fagos del grupo de inmunidad | dio un
amplicén para el ORF81, lo que sugiere que ninguno de estos fagos posee un gen
similar al ORF81, esto encaja con la hipétesis de que el ORF81 es un gen “moron”
0 gen accesorio que se encuentra solamente en mEp021 y difiere de los otros fagos
de su mismo grupo, ademas de que cabe la posibilidad de que este gen haya sido

adquirido mediante una transferencia horizontal de genes [9, 46].

Los resultados del ensayo de infeccion/exclusién en la cepa W3110/pRep?*
demostraron que todos los fagos del grupo de inmunidad | son excluidos por el
represor de mEp021, lo cual descarta la posibilidad de que mEp021 posea un
sistema de exclusion adicional al del represor y al de Lpp™&P%2, Interesantemente,
el PCR dirigido al represor de mEp021, los fagos mEp009, mEp279, mEp345,
mEp413, mEp515, mEp532, mEp554, mEp55 muestran un amplicon de
aproximadamente 650 pb que segun el control de mEp021 concuerda con la

longitud del amplicdn del represor, indicando que estos fagos tienen un represor

79



9. DISCUSION

similar al del mEp021, sin embargo, los fagos mEp010, mEp013, mEp044, mEp137
y mEp320 no muestran ningin amplicon, esto sugiere que estos fagos tienen un
represor estructuralmente distinto. Esto demuestra que a pesar de que los fagos del
grupo | poseen diferencias en el represor, estos son capaces de reconocer a la
misma region operadora dentro del genoma y por lo tanto inhibir la expresion sus

genes.

La bacteria (W3110) que porta al plasmido pORF818HisW71C, presenta un cambio
en la posicién 71 del ORF81 (Triptéfano por una Cisteina) la cual no permite la
exclusion de mEp021, ademas que al inducirse con 0.25mM no presenta la
toxicidad, a comparacion de la bacteria que tiene la secuencia correcta del ORF81.
El cambio de este aminoacido genera un cambio en la estructura tridimensional de
Lpp™MEPP2L seguin las predicciones por I-TASSER (Anexo 3), dicho cambio en la
estructura podria estar implicado en la interaccidn con otras proteinas en la
membrana lo que podria afectar su capacidad de excluir, ademas de esto se ha
reportado la importancia de los aminoécidos del C-terminal en varias lipoproteinas
de bacterias Gram-negativas como por ejemplo la lipoproteina asociada a
peptidoglicano (Pal) necesaria para mantener la integridad de la membrana externa,
la cual posee 61 aminoacidos conservados en su C-terminal necesarios para la
interaccion con proteinas Tol (TolA, TolQ y TolR) [53]. Esto indica que el aminoacido
Triptéfano en la posicion 71 del péptido es indispensable para la correcta interaccion

de Lpp™MErO2L con proteinas de membrana y por lo tanto para la exclusion.

En el ensayo de expresion de Lpp™&ErP2L, se pudo detectar por Western Blot, después
de una hora de induccion con 0.1mM IPTG, pero después de dos horas de induccién
la banda correspondiente de aproximadamente 9 kDa ya no pudo ser detectada,
indicando que esto podria relacionarse con lo observado en la curva de crecimiento,
en la que aproximadamente a las 3 horas después de la induccion la bacteria
recupera su crecimiento normal. Es posible que Lpp™EP92! esté siendo excretada de
la bacteria mediante algin mecanismo de secrecion, en el cual la proteina es
transportada al periplasma por medio del translocon Sec o Tat (procesamiento

normal de las lipoproteinas) y posteriormente excretada mediante una porina de
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membrana externa, lo cual podria relacionarse con la recuperacion de la viabilidad
celular a las 8 horas de induccion y a la sensibilidad por la infeccion de mEp021 y
mEp021J21kb al excretar fuera de la bacteria la proteina Lpp™ErPo2L [47]. Al
sobreexponer la placa durante 30 segundos, se observaron bandas inespecificas
de aproximadamente 30, 35y 50 kDa, las cuales podrian significar interacciones de
Lpp™ErY92L cabe mencionar que estas bandas ya se habian observado anteriormente
por Arguijo-Hernandez et al. [15], en donde placas sobreexpuestas en un Western
Blot dirigido a Cor mostraban bandas de un peso mayor, las cuales posiblemente

corresponden a interacciones fuertes entre Cor y proteinas de membrana externa.

Por ultimo, el fraccionamiento celular demostré que Lpp™EPP2l se encuentra
principalmente en la fraccion correspondiente a la membrana externa de la bacteria,
en la que se observa una banda de aproximadamente 9 kDa que corresponde a
Lpp™EPY92L posterior a su procesamiento (corte proteolitico en el que se pierden 15
aminoacidos). Ademas, se observo un ligero punto de aproximadamente 9.5 kDa en
la fraccion correspondiente a la membrana interna, posiblemente el punto de 9.5
kDa sea la Lpp™&P?2L sin haber sido procesada (preprolipoproteina). Esto comprueba
la hipétesis de que Lpp™EPP?l es una proteina que se encuentra en la membrana

externa de la bacteria.
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Los posibles promotores y terminadores adyacentes al ORF81 indican una
posible expresion independiente.

La expresion del ORF81 en una cepa W3110 es capaz de evitar la infeccion
de mEp021.

La exclusiébn mediada por Lpp™MErO2l evita la adsorcion de mEp021 a su
receptor en membrana externa.

Lpp™EPY921 no es capaz de excluir a ninguno de los fagos probados del grupo
de inmunidad I.

El residuo de Triptofano en la posicidn 71 es indispensable para la exclusion
mediada por Lpp™MEPO2L,

Las proteinas de membrana externa LamB y de membrana interna MalG y
MalF son necesarias para la exclusion mediada por Lpp™Ero21,

Lpp™EPY92L se |ocaliza en la fraccién que corresponde a la membrana externa
de la bacteria.

El represor de mEp021 (Rp™EPY21) es suficiente para evitar la infeccion de los
13 bacteriofagos probados del grupo de inmunidad I, por lo que se descarta

la posibilidad de que exista otro sistema de exclusién en mEp021.
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11. PERSPECTIVAS
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Realizar ensayos de “pull-down” con Lpp™Er%2L para identificar interaccién con
proteinas de la bacteria (Caracteristicas de la construccion en Anexo 4).
Hacer ensayos de localizacién de la proteina para comprobar su posible
secrecion de la bacteria.

Comprobar la expresion del ORF81 en la bacteria lisogena W3110 (mEp021)
Realizar mutagénesis dirigida a los aminoacidos de la “lipobox” de Lpp™Ero2L

y comprobar su capacidad de exclusion.
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Apéndice 1

Soluciones para bacterias y fagos

1. Medio Luria-Bertani (LB)

Para 1l L:

Bacto-triptona

109

Extracto de levadura

59

NacCl

59

Para Medio Agar, adicionar a lo anterior 15 g de Bacto-agar

2. Medio T® suave

Para 1 L:

Triptona 10g

Agar 10 g

NaOH Concentracion final 2M
MgSO4 1M 10 mL

3. Buffer TMG (para diluciones de fagos)

Para 1 L:

Tris base 1219

MgSO4 1.20¢g

Gelatina 0.10g

Ajustar a pH 7.4 con HCI, esterilizar en autoclave
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Apéndice 2
Soluciones para extraccion de plasido con técnica de miniPREP

1. Solucién |

50 mM glucosa

25 mM Tris-ClI (pH 8.0)

10 mM EDTA (pH 8.0)

Esterilizar en autoclave. Guardar a 4°C

2. Soluciéon |l

0.2 N NaOH

1% SDS

3. Solucién Il

5M Acetato de potasio 60 mL

Acido acético glacial 11.5mL

H20 28.5 mL

Volumen final 100 mL

Apéndice 3
DEAE-celulosa.

Pesar 100 g resina DEAE-celulosa. Agregar 400 mL de HCI 0.05N. Neutralizar
con una solucibn de NaOH concentrado hasta obtener un pH de 6.8,
manteniendo la muestra en agitacién. Dejar precipitar la resina y decantar el
sobrenadante. Hacer lavados con medio LB (pH 6.8) al menos tres o hasta que
el pH se idéntico al del medio. Resuspender la resina hasta obtener
aproximadamente 75% de resina y 25% de medio LB. Dividir suspension en
tubos falcon estériles de 50 mL. Agregar 0.1% de azida de sodio para evitar
contaminaciones.
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Apéndice 4
Soluciones para preparacion de Geles Tris-tricina 15%

1.

Acrilamida 30% T, 2.7% bis
Pesar 292 g de Acrilamida y 8 g de Bis-acrilamida. Disolver y aforar a 1 L.
Guardar a 4°C.

SDS 10%
Disolver 50 g de SDS y aforar a 500 mL con Hzo destilada.

Buffer del gel (Tris 3M, SDS 0.3%, pH 8.45)
Pesar 36.42 g de Trisma base. Disolver y ajustar pH con HCI. Agregar 3 mL
de solucién 2. Aforar a 100 mL con H20 destilada.

Persulfato de amonio 10%
Disolver 0.05 g de persulfato de amonio en 500 pL de H20. Guardar a -20°C.

Buffer de tratamiento 2X. (Tris-HCI 0.125 M, pH 6.8; SDS 4%, Glicerol
20%; 2-mercaptoetanol 10%)

Agregar 2.5 mL de solucion 3, 4 mL de solucion 4, 2 mL de gliceroly 1 mL de
2-mercaptoetanol. Mezclar y aforar a 10 mL con H20 destilada. Disolver una
pizca de azul de bromofenol.

Buffer catodo (-) (Tris 0.1M, Tricina 0.1M y SDS 0.1%, pH 8.25)
Pesar 12.14 g de Trisma base y 17.91 de Tricina. Disolver y ajustar pH con
HCI. Agregar 10 mL de solucion 2. Aforar a 1000 mL con H20 destilada.

Buffer &nodo (+) (Tris 0.2M, pH 8.9)

Pesar 24.28 g de Trisma base. Disolver y ajustar pH con HCI. Aforara 1 L
con Hz20 destilada.
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Apéndice 5

Soluciones para Tincion de geles con plata
Se utiliz6 el kit de Silver Stain Plus™ Kit #1610449 de Bio Rad

1. Solucion Fijadora

Para 100 mL

Metanol 50 mL
H20 30 mL
Acido acético 10 mL
Fijador (Bio Rad Kit) 10 mL

2. Solucion aceleradora
Disolver 0.25 g del reactivo acelerador en 5 mL de H20 destilada

3. Solucién Tefnidora

Para 15 mL

H20 7 mL

Solucion Silver (Bio Rad Kit) | 1 mL

Solucién Reductora (Bio Rad | 1 mL
Kit)

Desarrollador de imagen (Bio | 1 mL
Rad Kit)

Solucién aceleradora (Sol. 2) | 5mL

4. Solucién para detener reaccién

Para 50 mL
H20 47.5 mL
Acido acético 2.5mL
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Apéndice 6

Soluciones para Western Blot

1. Buffer de Tris-Glicina (Tris 0.25M, pH 8.3; Glicina 1.92M)
Pesar 30 g de Trisma base y 150 g de Glicina. Disolver y aforara 1 L con

H20 destilada. Soluion 10X

2. SDS 10%

Disolver 50 g de SDS y aforar a 500 mL con Hzo destilada.

3. Buffer del Tanque (Tris 0.025M, pH 8.3; Glicina 0.192M; SDS 0.1%)

Para 1000 mL

Solucion 1 100 mL
Solucion 2 10 mL
H20 890 mL
4. Buffer de transferencia

Para 1000 mL

Solucién 3 800 mL
Metanol 200 mL
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Anexo 1. Prediccién in silico utilizando el servidor de STRING de la interaccion entre
LamB y el complejo MalEFGKQ2.
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Anexo 2. Ensayo de infeccion con fagos del grupo de inmunidad | en la cepa
transductante W3110 (ompA°). N=2.

mEp021 mEp013

mEp321
A
mEp044 mEp413
mEpl167
mEp137 mEp515
mEpO09
mEp010 mEp279 mEp532
W3110 (ompA) W3110 (ompA’) W3110 (ompA")
mEp345
mEp554
mEp555

W3110 (ompA’)

Anexo 3. Comparacion de estructura tridimensional entre Lppm&Po21 WT y | pp™MEPO2L
WT71C.

I Proteina Silvestre
C-score: -2.6

I Mutante no funcione
C-score: -3.17
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Anexo 4. Caracteristicas de la construccion para “Pulld-Down”, el Tag de Histidinas
se agrego en el extremo N-terminal, y se eliminaron los aminoacidos presentes en
la “lipobox”, de tal manera que se mimetiza el procesamiento de las lipoproteinas.
La construccion se encuentra en el vector pKQV4 clonado con las enzimas EcoRl y
HindlIl.

EcoRlI m 6xHis ADTNRHNG HCATSAYGVCYERWVDGAKVPSGEICRVYDGTDGHSGKTRDCGSKEWYm

Anexo 5. Ensayo de infeccidon en cepas JW3995 (malK), JW3993 (malF) y
JW3992 (malG-) “Keio Collection” transformadas con pORF81. N=2.

2 4 6 -8

mEp021

JB1kb

mEpl67

W3110

6 -8
N

mEpl167

JW3995 (malK-)/pORF81 JW3993 (malF-)/pORF81

-2 -4
mEp021
JA1kb
A
mEp167

JW3992 (malG")/pORF81
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Anexo 6. Comprobacion de las cepas JW3995 (malK"), JW3993 (malF) y JW3992
(malG’) en medio MacConkey Maltosa. Maltosa (+): Colonias rosas, Maltosa (-):
Colonias amarillas.
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Anexo 7. Electroferograma de la construccion pJET1.2/blunt. ORF81 (Fw).
Candidata 2.

File: DOS8-16-17-4-49 PM.ab1  Run Ended: Aug 16, 2017, 18:01:04  Signal G: 444!\ 201 T:289 C:105  Comment: CARLOS
Sample: DOS Lane: 1 Base spac g 12 &0 428 bas n 5079 scans F'age 1of1
20

20 S0 70
Il---___-llll_---__l- il l..l--ll l— --ll— ll l l l- llll-l-
GCTCC AGTTTTT CAGC A © ATC GC GGCGE ARTT CAT G AAART G GT AACART TATC GCTGTT .“.;r

I -II II II-IIIIIIIIIIIIIII III IIIIIIIIIIIIIIIll-lllllhlllllIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIII -- LI L]
GTCGEC G

333333333333333333333333
lllllIIIIIIIIIIIIIIIIIII-IIIIIIIIIIIIII-IlllIIIIIIIIIII-Il.lllll-llllllllllll__ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
T TTAT CATCGCACT GATCGT

TAAGGAG CTAAGGTAGTGGACATCACOCATCACCAT CACTARARAG

m.““IMWMMMM; MLLM‘ m\rluMlm‘Il bl Mm
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14. ANEXOS

Anexo 8. Electroferograma de la construccion pJET1.2/blunt_ ORF81 (Fw).
Candidata 3.

File: TRES8-16-17-6-01 PM.ab1  Run Ended: Aug 16,2017, 19:02:23  Signal G:923 A:528 T:717 C:228  Comment: CARLOS
Sample: TRES Lane: 2 Base spacing: 12.29 522 bases in 6372 scans Page 10f1
10 20 30 40 7

.uw..m& el uuﬂ_nunmumlm Huum.u

llllllllllllllllllllll lllllllll IIII [ 1 1]
G

l lllllllllllhllllllllllll IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII llllllllll
IAATCGACACAACGGCCA TTGLGC:ECIFGCGCITFCG G

TCT GCTATGAAAGAT GGGTTGACGGGGCTAAGGTTCCGTCCGGTGAGATCT GT CGCGTTTAT

R L

T

REE—
:il——-

210 20 240 260 270 280 300
Iin EEEEEEENe NN ENEENEEE III-IIII-II lllllllll NEEENNEEEEER 'IIIII-IIII-IIII-IIIIIIII LI LI LU ] )
FAT GGCACTGATGGTCATAGTGGCAAGACTAGAGATTGCGGAAGTAAGGAGTGGTACTAAGG GT GGACAT CACCATCACCATCACTAAAAGCTTGAATCTT

‘ ““ ‘ “ l LA »‘ Ak ‘ ‘ A ‘4 l b ‘ A ‘ “ ‘u “
310 32 330 340 350 360 370 380 400
.ll.....l..l.....-l.. LI L] .‘.-.I-..I-.-I...--..-..I-.-----‘..-...-—-..I...II- I-l.-..-.-..ll
TCTAGAAGAT CTCCTACARATATTCTCAGC GCC:’*TGGI\AA;ETCGI‘.TGTTC'"TCTTTT'-‘T'TCTCTCAAGATTTTCAGGCTGT!{TATiz\tAPCT'rTz TTA

o

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
pimeiE el el - L S e L L L DT T R PP L L L L P P P D PR B L B P o P LD T Y
BAACTATGCTAACCACC }-TCHG(‘ AAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCAT GARAACTACGA GCTAAATATTC}W TAT

o An A
510 520
NS e S S W=
GTTCCTCTTGACCAACTTTA
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@ 14. ANEXOS

Anexo 9. Electroferograma de la construccion pORF81 (Fw).

File:pORFE_Fuiabt  Run Ended: Sep 12,2017, 0:20:41  Signal G485 A263 T415 G307 Comment: CARLOS
Sample: LIPG-FW MEP _Lane 6 _Base spacing: 1321 323 bases in 3893 scans page Tof 1
G
] llllll—.l l&- I_- .l..-f)l L1 L) I-lglll- lIollllIl-éollllllﬁl-lo.lllllllllﬂ
TGC GCT ACGGCAATTGT GC GCATACGGTGTCTGCTA ARAAGA GGTTGAC GG GG

AT GARA

JuumnnmmunAmmnnmnmmnuﬂummmnnhhmmnm du ﬂhh

mhhhhﬂmlmmmhmumhUh“hlﬂmlhlWﬂ“hMﬂh mm n“UJM

.. _-_.__..- h - . ..- ll -

___-_-_-.- -_

.nMAAUMMMLh&lm.mAmh\.x,.ummLn...h.‘b,g,lmm.uA

il
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@ 14. ANEXOS

Anexo 10. Electroferograma de la construccion pORF81 (Rv).

File: pPORF83_Rv.ab1  Run Ended: Sep 28,2017,1:14:30  Signal G:164 A:132 T:198 C:179  Comment: CARLOS

Sample: RV-LPP Lane 7 Base spacmg 12.10 479 bases in 5718 scans Page 10of1

10 80 100
Ema B | Y ——— .--._ [r. --l-- -- --l-----ln-llllln-..lln---nl--nl-.---.-.l--
GuL TCTCTGTCTTGCG‘—C’FTG‘CA"GGTGC&TC}-T}* A\ACGC GACAGATCTCACCGGACGGAACCTTAGCCCCGTCAACCCATCTTTCATAGCAGACA
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AN \.
300
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.oi———
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w.l,ﬁn Ui nmm umuﬂt“ M hmm.‘amumumm
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14. ANEXOS

Anexo 11. Electroferograma de la construcciéon pORF818His (Fw).

File: pPORF83_6xHis_WT_Fw.ab1  Run Ended: Jan 23,2018, 21:27:46  Signal G:414 A:346 T:363 C:99  Comment: CARLOS

Sample: HF Fw Lane: 3 Base spacing: 12.43 410 bases in 4968 scans Page 1 of 1
10 20 40 50 60 70 80 90 1
a liEEZGER = -lll-l- ] --lll-l--ll-—lnn- (T | --llll_lllll---lll---l-l-ll ol g
TCAGCAGG GGC CCCCCTTT @ GGCTATTCT GGTTGGT TGCGCT GACACTAAT CGACACAACGGCCATTGT GCAACTAGCGCATACGGTGT CT GCTATG

CTGT CGCGTTTATGAT GGCACTG A T(‘(‘ \TAGTGGCAA

oo P A g

210 220 240 250 260 270 280 29
—-----l.-l-lllllllll-l-ll--- IllllllllllllI-llllll-llllllIIIII-III.-IIllll-l-l
AGTGGTACAAAGGTAGTGGACATCACCATCACCATCA AAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGA TTTTCAGC CT GATACAG!

0 300
n L]

310 340 350 360 370 380 390 400
IIIIIIIII.IIIII (LIS LTI T L LT R DL LI L) ] lI-IlI-llllll-- l-ll-l—l-ll
FCAGAAGCGGT GGCAGTAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGT GARACGC CGTAGCGC CGAT

410
Alam__
GGTAGT
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14. ANEXOS

Anexo 12. Electroferograma de la construcciéon pORF818His (Rv).

File: pPORF83_|

6xHis_WT_Rv.ab1  Run Ended: Jan 23, 2018, 22:22:03  Signal G:66 A:68 T:71 C:55 Comment: CARLOS
Lane:4 Base spacmg 1248 352 bases in 4237 scans Page 1 of1
€0 70

Sample: HF Rv

. -
AC GC GACAG ? TCTC CCG(‘ LG(‘..“LCTTA

\“ W) 6 ol uwhu 0 oA e

310 370 330
e O o O ___---I- - — -
TGCC!{G ACCCGTTA '"(' \T GTCC GC GCARARAAACA Tlr;CCCf‘Z AC GG
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14. ANEXOS

Anexo 13. Electroferograma de la construccién pORF818HsW71C (Fw).

File: pORF81_6XHis_Fw_W71C.ab1  Run Ended: Jan 23, 2018, 23:16:19  Signal G:533 A:398 T:440 C:276 = Comment: CARLOS
Sample: HG2 Fw Lane: 5 Base spacing: 12.51 408 bases in 4944 scans Page 1 of 1
10 60 7

L =
B C

@
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@l
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lllllll
TCCGGTG Al

ws@EmEN
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-
FGGT

103



@ 14. ANEXOS

Anexo 14. Electroferograma de la construcciéon pORF818Hisw71C (Rv).

File: HG RV1-19-18-6-33 AM.ab1  Run Ended: Jan 19, 2018, 7:30:12  Signal G:122 A:97 T:115 C:140 Comment: CARLOS
Sample: HG RV Lane: 13 Base spacmg 12.79 401 bases in 4868 scans Page 1 of 1
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BEE EEESZ B HIZ .-- --III ARl e m-- -__IIIII- - II - --- — I -I -IIIII == -
3 5 AAC A AT CLG(. TCTCTAGTCTTGCC CTATGACC TCAGTGC (ATCATAAACGCGACAG AT CTCACCGG ACGG TTA CGT Ll ACC Lr-.L
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70
hlIII-IIIII I I IIIIII l IIIII -III-I--IIIIIIIII-IIII-IIII- --I I I Ill I IIIII I I e
GATARA

gl u.l dum ot Dl

310
IIIII -II II- -III—-I III II-III-I -IIIII - = III- I I- III--
CGC AC G TCA CGCC (,A GCG CGCCTA

Do W e WA b
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