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RESUMEN

Los bacteriofagos son los virus que infectan a las bacterias. mEp021 es un
bacteriéfago temperado que infecta a E. coli. Se han descrito mecanismos que
controlan el “switch” genético entre el ciclo lisogénico y el ciclo litico del fago lambda,
de P22 y de otros fagos. En lambda, la proteina responsable del mantenimiento de
la lisogenia es el represor ClI, el cual se une a sus operadores, Or1 Yy OL1 que se
encuentran traslapados a sus promotores pR y pL, respectivamente. La unién del
represor impide la expresion de sus genes. En mEp021 se desconoce el mecanismo

de este “switch” genético, por lo que se decidié iniciar su estudio.

Para esto, se disefiaron oligonucleétidos para amplificar: 1) la region operadora
promotora del gen represor, 2) el gen represor del bacteri6fago mEp021 (ORF 15),
3) el ORF 14 y 4) el gen reportero mCherry. Se llevaron a cabo tres construcciones,
unaen la que la region operadora-promotora estuviera flanqueada por los dos genes
reporteros (GFP y mCherry) y las otras dos en la que el gen represor y el ORF 14
estuvieran bajo control del promotor pTac, el cual es inducible por IPTG. Los
plasmidos fueron transformados en las bacterias W3110 y W3110(mEp021) y se
cuantificé la fluorescencia (medida indirecta de la transcripcion-traduccion), con el

equipo Synergy ™HT.

Se observo que la fluorescencia en las bacterias, emitidas por mCherry(610 nm) y
GFP(510 nm) disminuyeron al ser cotransformadas con el pldsmido que portaba el
gen del represor. Estos resultados sugieren que hay por lo menos dos promotores
divergentes en la region operadora-promotora, los cuales se encuentran
fuertemente regulados por la proteina represora. Probablemente los operadores

gue son reconocidos por el represor se encuentran traslapados con los promotores.

Por otro lado, el producto del ORF 14 al parecer se une a la regién operadora-
promotora ya que hubo un efecto en los niveles de fluorescencia de GFP en la cepa
W3110 cuando se indujo GE14 con IPTG 0.5 mM. Los resultados no son claros para
mCherry por lo que es dificil saber si el producto del ORF 14 presenta un papel

regulador; se requeriran de mas estudios para saber su participacion.



ABSTRACT

Bacteriophages are viruses that infect bacteria. mEp021 is a temperate phage which
infects E. coli. It has been described the mechanism that regulate “the genetic
switch” between the lysogenic and litic pathway on lambda, P22 and other phages.
In lambda phage the protein responsable for the maintenance of lysogenic state is
the repressor Cl. The A repressor binds to its operators some of them are overlaid
with its promoters pL and pR, by this way, their genes are repressed. The
mechanism of the “genetic switch” in mEp021 is unknown, therefore, we decided to
start the study of this region.

We designed primer sets to amplify 1) the operator-promoter region of the repressor
gene, 2) the repressor gene of mEp021 (ORF 15), 3) the ORF 14, and 4) the
reporter gene mCherry. We carried out three plasmids construction, one plasmid in
which the operator-promoter region was flanked by two reporter genes (GFP and
mCherry) in both sides, this was generated in several steps. The others two where
the repressor gene (ORF 15) and ORF 14 were under control of the promoter prac
which is inducible by IPTG. These plasmids were transformed into the strains W3110
and W3110(mEp021). The fluorescence (an indirect measure of the transcription-
traduction) was measured in the Synergy ™HT.

We observed that the fluorescence levels for GFP (510 nm) and mCherry (610 nm)
decreased when we transformed with the plasmid that contained the repressor
gene.These results suggest that there are at least two divergent promoters into the
operator-promoter region, which are negatively regulated by the repressor protein.
Probably the operators which are recognized by the repressor are overlaid with these

promoters.

On another hand, the ORF14 seems to bind to the operator-promoter region. It
produces an effect in the GFP fluorescence levels when it is induced with IPTG
0.5mM in a W3110 strain. Contrary to mCherry fluorescence levels, these results
are not clear, thereby additional studies will be required to know the participation of
the product of the ORF 14.
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l. INTRODUCCION

Los bacteriofagos ofrecen una perspectiva especial a la biodiversidad, origen y
evolucion de los virus y no Gnicamente por su tremenda abundancia, ya que se cree
qgue hay mas de 10°! particulas de fagos en la biosfera (Hatfull., 2008; Hendrix.,
2003). El estado actual de la genomica de los bacteri6fagos muestra que la
diversidad de la poblacion es muy elevada y que los fagos han evolucionado durante
mas de 10° afios, con un activo intercambio genético horizontal, consecuentemente
presentando un mosaicismo gendmico con segmentos diferentes e historias
evolutivas distintas (Hendrix et al., 1999). Los genomas de bacteri6fagos portan las
mayores novedades genéticas, ya que la mayoria de sus genes (cerca del 80%) no
estan relacionados a proteinas reportadas y por lo tanto son de funciones
desconocidas. Los fagos no Unicamente llevan genes que contrarrestan los
sistemas de proteccion del hospedero, tales como enzimas de reparacion del ADN
(Zhu et al., 2004), sino también, pueden proveer genes que ofrecen proteccion
contra otros virus, por esto, algunos codifican para sus propios sistemas de

restriccion, de toxina-antitoxina y de inmunidad (Pope et al., 2011).

A partir del primer reporte en bacteriéfagos y hasta la fecha, se han elucidado varios
mecanismos del circuito regulatorio del estado lisogénico-litico. Uno de los mejores
mecanismos caracterizados es el control negativo por represores como el del fago
lambda (Ptashne, 1971). Se sabe que cuando A infecta a la célula, A debe de elegir
entre dos vias, la lisogénica 0 la litica; si la via lisogénica es elegida, el ADN viral es
generalmente integrado dentro del cromosoma de la célula huésped y los genes
relacionados al ciclo litico son reprimidos por la proteina viral ClI (Degnan et al.,
2007). Cl se une al ADN en sitios especificos llamados operadores y de esta forma
evita la transcripcion de los genes cercanos (Susskind y Botstein., 1975) llevando al

profago a un estado estable.

Por otro lado, este estado puede cambiar al litico, por la induccién del sistema SOS
de la bacteria, al dafiarse su ADN (Little y Mount., 1982; Roberts y Devoret., 1983),

provocando que RecA*, la cual es una proteina que facilita la recombinacion entre



moléculas de ADN, permita la escicion del represor, provocandose la autoinduccion.
El represor de A es similar a LexA en estructura y funcion, LexA reprime a un grupo
de genes cuyos productos ayudan a la bacteria a sobrevivir a la radiacion. La
radiacion UV prende estos genes, por inactivacion a LexA, a través de la accion
indirecta de RecA*. RecA* promueve la escision de LexA de la misma manera que
al represor Cl. El represor de A aprovecha al maximo la respuesta SOS del huésped,
el profago reprimido sensa que su huésped estéd siendo dafiado y rapidamente

empieza el ciclo litico (Ptashne., 2004).

En general, el circuito regulatorio del estado lisogénico-litico de los fagos
temperados se centra en las propiedades de un segmento del genoma denominado
region de inmunidad. En fagos lambdoides, esta regién contiene dos genes que
codifican para proteinas de union a ADN, Cl y Cro, y seis operadores a los cuales
se les unen ambas proteinas (Degnan et al., 2007). En la Tabla 1 se muestran
algunas caracteristicas de las regiones de inmunidad de algunos fagos que van a

ser mencionados mas adelante.

Tabla 1. Algunas caracteristicas de las regiones de inmunidad de distintos fagos.

Genes que
Promotores estan
Fago Operadores Secuencia en esta directamente
region regulados por
los promotores
A Orl TATCACCG*CCAGAGGTA
ATAGTGGC*GGTCTCCAT
Pwm Cly Cro
Or2 TAACACCG*TGCGTGTTG Pr. represores.
ATTGTGGC*ACGCACAAC
Or3 TATCACCG*CAAGGGATA
ATAGTGGC*GTTCCCTAT
Ou1 TATCACCG*CCAGTGGTA PL N
ATAGTGGC*GGTCACCAT antiterminador
0.2 TATCTCTG*GCGGTGTTG
ATAGAGAC*CGCCACAAC
0.3 TATCACCG*CAGATGGTT
ATAGTGGC*GTCTACCAA



Omnt. AT-- TAGA--*--TCTA—AT Prnt Mnt

TA- ATCT-- * --AGAT—TA represor.
P22
Oarc AGGTCCACG*GTGGACCT Pant. Anty Arc
TCCAGGTG*CCACCTGGA antirepresor y
ARN antisentido.
Cy Ner
Mu 01,02y O3 CTTTTPYyA/TAANNA/T Pem. Represor y
GAAAAPUTTPYT/ATTNNT/A Pe regulador de la

transcripcion

1.1 El bacteriéfago A

El circuito principal de regulacion del fago A se centra en un segmento del genoma
conocido como la region de inmunidad, esta regidén contiene principalmente dos
genes que codifican para dos proteinas de union al ADN: Cly Cro, tres promotores:
PL, Pr Yy Prv Yy seis sitios operadores: Ori, Or2, Ors. OL1, OL2 y Ows a los cuales

ambas proteinas se unen (Kameyama et al., 2001).
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Figura 1. Genes implicados en la cascada litica y lisogénica de A, simplificado. Cuando el fago A infecta a una bacteria
pueden ocurrir dos cosas, el ciclo litico o la lisogenia. En el estado lisogénico, la mayoria de los genes del fago estan
desactivados, pero hay un programa secuencial de activaciones que se encarga de romper la lisogenia, desencadenando
la fase litica. Fuente Mathews Digital Library.

El programa litico empieza con la iniciacion simultanea de la transcripcion de dos
promotores: el izquierdo pL y el derecho pR. El transcrito temprano de pL termina
en el terminador de la transcripcion tL1 y produce un transcrito de ~1,000 nt. El

transcrito del promotor pR termina en tR1 y produce un ARNm. El transcrito



temprano de pL contiene al gen N, cuyo producto N suprime a los terminadores de
la transcripcion. El transcrito temprano de pR contiene al gen cro, y su producto es
un represor transcripcional que regula negativamente la sintesis del represor Cl, asi
como de los transcritos de PL y Pr. Por otro lado si el fago A opta por la via
lisogénica, debera integrarse al cromosoma bacteriano, por la expresion de la
integrasa (Int) y habrd de mantener reprimidos los promotores pL y pR por la

expresion del represor Cl (Kameyama et al., 2001).

El represor Cl es sintetizado a partir de los mensajeros de dos promotores
diferentes: pRE y pRM. La transcripcion de pRE es en contrasentido al del promotor
PR y requiere del activador CII. pRE esta localizado ~400 pb a la derecha del gen
cl, y se solapa con la region 5' terminal del gen cll. Una vez iniciada la transcripcién
del promotor pRE, estos transcritos en contrasentido a los de pR pueden
complementarse y unirse con los de pR formando una doble hélice de ARN. Esta
estructura deberd inhibir la expresion de Cro, asi como la de CIl. Para el proceso
lisogénico se requiere que los niveles de Cro estén en su minima expresion

(Kameyama et al., 2001).

El transcrito proveniente de Pre que transcribe al gen cl tiene un Shine Dalgarno
fuerte y ClI es traducido en forma eficiente. El regulador positivo Cll también actta
sobre el promotor pl que transcribe al gen int, y cuyo producto es necesario para
que el cromosoma de A se integre al cromosoma bacteriano. Debido a que Cll es
metabdlicamente inestable y es degradado facilmente por la accién de la proteasa
HfIA del huésped, se requiere un factor adicional del fago, la proteina CIll, que

contrarresta la accion de esta proteasa (Kameyama et al., 2001).

El mantenimiento de la represion es debido a la accion del represor Cl, producido
de la transcripcion del promotor Prm. Este promotor requiere de la accion del mismo
represor Cl para activarse. El promotor Prmv se solapa con uno de los sitios de la
region del operador Or, el sitio Ors. Se requiere primeramente que el represor ClI
actue impidiendo la transcripcion de los promotores PL y Pr, por medio de una unién
en forma homodimera de CI, sobre el lado derecho en los sitios Or: (el cual se

sobrelapa con el promotor pR) y Orz, y del lado izquierdo a los sitios O.1 (que se



sobrelapa con el promotor PL) y Or2. El dimero de Cl se une preferentemente a la
region Orz del lado derecho, y a Ov1 del lado izquierdo. Estas uniones permiten que
de manera cooperativa el siguiente homodimero de Cl se una a Orz2 y Oz,
respectivamente. La union del represor al sitio Or2 permite que la ARN polimerasa
unida al promotor Prwm, Se active y transcriba al gen cl, produciéndose mas represor

(Kameyama et al., 2001).

1.2 El bacteri6fago P22

Es un fago temperado que infecta a Salmonella serovar Typhi.

Reconoce a la célula por la union de Gp9 (tailspike trimer) al antigeno O del
lipopolisacéarido del hospedero y después se une a un segundo receptor, lo que lleva
a la inyecciéon de las proteinas E. Esto es requerido para que el ADN entre a la
célula. Después de la infeccion puede entrar a lisis o lisogenia (Prevelige., 2006).
Via litica: sucede inmediatamente después de la infeccion y termina 1 hora después
con la liberacion de 300-500 fagos seguida de la lisis de la célula

(Prevelige., 2006).
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Figura 2. Mapa genético del bacteriofago P22. Los genes estan posicionados encima de la linea, con sus funciones
indicadas arriba. Las regiones promotoras y lugares de accién del represor estan indicadas debajo de la linea. La proteina
represora c2 inhibe la sintesis de los genes tempranos, Py Pg. La accidn de los anti terminadores 24 y 23 resulta en la
expresion de genes tempranos y tardios, respectivamente. Es de notar que los genes con funciones relacionadas estan
agrupados. Fuente: Prevelige., 2006.



1.2.1 Via litica

Los primeros genes que se expresan son los “genes tempranos inmediatos” que
estan adyacentes al gen del represor c2 y son transcritos por la polimerasa del
hospedero que reconoce a los promotores Pr, PL y Pant. EStos genes tempranos
codifican para proteinas cuya funcion esta involucrada en la replicacion,
recombinacion y regulacion de la expresion génica. Existen 2 genes reguladores: el
gen 23y el gen 24 cuyos productos tienen funcion de antiterminadores. En ausencia
de la funcién antiterminadora-temprana del gen 24 (equivalente al gen N de 1)), los
transcritos iniciales de los promotores Pr y PL terminan antes de que los genes
tempranos sean transcritos; al contrario, en presencia del gen 24 ocurre una

transcripcion eficiente (Prevelige., 2006).

El producto del gen 23 (equivalente al gen Q de A), proveniente del promotor Pr,
antitermina la transcripcién originada del promotor Piate y el producto de esta
antiterminacion es un transcrito de 20 mil bases que codifica para los genes
requeridos para el ensamble de las estructuras del virion, y liberacion de los fagos.
El ADN del fago proveniente del virion es linear y es circularizado en el citoplasma
por recombinacion y subsecuentemente replicado por el mecanismo del circulo
rodante. El concatémero resultante es empaquetado en la capside iniciando en un
sitio especifico llamado “pac”. Aproximadamente 43,500 pb de ADN son
empaquetadas en la capside. Los productos de los genes 2 y 3 son requeridos para

el empaquetamiento y actdan formando un complejo (Prevelige., 2006).

1.2.2 Via lisogénica

Via lisogénica: el cromosoma del fago se integra en el cromosoma del hospedero y
es pasado a las células hijas cuando la célula se replica y entra en division.
El cromosoma de P22 se integra en el cromosoma de la célula hospedera en un
sitio especifico, llamado sitio attb, la integracién se facilita por el producto del gen
int y con la ayuda de factores de integracion del hospedero IHF (host-encoded
Integration host factor), aunque su funcion parece ser no esencial. En el estado de

lisogenia pocas proteinas del profago son producidas. Los genes responsables para
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evitar el crecimiento del fago y muerte del hospedero son reprimidos por medio de
dos proteinas represoras, c2 y Mnt.
La proteina c2 actia en la region de inmunidad (immC) de manera analoga al

represor Cl de A, se une a OL y Or para evitar la transcripcion de genes tempranos.

La region imml, incluye un antirepresor (Ant) y tres represores (Mnt, Arc y el ARN
sar). Mnt acta reprimiendo la transcripcion del antirepresor Ant. Si Mnt se apaga,
Ant es sintetizada, Ant se une e inactiva a la proteina represora c2 lo que resulta

que el profago entre a lisis (Prevelige., 2006).

El gen ant es transcrito a partir del promotor fuerte Pant, la produccion de Ant es
regulada por si misma a través de la accién del producto del gen arc cuya proteina
se une a Pan, asi inhibiendo la sintesis de Ant. En mutantes de Arc, grandes
cantidades de Ant son producidas y estos niveles son lo suficientemente elevados

para interferir con la sintesis de otras proteinas del fago (Prevelige., 2006).

El gen ant se encuentra rio abajo del P.ate y es adicionalmente transcrito durante el
ciclo litico como parte del operon tardio. A pesar de la transcripcion de Piate, la
proteina Ant no es subsecuentemente sintetizada ya que un promotor adicional Psar
que se encuentra dentro del gen ant dirige la sintesis de un ARN antisentido de 69
nucleotidos que se une al ARN mensajero de ant e inhibe su traduccién (Prevelige.,
2006).

Mnt y Arc han sido estudiadas como proteinas de unién a ADN, son miembros de la
familia de factores de transcripcidn “ribbon-helix-helix”, en la cual las laminas 3

antiparalelas, son usadas para unirse al operador (Prevelige., 2006).

Mnt: funciona como un tetramero y durante el estado lisogénico se une a un
operador de 17 pb (Omnt) el cual se sobrelapa con el punto de inicio de la
transcripcion del promotor Pant., de esta forma evita la transcripcion, por bloquear la
union de la ARN polimerasa a Pant. Por otro lado el operador de Mnt se encuentra
adyacente a la region -35 de su promotor, Pmnt, cuando Mnt se une a Omnt estimula
su transcripcion. Mnt esta compuesto de dos dominios estructurales, un dominio

dimérico N-terminal, responsable de la union al operador con especificidad y un
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dominio tetramérico C-terminal el cual comprende dos hélices a antiparalelas con

empaquetamiento helical asimétrico y un Unico giro derecho (Prevelige., 2006).

Arc: funciona como un dimero y dos dimeros unidos a un sitio operador de 21 pb
(Oarc) en una reacciébn muy cooperativa (Prevelige., 2006). El gen de Arc es co-
transcrito con el gen ant del promotor Pant. Durante el ciclo litico, Arc se une a Oarc

y reprime tanto su sintesis como la del antirepresor.

En el bacteriéfago P22 podemos apreciar diferentes mecanismos mediante los
cuales los represores mantienen la lisogenia, a nivel de union a operadores y ARN

antisentido.

1.3 El bacteriéfago Mu

La caracterizacion temprana del colifago Mu revel6 que las lisogénas fueron con
frecuencia mutantes de uno o de varios genes hospederos (Toussaint, 1987), de
esto se le asignd el nombre de Mu, por mutador. Analisis detallados revelaron que
las mutaciones fueron causadas por inserciones del profago dentro del gen mutado
y la especificidad de la insercion de Mu era menor a la del fago lambda, el cual casi
siempre inserta su ADN en un sitio especifico attb en el cromosoma bacteriano
(Baker., 1995).

El bacteriéfago Mu es un fago temperado de Escherichia coli (Taylor, 1963) y replica
su genoma de cadena doble linear de 37 kb por multiples rondas de transposicion-
replicacion de ADN durante el crecimiento litico. Aproximadamente a 1500 pb en el
extremo izquierdo del genoma se encuentra el gen que codifica al represor c y el
gen ner, los cuales son expresados de promotores opuestos y convergentes, asi

como también secuencias de ADN a las cuales sus productos genicos se unen.
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Figura 3. Mapa genético de Mu. La localizacién y orientacion de los promotores Pe y Pcm estan indicadas en la parte

superior del mapa, en la parte inferior del mapa se encuentran las posiciones de los sitios de restriccion reportadas por
Marrs y Howe. Adaptado de Stoddard y Howe., 1989.

El represor ¢ se une a una region de aproximadamente 200 pb localizada a 1 kb del
extremo final izquierdo del genoma y esta compuesta de tres sitios 01, 02 y 03,
sobrelapando a dos promotores divergentes, Pe y Pc (Figura 4). La transcripcion
de Pe, localizado en 02, lleva a la expresion de funciones liticas tempranas
incluyendo ner, la transposasa pA y la proteina accesoria pB, las cuales estimulan
el proceso de transposicion. La transcripcion a partir del promotor Pc, el cual esta
localizado en el sitio 03 (Figura 4) lleva a la sintesis del represor c. Los sitios
operadores 02, 01 y 03 contienen 4, 3 y 2 repetidos imperfectos de 11 pb,
respectivamente (Alazard et al., 1998).

El factor hospedero de integracion IHF, tiene un papel complejo en la regulacion de
las funciones tempranas de Mu, un sitio de unién especifico para esta proteina del
hospedero esta localizado entre 01 y 02. La union del factor hospedero de
integracion IHF, a este sitio estimula la transcripcion de Pe y bajo ciertas
circunstancias de Pc. También estabiliza la interaccion entre el represor y los sitios
flanqueantes 01 y 02 (Alazard et al., 1998).
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Figura 4. Organizacion de la region del operador temprano del bacteriofago Mu. Las cajas negras representan el extremo
terminal izquierdo (attL), la regidon operadoray el extremo terminal derecho (attR) del genoma de Mu. Las cajas no rellenas
son genes que se codifican en el operdn temprano, las proteinas ner, pA y pB y el represor c. Las flechas negras y los
numeros romanos indican los repetidos imperfectos de 11 pb encontrados en la regién operadora. Alazard et al., 1997

Ademas de su papel en el establecimiento y mantenimiento del estado lisogénico,
la region que cubre 01 y 02 actia como un potenciador, internal activating sequence
(IAS) durante el ensamblaje del primer intermediario estable en transposicion. Este
proceso involucra la union transitoria de la transposasa, pA a la IAS a través de su
region N-terminal ademas de su union a los extremos finales (attL y attR) del
genoma del fago. La region N- terminal de pA tiene cerca de 44% de similitud con
la del represor y se ha demostrado que el represor también inhibe el proceso de
transposicién por competir con el dominio N-terminal de la transposasa por el sitio
de union a IAS (Alazard et al., 1998)

13



IIl. ANTECEDENTES DIRECTOS

Algunas propiedades del grupo de inmunidad | al que pertenece el fago mEp021
fueron descritas en el 2001 (Kameyama et al., 2001). Este grupo de fagos fue
obtenido de muestras fecales de individuos provenientes de dos ciudades del
estado de Morelos. Este grupo de fagos, de inmunidad Unica se caracteriza por
cohabitar con fagos lambdoides en el tracto intestinal y al igual que los fagos
lambdoides requieren a los factores Nus del hospedero para crecer. A 32°C 0 a
temperaturas mas bajas, alrededor del 80% de un total de 50 fagos no son capaces
de desarrollarse, contrario a lo que ocurre en el grupo de los fagos lambdoides
donde a 32°C todos pueden crecer. Los profagos de este grupo (mEp021) son
pobremente inducidas por luz UV y durante la infeccién exhiben un periodo de
latencia mas largo que los fagos lambdoides. Con respecto a su ADN, es resistente
a los cortes de algunas enzimas de restriccion (Bgll, EcoRl, Hindlll, Kpnl, Pstl, Sacll,
Sall, Sphl y Xhol), probablemente presentan modificaciones quimicas en los
nucleotidos del ADN. Por otro lado, un fragmento de 300 nts de mEp021 es capaz
de conferir actividad hemolitica a la cepa de E. coli K-12 W3110 cuando el fragmento
es clonado en un vector de expresion. A su vez cuando este fragmento fue usado
como sonda en el Southern blot, el ADN de 5 fagos pertenecientes al mismo grupo
de inmunidad hibridaron con él. El grupo de fagos al que pertenece mEp021 no es

reconocido por anticuerpos anti-lambda.

En el 2013 la M. en C. Leonor Lastra caracterizo el gen del represor de mEp021,
empezando con un analisis bioinformatico y posteriormente utilizando estrategias
genéticas para mutar el genoma de mEp021, con el fin de conseguir cambios en el
gen represor, el lisado de mEp021 fue tratado con Clorhidrato de hidroxilamina
(NH20H.HCI), de este tratamiento obtuvo 31 mutantes de mEp021 con fenotipo de
placa clara y 10 con un fenotipo de placa semi-turbia. La secuenciacion en estas
mutantes reveld cambios en el gen del represor, lo cual justifica el fenotipo de placa
clara y semi turbia. El proyecto continuo con un ensayo de “complementacion” entre

las diferentes mutantes generadas.
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En el fago A, el goteo de A cl', cll" y clll- produce placas claras en el tapiz bacteriano;
sin embargo cuando los goteos se sobrelaparon entre las diferentes mutantes, en
la interseccioén de las dos gotas se produce el halo turbio.

Sin embargo en mEp021, de 31 mutantes de placa clara el sobrelapamiento entre
las distintas mutantes, ninguna produjo en su interseccion un halo turbio. La
interpretacion de los resultados fue que las mutaciones son exclusivamente en un
solo gen, el gen represor de mEp021. Debido a que no hubo una recuperacion del
fenotipo de placa turbia, estos resultados sugirieron que es solo un elemento génico

el relacionado a la lisis.

Por otro lado, la M. en C. Lastra prolongé el tratamiento con clorhidrato de
hidroxilamina hasta 64 horas lo que generd 6 mutantes, las cuales fueron capaces
de crecer en la bacteria lisogéna W3110(mEp021) produciendo placas “semi
turbias”; algo de suma importancia para nuestro estudio es que la secuenciacion no
presentd cambios mutacionales en el gen del represor. La M en C. Lastra atribuyé
que estas mutantes pudieron crecer en la liségena debido a que posiblemente,
presentaban cambios en los operadores, desafortunadamente su analisis no se

realizo.

En el 2017, el M. en C. Caraballo observé que las liségenas para mEp021 podian
generar con cierta frecuencia y espontaneamente fagos con fenotipo de placas
claras. Posteriormente, de los fagos de estas placas se les realizaron analisis
gendmicos de restriccion con la enzima Ndel y el patrén fue similar al de mEp021
tipo silvestre, indicando asi que no era por contaminacion de algun otro fago litico;
interesantemente también hubo 3 muestras (dos provenientes de placa clara y una
proveniente de placa turbia) que presentaron diferente migracion en una banda
especifica, se comprobd que esto era debido a la eliminacién de un fragmento de la
secuencia del gen que codifica para la proteina J, en especifico parte de la region
del extremo C-terminal, se descarto que esta eliminacion fuera la responsable de la
variacion del fenotipo de mEp021, ya que la eliminacion habia ocurrido en 2 de 6

placas de fenotipo claro y 1 de 2 placas de fenotipo turbio.
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Previamente en Kameyama et al., (1999) se habia reportado que mEp021 no
presentaba viabilidad a 32°C y en el proyecto del M. en C. Caraballo inicialmente
parecia que las variaciones de la temperatura tenian relacion con el fenotipo de
placa clara; por este motivo el M. en C. Caraballo llevo a cabo ensayos de infeccion
a diferentes temperaturas (32°,37°C y 42°C) con los fagos de fenotipo de placa clara
y placa turbia de mEp021; observé que a 32° el crecimiento era limitado para ambos
fagos siendo menor en el fenotipo turbio; otra observacion a esta temperatura (32°C)
fue que el fenotipo de las placas claras parecia fenotipo “turbio”; a 37°C se observo
el fenotipo correspondiente de las cepas, claro o turbio asi como su titulo respectivo

y a 42°C todas las placas presentaron un fenotipo claro.

Siguiendo con este experimento, se secuenciaron dos genes de las cepas de
fenotipo claro: el gen del represor y el gen probable del antirepresor y solo se
encontraron mutaciones en el gen del represor con una pérdida de 120 nts, la cual
estaba flanqueada por una secuencia repetida directa de 12 nts TCATGCGGGCGC,
la delecién de 120 pb deja una sola secuencia de 12 pb. Posteriormente se clonaron
el gen del represor y el gen del probable antirepresor y fueron transformadas a
células E. coli DH5-a, se evaluo la infeccion de mEp021 a las células E. coli DH5-a
con el plasmido con el gen del represor, presentd inhibicién de la infecciéon por
mEp021. En adiciébn se llevaron a cabo 3 ensayos de infeccion a diferentes
temperaturas, 32°, 37°Cy 42°C. El M. en C. Caraballo report6 que a 32° y 37°C no
hubo infeccion por las cepas claras o turbias, pero a 42°C las cepas claras si
pudieron infectar. EI M. en C. Caraballo concluyé que el represor no es
termosensible debido a que a 42° las cepas turbias no se replicaron y que a 42°
existe alguna propiedad (de la cepa con fenotipo claro) que las hace insensibles a
la actividad del represor natural, probablemente a esta temperatura se expresa el

antirepresor.

Por otro lado se clonaron 3 regiones relacionadas al gen del antirepresor, la primera
construccion abarcé un previo codén de inicio al putativo ATG correcto y en el
ensayo de infeccion no hubo ninguna diferencia entre las cepas control y problema.

Posterior a este ensayo, al analizar nuevamente esta region, se encontré que el gen
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antirepresor se encontraba en una region putativa promotora, por lo que el M. en C.
Carballo ide6 dos construcciones mas, una clonacion que abarcaba el putativo
codon de inicio correcto para el gen antirepresor; en el ensayo de infeccion se
presento inhibicion del crecimiento de cepas de mEp021 de fenotipo claro o turbio
y la otra construccidn que abarcaba el operén completo (aproximadamente 5
genes), al realizar el ensayo de infeccidn las placas turbias dieron un fenotipo claro.
Los resultados anteriores sugieren que el producto del gen antirepresor puede
funcionar como un regulador transcripcional que se asocia a una region putativa
operadora y que esta involucrada en el desarrollo de mEp021; en cambio, la
expresion del oper6n completo sugiere la existencia de otro producto que esté
afectando directamente la funcién del antirepresor, con funcion antagonica al
represor. Sin embargo, es necesario la reproducibilidad de estos ensayos, para

poder llegar a una conclusion.
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I1l. JUSTIFICACION

El fago mEp021 ha sido reportado como un fago que esté en la microbiota intestinal
y por haber sido aislado de heces de individuos provenientes de México. Es un fago
no lambdoide, ya que las sondas de A no hibridan con su genoma, no es reconocido
por anticuerpos anti-A y tampoco se pudieron obtener recombinantes al cruzarlo
con A. mEp021 es pobremente inducido con luz UV.

Mas adn, su genoma es inestable ya que puede presentar un doble fenotipo de
placa (turbia y clara); la secuencia de ciertos fagos con fenotipo de placa clara
presenta deleciones en el gen represor asi como también se ha reportado que el
gen de una de sus proteinas (J) pierde parte de su secuencia, probablemente por
un evento de recombinacion, al replicarse su genoma. mMEp021 tiene
comportamientos diferentes a temperaturas de 32°C y 42°C, siendo que a 42°C el
fenotipo de placa turbia cambia a fenotipo de placa clara, algo muy inusual en un
bacteriéfago.

Estas caracteristicas hacen que mEp021 sea diferente a A, el bacteriéfago mejor
estudiado. Interesantemente, mEp021 es un fago temperado, y se ha comprobado
que bacterias transformadas con el plasmido portador del gen del represor (ORF
15) son capaces de inhibir la infeccién por mEp021, esto nos lleva a hipotetizar que
el represor reconoce a su(s) operador(es) de tal manera que evita la infeccion.
Adicionalmente, la presencia de 1) la regién intergénica de aproximadamente 306
pb localizada rio arriba del gen del represor (ORF 15) y 2) una probable proteina
con dominio de union al ADN (ORF14) flanqueando también esta region intergénica,
nos sugiere fuertemente que mMEp021 tiene por lo menos una regién de inmunidad.
El escaso o nulo conocimiento de los componentes del fago mEp021 que
intervienen en la via de lisis o0 en lisogenia y siendo el represor uno de los principales
componentes del circuito regulatorio, nos lleva a preguntarnos cual es la region
operadora-promotora del gen del represor y como se lleva a cabo su autoregulacion.
El esclarecer por lo pronto esta primera parte nos proporcionara elementos
importantes para la comprension del mecanismo de autoregulacion del estado lisis-

lisogenia.
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IV.HIPOTESIS

La region operadora-promotora localizada entre los genes que codifican para el

ORF 14 y el ORF 15 (represor) esta regulada por la proteina represora de mEp021.
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V. OBJETIVO GENERAL

Analizar la region operadora-promotora del gen del represor de mEp021.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar andlisis in silico usando programas BPROM, PALINDROMIC
SEQUENCES FINDER, phiSITE, entre otros, para poder localizar probables
secuencias promotoras o secuencias palindrémicas de la potencial region
operadora-promotora del gen represor de mEp021.

2. Disefar y construir un plasmido: pacycisacmCh-OP-GFP, que porte la region
operadora-promotora flanqueada por dos genes reporteros; mCherry y gfp,
los cuales sustituiran al ORF 14 y al ORF 15 respectivamente, en el genoma
de mEp021.

3. Construir el plasmido portador del gen del represor: pkqv4aRepE para evaluar
su funcion sobre la region operadora-promotora (pacycisacmCh-OP-GFP) y
para su posterior purificacion en batch.

4. Evaluar la expresion de los dos reporteros de la construccion pacycisacmCh-
OP-GFP en bacterias W3110 para ver la funcionalidad de posibles
promotores y W3110(mEp021) cotransformadas con el plasmido portador
del gen del represor; pkqovaRepE para evaluar su papel sobre la region
operadora-promotora.

5. Construir el plasmido portador del ORF 14: pkovaGE14 para conocer su

funcién sobre la regién operadora-promotora (pacvcisacmCh-OP-GFP).
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VIl. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Disefio de oligonucledtidos para el gen de

mCherry y su terminador transcripcional.

Disefio de oligonucledtidos para:

l

Construccion del plasmido:

-EI ORF 14,

ANALISIS IN SILICO

-Promoftores.

-Secuencios palindromicas.

i

Construccion de:
-PyauaOP-GFP

e

~Pravadm Ch-OP-GFP

Y

Construccion de:

-PacrcissMCh-OP-GFP

Disefio de oligonucledtidos para la

region operadora-promaotora.

Disefio de oligonucledtidos para :

-El ORF 15 (represor).

1

-DravaGELS

Evaluacion de la fluorescencia
con las diferentes construcciones.

F

Construccion del plasmido:
-PravaRepE

Modelo posible de regulacion de la region operadora-promotora
flanqueada por el ORF 14 y el ORF 15 (represor).
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VIll. MATERIALES Y METODOS

8.1 Bacterias, plasmidos y bacteriéfagos

Las cepas utilizadas en este proyecto fueron la W3110 para los ensayos de
comprobacion de funcionalidad del Represor, del Represor (A120), del producto del
ORF 14 y obtencion de lisdgenas, adicionalmente a esta cepa se utilizd
W3110(mEp021) para los ensayos de fluorescencia. La cepa DH5a fue empleada

en la primera transformacion de las distintas construcciones generadas.

Tabla 2. Plasmidos utilizados y construidos en este trabajo

Plasmido Descripcién Referencia

pJET 1.2 blunt Vector de transicion, 2974 pb, AmpR. ThermoFisher.

pKQV4 Vector de expresion, 5707 pb, AmpR. Strauch et al,

1989.

pACYC184c Vector de expresion, 4,245 pb, TcRy CmR, BioLabs.

pSEVA 227-R Vector de expresion, 4516 pb, KmR. SEVA.

pkovsRepE pKQV4 con el gen represor+6xHis E de mEp021, Este estudio.
AmpR,

pxovaRepE(A120) pKQV4 con el gen represor mutado (delecion de Este estudio.
120 nt abarca desde la Arginina 15 hasta la
Isoleucina 52)+6xHis, AmpR.

PkovaGE14 pKQV4 con el gen de la proteina hipotética 14 de  Este estudio.
mEp021, AmpR.

PkovaOP-GFP pKQV4 con la regién operadora-promotora del Este estudio.
gen represor de mEp021 rio arriba del gen GFP,
AmpR

PacvcisacOP-GFP pACYC184c con la region operadora-promotora Este estudio.
rio arriba del gen reportero GFP, CmR.

pxovamCh-OP- pKQV4 con la region operadora-promotora Este estudio.

GFP flanqueada por el gen reportero mCherry y GFP

en ambos sitios, AmpR.
PacvcisacmMCh-OP-  pACYC184c con la region operadora promotora Este estudio.
GFP flanqueada por el gen reportero mCherry y GFP

en ambos lados, CmR.

En este estudio se utilizo el bacteriéfago mEp021 para la amplificacion de la region
operadora-promotora del gen represor, asi como del ORF 14 (con dominio de unién
a ADN) y el ORF 15(represor). El bacteriéfago A fue empleado como control en la
comprobacion de lisbgenas de mEp021.
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8.2 Cultivos bacterianos

Las diferentes cepas manejadas en este estudio fueron cultivadas en 5 ml de medio
Luria Bertani con o sin antibiético segun correspondiera, a 37°C durante toda la

noche a 180 rpm.

8.3 Propagacion del bacteriofago mEp021

Tomando una caja de T® sdlida, se goted en un extremo 10 pl del stock de lisado
de mEp021, se dejé escurrir y se dej6 secar, después en un tubo de 5 ml, partiendo
de un cultivo O/N de la cepa W3110, se tomaron 350 ul y se adicionaron a 3.5 mi
de medio T® liquido (~-40°C), se procedio a mezclar utilizando el vortex y se depositd

en la caja de T® sdlido, se llevé a incubacién durante toda la noche a 37°C.

8.4 Obtencion del lisado fagico

A partir de la obtencion de placas aisladas obtenidas en la propagacion del
bacteriofago mEp021, se tomaron de 8 a 11 placas con la pipeta Pasteur, se
adicionaron 350 pl del cultivo de W3110 y 50 ul de una solucién de MgCl2 0.4M y
CaClz 0.1M con el fin de favorecer la infeccion de los fagos y se mezclé. Se dejo
reposar durante 15 minutos, teniendo en cuenta que todas las placas quedaran
cubiertas con el cultivo y la solucion, transcurrido el tiempo se adicionaron 50 ml de
LB y se dej6 en agitacion a 180 rpm a 37°C durante toda la noche. Al siguiente dia,
se agregaron 5 ml de cloroformo al cultivo y se mezclé en el vortex, se dejo
reposando por 15 minutos, posteriormente se centrifugé a 4,340 x g a 4°C. El
sobrenadante fue recuperado y se guardaron aproximadamente 15 ml en un tubo
de vidrio y el resto se deposité en un tubo falcén de 50 ml. Se procedio a calcular el

titulo fagico. Los tubos fueron almacenados a 4°C.

8.5 Titulacién del bacteriéfago mEp021

Partiendo del stock generado previamente, se tomaron 100 pl del lisado fagico y se
resuspendieron en 900 pl de TMG, de tal manera que tuviéramos diluciones

seriadas de 10-1-108. Se tomaron 5 pl de cada dilucién y se gotearon en un tapiz de
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W3110, se dejaron secar, seguido de esto se incubo6 a 37°C durante toda la noche.

Al siguiente dia se calcul6 el titulo viral con la formula:

UFP _ (#deplacas en 5 ul)(Factor de dilucion)

Unidad d de pl
nidades formadoras de placas il Volumen goteado en pl.

8.6 Generacion de lisdbgenas

Se utilizé medio T con un tapiz de células E. coli W3110, se le gotearon 5 pl del
fago de las diluciones y se incub6 toda la noche a 37°C. A la mafiana siguiente se
tomaron las células del centro de la placa de lisis y se estriaron. Se hicieron 4 pases,
en cajas de cultivo con LB. Las bacterias candidatas se sembraron en medio liquido
LB y se realizé un tapiz con T fundido sobre cajas de agar, donde posteriormente
se gotearon las diluciones del fago que se utiliz6 para la construccién de las
lisogénas. Para comprobar que la resistencia a la infeccion de los fagos detectada
en ciertas lisogénas se debia al fendmeno de exclusion o de inmunidad y no a la
resistencia por alguna mutacion, se tomo 1 ml de cultivo bacteriano y se le adicioné
200 pl de CHCIs y se centrifugd para obtener el sobrenadante, el cual se goteé (5
ul) sobre un tapiz de una cepa bacteriana susceptible (E. coli W3110), de tal manera
gue si la candidata era lisogéna, el sobrenadante deberia contener viriones y por lo

tanto produciria placas.

8.7 Extraccion del ADN del bacteriofago mEp021 mediante el
protocolo DEAE-celulosa (Silhavy,1984)

Para obtener ADN del fago se realizaron algunas modificaciones del protocolo
reportado por Silhavy, 1984. Se tom6 1 mL de un lisado de 1x10%° UFP/ml de
mEp021 el cuél se mezclé con 600 pL de DEAE-celulosa (ver Apéndice). La mezcla
se agito por inversion 15 veces posteriormente se separ0 la DEAE-celulosa por
centrifugacion a 20,400 x g por 15 minutos a 4°C. Se repitid nuevamente este
procedimiento para eliminar la celulosa restante y el sobrenadante se transfirié a un
nuevo tubo estéril. A 800 pL del sobrenadante recuperado se le adicionaron 100 uL
de NaCl 5M y 540 pL de isopropanol, posteriormente la mezcla se incubd durante

20 min a -20°C. La mezcla se centrifugd a 20,400 x g por 5 minutos para
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posteriormente descartar el sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 200 uL de
TE (10 mM Tris, ImM EDTA, pH 8). Se adicionaron 200 uL de fenol y se mezcl6
brevemente en vortex, la mezcla se centrifugd a 20,400 x g por 10 minutos y se
recupero la fase acuosa, en la cual se encuentra al ADN del fago. La muestra se
precipitd adicionando 15 pL de NaCl 5M y dos volumenes de etanol al 95%. Se
incubd durante 5 minutos en hielo y se centrifugd a méxima velocidad por 5 minutos
a 4°C. El sobrenadante se retir6 y se dejo secar la pastilla hasta evaporar
completamente el etanol restante. Finalmente, se resuspendio en 50 uL de TE y se

almaceno a -20°C hasta su posterior empleo.

8.8 Ensayo de restriccion del ADN del bacteriéfago mEp021

Se tomaron 10 ul (-1pg) del ADN del fago y se adicionaron 10 U de la enzima Ndel.
Los componentes de la reaccidén asi como los volumenes se encuentran enlistados

en la Tabla 3.

Tabla 3. Componentes de la reaccion de restriccion del ADN del bacteriofago mEp021.

Componente  Volumen (pl)
H.0 7

Buffer 4 (10x) 2

Ndel (10 U) 1

ADN mEp021 10

Volumen total 20

La reaccion total fue incubada a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente, la
reaccion total fue cargada en un gel de agarosa al 1% y corrida a 80 V durante 1

hora y 20 minutos.

8.9 Analisis in silico de la regidn operadora promotora del gen
represor del bacteriofago mEp021

Se utilizaron 3 programas para predecir los promotores en esta region, siendo
SoftBerry, phiSITE y Berkeley Drosophila Genome Project los seleccionados. Para
la busqueda de secuencias palindromicas, se emple6 el programa Palindromic

seqguence finder.

25



8.10 Amplificacién de laregion operadora promotora del gen
represor

Posterior al analisis in silico, se disefiaron los oligos para amplificar esta region, los
cuales incluian los codones de inicio del ORF 14 y del represor, tanto el
oligonucledtido forward como el reverse tienen un cambio nucleotidico el cual
modifica la Adenina del codon de inicio ATG de ambos genes. Adicional a este
cambio, contienen los sitios de restriccion para 5" -Hindlll, 5’-Sacl , 5’-Sphl,3"- EcoRI
y 3" -BamHl.

8.11 Disefio de los oligonucleétidos y amplificacién mediante la
PCR de los genes utilizados

8.11.1 Amplificacién del ORF 15 (represor)

Se disefiaron los oligonucleétidos para amplificar el gen represor (ver Tabla 3), con
los sitios de restriccion 5-EcoRI y 3’-Hindlll, en el oligonucleétido reverso se
modificé el coddn de paro y se adicionaron 6 codones para Histidinas, para facilitar

la posterior purificacion de la proteina.

8.11.2 Amplificacién del ORF 14

La caracteristica de estos oligos es que tienen los sitios de restriccién 5’-EcoRIy 3'-
Hindlll, en el oligonucledtido reverso se adicion6 una base degenerada, W, con la
cual se generaron dos amplificados, uno en el cual se conserva el codon de paro y
otro que se modifica a un codén de Arginina fusionado con los 6 codones de

Histidinas.

8.11.3 Amplificacion del gen mCherry

Se disefiaron oligos para amplificar el gen de mCherry (ver Tabla 4) junto con su
terminador transcripcional con los sitios de restriccion 5-Sphl y 3’-EcoRV,

adicionando una secuencia SD al oligonucle6tido forward.
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Tabla 4. Caracteristicas y secuencias de los oligonucledtidos utilizados.

Nombre Secuencia Tm(°C) Amplicén
5'-mmen 3 (pb)

Opprom atttccacaagcttgagctcgcatgcaatatcaaaagecttgecgaacgtaatacaggtttctttcte 68 424

fw.

Opprom 68 424

rv. ttggceccgaggatccgaattecgeatgagttgttttgctaagtcataccattttgttttcagatcgetac

Rep fw. 68 693
Acgcaggtggaattcatgaaaacaaaatggtatgacttagcaaaacaac

Rep rv. 68 693
caatgtcaaagcttagtgatggtgatggtgatgtggeaggtttacgatcttcgeatc

Fw gl4  Acgcaggtggaattctaggagaaagaaacatgtattac 50 309

Rv g14 caatgtcaaagcttagtgatggtgatggtgatgcWaaaacattaactgataaac 50 309

Fw mCh Gcatgctaggaggaaaaacatatggtg 52 863

RvmCh Gatatctaattattggggacccctg 52 863

Nota: W: Ao T.

La reaccion de PCR para la amplificacion de estos genes y la regidn operadora-
promotora consistio en: H20, Buffer Tag 10x, dNTP’s 10 um, oligonucleo6tidos
forward y reverso, Dream Taq polimerasa (2.5 U), ADN o lisado fagico, en un
volumen final de 20 pul. Las condiciones para la amplificacion de los genes o regiones

de interés se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones requeridas para la PCR

Ciclo de reaccion. Temperatura. Tiempo.
Desnaturalizacion inicial. 94 °C. 5 min.
25 ciclos.

Desnaturalizacion. 94 °C. 45 s,
Alineamiento. -k 30s.
Elongacion. 68 °C. 1 min.
Elongacion Final. 72 °C. 7 min.

Nota: -*- varia dependiendo el par de oligonucleétidos
empleados, ver Tabla 4.

Los productos finales de PCR se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa
al 1% a 80 V durante 45 minutos, posterior a esto se visualizaron en un

transiluminador de luz UV.
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8.12 Corte y purificacion de las bandas

Las bandas esperadas se cortaron y fueron purificadas con el kit Favor™ GEL/PCR
Purification Mini Kit (FAVORGEN), siguiendo las especificaciones del fabricante.
Las bandas cortadas fueron depositadas en un tubo de microcentrifuga estéril y se
le adicionaron 500 pul del buffer FADF, se mezclaron en el vortex y se procedio6 a la
incubacion por 10 minutos a 55°C. Posterior a esto, se transfirio a la columna y se
centrifug6 a 11,000 x g durante 30 segundos, se descarto el filtrado y se adicionaron
750 ul del Buffer de lavado a la columna, se centrifugé a las mismas condiciones y
tiempo, se deshecho de nuevo el filtrado y se procedié a centrifugar por 3 minutos
a maxima velocidad. La columna fue colocada en un tubo de microcentrifuga, se
adicionaron 45 pl del buffer de elucion (previamente calentado a 45°C) a la columna
y se dejo reposar por 1 minuto. Para eluir el ADN, se centrifugé a méaxima velocidad
por 1 min. El filtrado fue empleado para las ligaciones. Posteriormente fue

almacenado a -20°C.

8.13 Clonacion de los genes en el vector de transicion
pJET1.2/blunt

Partiendo de las bandas purificadas se procedié a utilizar el vector pJET1.2/blunt,
(a excepcién del represor mutado, el cual fue obtenido mediante una clonacién
directa en el vector pKQV4). Se modificé el protocolo del fabricante y se utilizaron

los componentes de la reaccion mostrados en la Tabla 6.

Tabla 6. Componentes de la reaccion blunting.

Componente. Volumen (ul)
H,0. 1.5

Buffer de reaccion 2x. 5

Producto de PCR (purificado). 2

Enzima DNA Blunting. 0.5

Volumen total. 9

La reaccion se mezclé en vortex, se centrifugdé por 5 segundos y se incubd por 5

minutos a 70°C e inmediatamente se coloc6 en hielo.
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Posteriormente se agregaron los reactivos para la ligacién, mostrados en la Tabla
7.

Tabla 7. Componentes de la reaccion de ligacion.

Componente Volumen(pl)
PJET1.2/blunt Cloning Vector 0.5
Ligasa T4. 0.5
Volumen total. 10

La reaccion de ligacion se mezclé en vortex, se dio un spin de 5 segundos y se
incubo por 5 minutos a 22°C. Posteriormente, se transformaron 5 pL de la reaccién
de ligacion en bacterias DH5a quimiocompetentes. Las candidatas obtenidas se

resembraron en cajas de LB con ampicilina (100 mg/ml).

8.14 Seleccién de candidatas con el inserto de interés

Se tomaron 6 colonias transformadas con la ligacion de interés y se purificaron (para
extraer plasmido con la técnica de Miniprep). El plasmido extraido de las candidatas
fue caracterizado por restriccidon con las enzimas correspondientes o mediante
amplificacion por PCR. Las candidatas que liberaron el fragmento esperado o
amplificaron la banda esperada fueron seleccionadas para la secuenciacion y
clonacion en el vector de expresion pKQV4.

8.15 Clonacion de los genes de interés en el vector de expresion
PkovaGFP o0 pACYC184c

Las candidatas que fueron positivas en liberar el fragmento deseado y no presentar
mutaciones en su secuencia fueron seleccionadas para su clonacién en pkovaGFP
0 pACYC184c, se restringieron a 37°C durante toda la noche tanto el vector de
transicion asi como el vector de expresion con las enzimas correspondientes en un
volumen final de 20 pl, se procedio a visualizar en gel de agarosa al 1%. Se cortaron
y purificaron las bandas de interés para su posterior ligacién y transformacion en

bacterias DH5a quimiocompetentes.
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8.16 Preparacion de bacterias quimiocompetentes

A partir de cultivos O/N, de las bacterias DH5a, W3110 y W3110(mEp021) se
tomaron 500 ul y se inocularon en 50 ml de medio LB, se dejardn en agitacion a
37°C en 180 rpm hasta que alcanzaron una O.Dsoonm de 0.5. El pellet se obtuvo por
centrifugacion a 3,010 x g durante 10 minutos y fue resuspendido en frio con 16.6
ml de la solucion Tfbl, se mantuvo en hielo por 5 minutos. Posterior a esto se
centrifug6 a 3,010 x g durante 10 minutos, se deshecho el sobrenadante y el pellet
se mantuvo en hielo y se resuspendié con 2 ml de la solucion Tfbll. Se mantuvo en
hielo por 15 minutos para luego hacer alicuotas y almacenarlas a -70°C o se

emplearon al momento.

8.17 Transformacion de bacterias quimiocompetentes por choque
térmico

Las bacterias E. coli DH5a quimiocompetentes preparadas previamente se
utilizaron para transformar las reacciones de ligacion. 80 pL de bacteria se
transfirieron a un tubo estéril de microcentrifuga. Se les agregd 10 uL de la muestra
de ligacién 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 adicion6 1 mL de medio
LB o SOC y se incub6 a 37°C durante 1 hora. Las bacterias se recuperaron por
centrifugacion a maxima velocidad durante 1 minuto y se resuspendieron en 100 uL
del sobrenadante restante. Finalmente, las bacterias se espatularon sobre cajas de
medio LB con ampicilina (100 pg/mL) o el antibiético correspondiente y se incubaron
a 37°C durante toda la noche. Las candidatas obtenidas se resembraron para
posteriormente extraer plasmido y realizar ensayos de PCR o restriccidon, siguiendo

con la secuenciacion de aquellas que fueran candidatas positivas.
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8.18 Extraccion del ADN plasmidico mediante el método de
Miniprep

Se tomaron 5 mL de medio LB suplementado con ampicilina (100 pg/mL) o
cloranfenicol (30 mg/ml), segun correspondiera. Se inoculé una colonia de bacteria
y se incubo toda la noche a 37°C a 180 rpm. Al siguiente dia se empastill6 el cultivo
en tubos eppendorf de 1.5 mL mediante centrifugacion a maxima velocidad por 1
minuto. La pastilla se resuspendio en 100 pL de solucion | (ver Apéndice) .Después
se adicionaron 200 pL de solucion 1l (ver Apéndice) y se mezclé por inversion
aproximadamente 5 veces. Se agregaron 150 uL de solucién Il (ver Apéndice) a
4°C, se agitd por vortex y se dejé reposar durante 5 minutos en hielo. La mezcla se
centrifug6 a 20,400 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 uL) de Fenol, se mezclo
en vortex durante 10 segundos y se centrifugd a 20,400 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 hicieron dos lavados con cloroformo, se adiciond 1 volumen de
cloroformo, se mezcl6é durante 10 segundos en vortex y se centrifug6 a 20,400 x g
para recuperar el sobrenadante transfiriéndolo a un nuevo tubo estéril de 1.5 ml. Se
agregaron 2 volimenes (1 ml) de Etanol absoluto grado biologia molecular a
temperatura ambiente, la mezcla se agité en vortex por 10 segundos y se dejé
reposar por 15 minutos a temperatura ambiente, después se centrifugé a 20,400 x
g por 5 minutos a 4°C. Se descarto6 el sobrenadante. La pastilla se lavo 3 veces con
1 ml de Etanol al 70%, la mezcla se agité en vortex hasta despegar la pastilla, se
centrifug6 a 20,400 x g durante 5 minutos a 4°C y se descart6 el sobrenadante. La
pastilla se dejo secar al mechero hasta eliminar por completo los restos de etanol
presentes en esta. La pastilla seca se resuspendié en 55 pL de H20y se le adicioné
RNAsa, se dejo reposando por 30 minutos, posterior a esto, se almaceno a -20°C

para su posterior uso.
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8.19 Reaccidn de secuenciacion

De las candidatas seleccionadas (por ensayos previos donde se observo la
libreacion del fragmento de interés) se extrajo el ADN plasmidico y se secuenciaron
los fragmentos clonados utilizando el kit BigDye® Terminator Kit protocol (Applied

Biosystems), los componentes de la reaccion se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Componentes de la reaccion de secuenciacion.

Componente Volumen (ul)

H:0. 12
Buffer 5x. 2
OligoFwoRv. 1
Betaina 5%. 0.5
DMSO 5%. 0.5
ADN. 1
Mix 1.1. 2

Volumen total. 20

La reaccion se llevé al termociclador bajo las siguientes condiciones; ciclo inicial de
10 minutos a 94 °C y 50 ciclos de: 94 °C por 30 seg, 55 °C por 20 seg, 60 °C por 2

minutos, y un ciclo final a 60 °C por 7 minutos.

8.20 Purificacion de lareaccidon de secuenciacion

La reaccion de secuenciacion se purific6 mediante precipitacion con etanol de la
siguiente manera: a la reaccion total se le agregaron 5 ul de EDTA (125 mM) y 60
ul de etanol absoluto, se mezclé por inversion 10 veces y se incubd a temperatura
ambiente por 15 minutos, transcurrido el tiempo se centrifug6 a 20,400 x g a 4 °C
por 15 minutos, para posteriormente eliminar mediante succion con micropipeta el
sobrenadante, se adicionaron 60 pl de etanol al 70%, para posteriormente
centrifugar nuevamente bajo las mismas condiciones, el sobrenadante se elimino y

la muestra se dejo secar al mechero.

32



8.21 Comprobacion de la funcionalidad del Represor y del
Represor (A120)

Partiendo de un cultivo O/N de la cepa con el plasmido pkovaRepE y pkovaRepE@a120),
se realizaron tapices y se gotearon diluciones del lisado del fago mEp021 y del fago

A, se dejaron secar las gotas y se incubaron a 37°C durante toda la noche.

8.22 Curva de crecimiento y expresion del represor

De un cultivo O/N de las cepas W3110, W3110/pKQV4 y W3110/pkovaRepE, se
tomaron 5 ml para inocular en 50 ml de LB+ampicilina, el cultivo se incub6 a 37°C,
hasta que llegd a una O.D.soonm de 0.2, a partir de esta densidad se indujo la
expresion de la proteina con 0.1 mM de IPTG por 0.50, 1, 2, 3y 4 horas a 37°C en
cada tiempo se tomo la densidad Optica. Para la expresion del represor de cada
intervalo de tiempo se tomd6 1 ml, el cual fue llevado a la O.D.soonm inicial para
posteriormente centrifugar a 4,340 x g por 1 minuto, la pastilla se resuspendié en
100 pl de buffer de carga 2x y 100 ul de agua destilada estéril, cada tubo fue
colocado en ebullicibn por 10 minutos para disgregar las proteinas, después se
colocé en hielo por 5 minutos y finalmente se centrifugd a 21,900 x g por 15 minutos

el sobrenadante se corrié en un gel de bis-acrilamida al 16%.

8.23 Preparacion del gel de proteinas

El gel se preparé al 16%. El gel separador consistio en: 3.2 ml de bisacrilamida, 1.6
ml de buffer Tris-HCI pH=8.8, 64 pl de SDS al 10%, 1.5 ml de H20, 50 ul de
persulfato de amonio (BioRad) y 10 pl de TEMED (BioRad). El gel concentrador:
0.825 ml de bisacrilamida, 1.56 ml de buffer Tris-HCI pH= 6.8, 62.5 pl de SDS al
10%, 3.75 ml de H20, 50 ul de persulfato de amonio y 10 pl de TEMED, los geles
fueron cargados en la base, se dejaron polimerizar, posteriormente se cargaron 30
pl de cada muestra y 5 pl del marcador (Precision Plus Protein Dual Xtra standard
Bio-Rad), se corrié a 80 V por 8 horas.
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8.24 Purificacién del represor

Se inoculé una colonia de la cepa W3110/pkovsRepE en 5 ml de medio LB
suplementado con ampicilina (100 pg/ml) y se dejo en agitacion durante toda la
noche a 37°C a 180 rpm. Al dia siguiente se realiz6 una dilucién 1:100, los 5 ml de
cultivo fueron vertidos en 150 ml de medio LB con ampicilina, se dejo crecer por 2
horas, a este tiempo se tomo una alicuota para medir la densidad Optica y se ajusto
a la menor densidad para tener los cultivos uniformes respecto al namero de
bacterias, ya ajustados los cultivos, se indujeron con 0.1mM de IPTG durante 2

horas en agitacion a 180 rpm a 37°C.

8.24.1 Clarificado

Posterior a esto, se procedio a centrifugar a 4,340 x g por 10 minutos. El pellet se
resuspendio en 1 ml del buffer de lisis, se adicionaron 10 pl de PBSM 100 mMy 150
ul de inhibidores de proteasas se siguio al paso de sonicacion en hielo, la sonicacion
consistié en un primer pulso de 30 segundos a 10 micrones x 30 segundos de
reposos, un segundo pulso de 30 segundos a 8 micrones x 30 segundos de reposo,
un tercer pulso de 30 segundos a 6 micrones x 30 segundos de reposo, el cuarto y
altimo pulso de 30 segundos a 4 micrones. Se transfirid a un tubo de microcentrifuga

y se centrifugé a maxima velocidad por 30 minutos.

8.24.2 Purificacién en batch con agarosa NI-NTA

En un tubo de microcentrifuga se adicionaron 100 ul de la resina niquel y se le
adicionaron 500 pl del buffer de equilibrio, se invirtié 4 veces, se centrifug6 a 800 x
g por 3 minutos, se retiré el sobrenadante y se adiciond el clarificado, se colocé en
agitacion rotatoria durante toda la noche a 4°C. Transcurrido el tiempo se centrifugd

a 800 x g por 2 minutos, se retiré el sobrenadante y se almaceno a -20°C.

Se adicionaron 500 pl del buffer de lavado, se invirti6é 4 veces y se centrifugd a 800
X g por 3 minutos, este paso se repiti6 4 veces. Realizados los 4 lavados, se

adicionaron 100 pl del buffer de elucion y se llevo a agitacion rotatoria por 30
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minutos, se centrifugd a 800 x g por 2 minutos. Este paso se repitié 5 veces. La

proteina purificada fue visualizada en un gel al 13% de acrilamida.

8.25 Western-blot

La transferencia a la membrana se llevo a cabo haciendo un sandwich con papel
filtro, membrana, gel y papel filtro, tanto el papel filtro como la membrana fueron
humedecidos con buffer de tanque (Tris-Glicina 20% metanol, 0.1% de SDS). Se
colocd el sandwich en la camara de transferencia asegurandose de colocar la
membrana en direcciéon del catodo y se corridé a 60 V por 1 hora. Una vez llevada a
cabo la transferencia a la membrana, esta se coloco en soluciéon de bloqueo (PBS
7% leche Svelty y 0.2% Tween20 (BioRad) y se mantuvo en agitacion por 2 horas
a temperatura ambiente. Posteriormente, la solucion de bloqueo fue sustituida por
10 ml de una nueva solucion de blogueo adicionada con anticuerpo primario (que
reconoce a 6XHis) gene tex a una dilucion 1: 3000. La membrana fue incubada a
4°C con agitacion durante toda la noche. Una vez realizada la incubacion con el
anticuerpo primario, este fue retirado y se realizaron 3 lavados a la membrana de
10 minutos cada uno con una solucibn de PBS 0.2%Tween. El anticuerpo
secundario (anti-ratén) fue adicionado en una solucién de PBS 0.2%Tween y de
leche Svelty 7% y se incubd a temperatura ambiente por 2 horas. Transcurrido el
tiempo, la membrana fue lavada de la misma manera a la mencionada

anteriormente, posteriormente fue colocada en 10 ml de PBS.

El revelado de la membrana se realiz6 colocando 600 pl del reactivo luminiscente
(300 pul de Luminol + 300 pl de peroxidasa) (Thermo Scientific), se dejé actuar por
un minuto, la membrana se expuso a la placa fotografica por 5, 10 y 60 segundos,
la placa se coloco en la solucion reveladora, hasta observar la aparicion de las
bandas, se enjuagod con agua, para posteriormente colocarlo en la solucion fijadora,

nuevamente se enjuago con agua y se dejé secar al ambiente.
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8.26 Ensayo de Fluorescencia

Para el ensayo con los vectores pacvcisacOP-GFP y pkqevamCh-OP-GFP de la
transformacion, sin previa purificacion se tomarén 3 candidatas diferentes en cada
dia para cultivar, se dejarén en agitacion a 180 rpm durante toda la noche, al dia
siguiente, los cultivos se empastillaron y se lavaron 3 veces con PBS 1X, para

después ajustar a una O.D.soonm de 1.

Por otro lado, a partir de las transformaciones del plasmido pacycisacamCh-OP-GFP
en bacterias W3110 y W3110(mEp021) y de las cotransformaciones del plasmido
pacycisacMCh-OP-GFP y del pkov4RepE en bacterias W3110 y W3110(mEp021), se
purificaron las colonias mediante varios pases, ya purificadas, se procedié a poner
cultivos de 5 ml de LB suplementado con el/los antibiéticos correspondientes a 37°C
a 180 rpm durante toda la noche. Para este ensayo siempre se resembraron las
colonias y al dia siguiente se tomaba 1 colonia para proceder a cultivarla en liquido.
Al dia siguiente, se ajustaron todos los cultivos a una O.Deoonm de 0.1 y se llevaron
a agitacion a 180 rpm a 37°C. El primer ensayo consistié en tomar distintas alicuotas
para diferentes ensayos durante 1, 2, 3,4, 5y 6 horas. Se tomé6 1 ml para el ensayo
de fluorescencia, 500 ul para medir la densidad 6ptica, 1 ul para el conteo de UFC/mi

y 350 ul para el ensayo de infeccion.

Ensayo de fluorescencia: partiendo del mililitro tomado, se centrifugaron todas las
alicuotas tomadas a maxima velocidad durante 1 minuto, se retir6 con micropipeta
el sobrenadante y se lavo con 900 pl de PBS 1x, se centrifugé bajo las mismas
condiciones y el sobrenadante se retir6 con micropipeta, las pastillas fueron
resuspendidas en 800 pl de PBS 1x, se midi6 la densidad y se ajustaron
nuevamente a 0.1. Se procedio a cargar 200 pl de cada muestra por triplicado en
una placa de Microflour para su posterior medicién en el Synergy ™. Se blanqued
con PBS 1x.
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8.27 Ensayo de viabilidad y crecimiento bacteriano

Se tomaron 500 pl de los cultivos y se midié la O.Desoonm €n cada intervalo, para
posteriormente realizar la curva de crecimiento. Para el ensayo de viabilidad
bacteriana, se tomd 1 pl de los cultivos y se resuspendieron en 99 ul de TMG, para
realizar diluciones 102,104,10° y 108y asi poder calcular las unidades formadoras
de colonia/pl (UFC/mL).

8.28 Ensayo de infeccidn

A las alicuotas de 350 ul tomadas de los cultivos se les adicionaron 3.5 ml de T®
suave, se mezclo en vortex y se vacio en una caja de T® sélido suplementada con
el antibiético correspondiente, se dejé solidificar y se gotearon diluciones del fago
mEp021, se dejaron secar las gotas y las cajas se llevaron a incubacion durante

toda la noche a 37°C.
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IX. RESULTADOS

9.1 Analisis in silico de la regién operadora-promotora del gen
represor del bacteriofago mEp021

9.1.1 Prediccion de promotores

El tamafio del genoma del bacteri6fago mEp021 es de 54,655 pb [reportado en el
GenBank con niumero MH706966.1], la region operadora-promotora del gen represor
comprende de la secuencia 10,860 hasta 11,165 pb, siendo la longitud de 306 pb
(ver Figura 6). Se encuentra flanqueada por el ORF 14 y el ORF 15 (gen del

represor).

Para predecir a los promotores en esta region se utilizaron 3 programas diferentes,
siendo Softberry (Solovyev y Salamov., 2011), Berkeley Drosophila Genome Project
(Mrazek y Xie.,2006) y phiSITE (Klucar et al., 2010). En la Figura 5 se muestra la
localizacion de los promotores predichos dentro de la region operadora-promotora

del gen represor.
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Figura 5. Vision general de los promotores predichos por los distintos programas empleados. En azul se muestran los
predichos por el programa Berkeley, en café los predichos por el programa phiSITE y en amarillo los predichos por el
programa Softberry.

En la Tabla 9 se muestran los programas utilizados para la prediccion, el score y la
secuencia de los promotores, en negrita se muestran las regiones -10 y -35

correspondientes a los promotores predichos, las secuencias subrayadas
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corresponden a secuencias palindromicas y las dobles subrayadas a repetidos

directos.

Tabla 9. Prediccion de promotores dentro de la region operadora-promotora.

brk 0.89 gctaattggatacccgcccgcgcgttcactctaaccataggagaaagaaa
brk 0.94 acttgctgacaaggtaaggccatagttgcaatgatgcaagaaaaaagat
brk 0.87 acqtatttttcaagccttgatcttaaagctccattctgtaaacttgctga
brk 1 agttgttttgctaagtcataccattttgttttcatatcgctaccctataa
brk 1 ttttgttttcatatcgctaccctataacctaaaaaattttgatgcaagtc
brk 0.87 acqgtatttttcaagccttgatcttaaagctccattctgtaaacttgctga
phi 2.71 ttgcaatgatgcaagaaaaaagataagg
phi 2.82 ctgacaaggtaaggccatagttgcaat
phi 2.86 Ttgatcttaaaqctccattctgtaaact
phi 2.74 Ttttcaagccttgatcttaaagctccatt
phi 2.74 Ttttcatatcgctaccctataacctaaaaa
phi 2.86 Ttgctaagtcataccattttgttttcat
sb ttgctaagtcataccattttgttttcat
Programa Score Parael ORF 15
brk 0.84 tatggttagagtgaacaattgggcgggtatccaattagcattagatagca
brk 1 ccggatttttaaagaqgcttttaaggtatgtaccttttgtgctttccctta
brk 0.81 tttttcttgcatcattgcaactatggccttaccttgtcagcaagtttaca
brk 0.81 ttttgtgctttcccttatcttttttctigcatcattgcaactatggcctt
brk 0.98 tacqttttgtgactigcatcaaaattttttaggttatagggtagcgatat
phi 2.69 ttgtcagcaagtttacagaatggagctt
phi 2.81 ttgaaaaatacgttttgtgacttgcat
phi 2.75 gtgacttgcatcaaaattttttaggtt
phi 2.75 ttgcatcaaaattttttaggttatagggt
Sb ttgtcagcaagtttacagaatggagctttaagat

Nota: brk: Berkeley, phi: phiSITE, sh: Softberry.

En la Tabla 9 se muestran tanto los programas utilizados para la prediccion de los
promotores asi como su score, para el programa Berkeley valores cercanos a 1 son
los que tienen mayor probabilidad de ser reales, mientras que para el programa
phiSITE son los de valores cercanos a 3. Se pudo observar que los programas
predijeron promotores que incluian parte de la secuencia que codifica al represor,
los cudles se encuentran en letras bastardillas. Por tal motivo los analisis posteriores

se hicieron abarcando parte de la region codificante del ORF 15 y del ORF 14. En
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la Tabla 9 se puede apreciar que la regidn de nuestro estudio es abundante en

posibles promotores.

Manualmente se encontraron elementos proximales de promotores eucariontes
siendo la caja CAAT y la caja GC. Por otro lado se localizaron posibles box A y box
B (Figura 6).

9.1.2 Busqueda de secuencias palindromicas y repetidos directos

Con el fin de localizar secuencias palindrémicas las cuales son la caracteristica
principal de los operadores los cuales son reconocidos por la proteina represora
fagica, se ingres6 la region al programa Palindromic Sequence Finder. Las
secuencias palindromicas encontradas en el programa se muestran en la Tabla 10
y en la Tabla 9 en forma subrayada se encuentran traslapadas a los promotores
predichos. En el Anexo 22 se muestran los promotores predichos junto a sus cajas
-10 y -35, asi como todas las secuencias palindromicas encontradas con el

programa Palindromic Sequence Finder.

Tabla 10. Secuencias palindrémicas encontradas en la region operadora-promotora del ORF 15 (represor) del
bacteriofago mEp021.

ATAT GATC TGCA TGCA
ACGT ATAT TTGCAA AAAATTTT
ACATGT CCGG TGCA AAATTT
CATG TTTAAA GGCC AATT
CGCGCG TTAA AGCT TATA
GCGC AGCT TTAA ATAT
CGCG TTAA GATC CATG
AATT GTAC ACGT

Estas secuencias fueron marcadas en la regiébn operadora-promotora y se
consideraron solo aquellas que estaban traslapadas con los promotores predichos.
Los repetidos directos fueron localizados manualmente. En la Figura 6 se muestra
la localizacion de las secuencias palindrémicas y de los repetidos directos, asi como

de los promotores que se encuentran traslapados a estas secuencias.
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Figura 6. Localizacion de las secuencias palindrémicas y los repetidos directos traslapados con los promotores. Se

fectas y en recuadros rojos los repetidos directos. En

Omicas imper;

muestra en recuadros azules las secuencias palindr

Flechas y sombreados rojo (direccion al ORF 14) y azul (direccion ORF 15) se muestran las regiones -10 y -35 de los

promotores predichos.
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Como se puede observar en la Figura 6, se localizaron secuencias palindromicas

no perfectas las cuales correspondieron a dos secuencias diferentes de probables

operadores, marcados como OP1 y OP2. El programa WebLOGO fue utilizado para

predecir las secuencias consenso. En la Figura 7 a) y b) se muestran las secuencias
consenso para OPL (TTT/AXT/IGX X C/IAXAITGICXXTXXAA)yOP2 (T/A
T GIT XA/TT/IAAICAATAGAICGITTICTTTTIG AIT G/A),respectivamente.
como se aprecia en 7 a) la secuencia consenso de OP1 parece estar menos

conservada que las de OP2 (7 b). A manera de comparar con secuencias ya

reportadas, se presenta la secuencia consenso de los operadores del fago A, Figura

7 c¢) en donde las bases conservadas son abundantes.
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Figura 7. Secuencia consenso de los probables operadores palindromicos de mEp021. a) secuencia consenso de los
probables operadores (OP1) del represor de mEp021, b) secuencia consenso de los operadores OP2 y a manera de

comparacion C) la secuencia consenso de los operadores del represor de A.
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En nuestra secuencia de interés también se localizaron dos repetidos directos de 9
nt de longitud, separados por 79 pb, la secuencia consenso (CTTGCATCA) se

representa en la Figura 8.

2

1

CTTGCATCA

e bleag o1 brerbos ey sl

bits

Figura 8. Secuencia consenso de los probables operadores repetidos directos.

Previamente mencionado, se pudo localizar una probable box A o sitio de union de
los factores nus y una box B o sitio nut el cual es reconocido en el transcrito por la
proteina N para llevar acabo la antiterminacion. En la Figura 9 se presentan las box
Ay box B de los fagos A, 21 y P22 y se comparan con las probables box A y box B
encontradas en la regién operadora-promotora de mEp021, como se aprecia, la box
A de mEp021 es muy parecida a la de 21y P22. Por otra parte, las box B mostradas
difieren en secuencia pero conservan la caracteristica de formar el stem loop (

modelados con el servidor mfold. Zuker., 2003).
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Figura 9. Comparacion de las probables Box A y Box B encontradas en mEp021 con las de otros fagos. Se muestran los
stem loops formados por Box B, en letras subrayadas se recalcan las secuencias Box Ay en rectdngulos las secuencias
Box B. Adaptado de Olson et al., 1982.

9.2 Construccién de pkovsaRepE

9.2.1 Amplificacién del gen represor del bacteriofago mEp021

Previamente en nuestro grupo de investigacion se habia clonado el gen del represor
en el vector pKQV4, sin embargo no se habia obtenido la clonacion del gen del
represor fusionado con seis codones de Histidinas. Con el fin de clonar el gen del
represor del bacteri6fago mEp021, se disefiaron oligos los cuales tenian los sitios
de restriccién para las enzimas 5-EcoRIl y 3’-Hindlll, el cebador reverso posee la
caracteristica de tener la secuencia de seis codones para Histidinas, esto para
facilitar su purificacion. Tomando de molde 1pul de lisado de mEp021 se amplifico el
gen del represor. El producto de PCR fue visualizado en un gel de agarosa, se pudo
observar la banda correspondiente a 693 pb (Figura 10). La banda fue cortada y

purificada, para continuar con los posteriores ensayos.
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Figura 10. Amplificacion del gen del represor + 6 codones de Histidinas. Gel de electroforesis al 1% del producto de PCR
del gen del represor, fragmento esperado de 693 pb.

9.2.2 Clonacién del gen del represor en el vector de transicion pJET1.2 blunt

Ya purificada la banda del gen del represor, se procedio a ligar y consecuentemente
a transformar en bacterias DH5a. Se obtuvieron varias candidatas, de las cuales 55

fueron resembradas, de estas se seleccionaron seis y se les extrajo el plasmido.

9.2.3 Comprobacion de candidatas en el vector de transicion con el gen del
represor

El plasmido extraido fue utilizado como ADN molde para la PCR. Para comprobar
que las candidatas poseian nuestro gen de interés, como se muestra en la Figura
11 a), 5 de las candidatas amplificaron el fragmento esperado de 693 pb. Para
comprobar que los sitios de restriccion de EcoRIl y Hindlll estaban integros, se
procedié a realizar la doble digestion con las enzimas ya mencionadas, las 5

candidatas liberaron el fragmento esperado Figura 11 b).
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Figura 11. Comprobacion de candidatas portadoras del gen del represor en el vector de transicion. a) Gel de electroforesis
al 1% del producto de PCR del gen represor, fragmento esperado de 693 pb, b) doble restriccion con las enzimas EcoRl y
Hindlll de las candidatas en el vector PJET1.2 blunt, fragmento liberado de 693 pb.MPM: Marcador de peso molécular.

Con base a los resultados obtenidos en la comprobacion de candidatas, se
selecciono la candidata 3 y se mandoé a secuenciar. En el alineamiento (Anexo 11),
se present6 una mutacién puntual, la cual fue silenciosa, es decir el codén produce
el mismo aminoacido. La secuencia para la bandera de seis Histidinas estaba
integra, al igual que el codon de paro posterior a los codones de Histidina, por esto

se continu6 trabajando con esta candidata.

9.2.4 Clonacién del gen del represor-6xHis en el vector pKQV4

Para obtener la secuencia de la proteina recombinante del represor en el vector
pKQV4, se realizdé una doble digestion con las enzimas EcoRI y Hindlll, tanto de
pseTR3 y de pkovaGFP, como se muestra en la Figura 12, el fragmento de 693 pb
fue liberado del vector de transicion, se procedié a cortar y purificar las bandas. Se
realiz6 una reaccion de ligacion en proporcién 1:7, la reaccion consistié de 2.8 pl
del vector (150 ng), 5 pl del inserto (190 ng), 1 ul de la T4 DNA ligasa (80 U New
England BioLabs), 2 ul del buffer de ligacion 10x y 9.2 ul de H20 en un volumen
final de 20 pl, la mitad de la reaccion fue transformada en bacterias DHS5a

quimiocompetentes.
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Figura 12. Doble digestion de los vectores pxqvaGFP 'y pjer1.201ntR3. Utilizando las enzimas EcoRl 'y Hindlll se realizé la doble
digestion del vector de expresion y transicion, fragmento liberado de 693 pb . M: Marcador de peso molecular.

9.2.5 Obtencién y comprobacién de candidatas con el gen del represor

Al siguiente dia de la transformacion, se obtuvo solo 1 candidata, esta candidata fue
resembrada y se le extrajo el plasmido. Con el fin de comprobar que la candidata
presentara el gen del represor recombinante, se le realiz6 una PCR. La visualizacion

de la banda de aproximadamente 693 pb se muestra en la Figura 13.

Figura 13. Amplificado del gen del represor + 6 codones de His. Gel de electroforesis al 1% del producto de PCR del gen
del represor + 6 codones de His de la unica candidata. Fragmento esperado de 693 pb

En base al resultado anterior, se procedié a secuenciar esta candidata. Como se

muestra en el alineamiento, se siguié conservando la mutacion silenciosa, tanto los
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codones de Histidinas como el codon de paro (posterior a los codones de

Histidinas), no presentaron mutaciones (Figura 14).

6xHis
Represgrstis ------------- gtgatggtgatggtgatgtggcaggtttacgat:ttcgc 486 tgttgatcSCCttgcatCttccatattgtttaﬂ:acatcCttccagtcaacaaccEggta 4e¢
R3P TTCCGCCAACAGCCAR AGTGATGGTGATGGTGATGTGGCAGGTTTACGATCTTCGC 60 TGTTGATCGCCTTGCATCTTCCATATTGTTTACTACATCCTTCCAGTCAACAACCGGGTA 42¢
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, ko ko R R o K K KRS o R K o K o o R R oo o O K o R K OR K
RepresoréxHis atcaaccaccacgectataatttttgattetggattcatagggattggeggatacagegg 106 actacctaaatcacgeggeggegeteccggeaacgtgttagaaacagaateatecaatgac 46¢
R3P ATCAACCACCACGCCTATAATTTTTGATTCTGGATTCATAGGGATTGGCGGATACAGCGG 128 ACTACCTAAATCACGCGGCGGCGCTCCCGGCAACGTGTTAGAAACAGAATCATCAATGAL 48¢
EE e e e R e R K KRR KRR KRN RN RN N R R KRR RN
RepresoréxHis attgagcgaacgcaaaagtctttgacctecatcaataatcaactgtttaaacgteggtac 166 cattccatcatgtgtgacagtgaactgecgacgeccaagegeecgeatgatacgegeaat 52¢
R3P ATTGAGCGAACGCAAAAGTCTTTGACCTCCATCAATAATCAACTGTTTAAACGTCGGTAC 188 CATTCCATCATGTGTGACAGTGAACTGCCGACGCCCAAGCGCCCGCATGATACGCGCAAT 54¢
EE e e e R e e e R e e e e e e e e e e L] 2k ok i e Nk ke i i o ok ok ke ik ok e ok ok ok Sk ok e ok ok ok e i e i e o ok ok e i o s o ok o e kK ok ok
RepresoréxHis ctgeeectectccaattgggctataaccagtttgecgteaatagetggegegtgcggate 226 atcttcaagatttggetdafgtctaccgttcagecagtgagaaaggecgecttttgtgat 58¢
R3P CTGCCCCTCCTCCAATTGGGCTATAACCAGTTTGCCGTCAATAGCTGGCGCGTGCGGATC 240 ATCTTCAAGATTTGGCTYG4GTCTACCGTTCAGCCAGTGAGAAAGGCCGCCTTTTGTGAT 60¢
EEE AR AR R AR R AR AR R AR AR KRR AR AR AR A AR KRR RRRRRRRREE pyyoy sxrkrekkrernd] Jerx FAEE LR J FREERERK
RepresoréxHis gacaagtatcategtccccgetggtatactcaatecttgeggegegtteattgattegee 286
R3P GACAAGTATCATCGTCCCCGCTGGTATACTCAATCCTTGCGGCGCGTTCATTGATTCGCC 380
LR Rl e e e e R R e e e e e e e e e R e e et
RepresoréxHis tttagctaccagccaataactatcatctgaacaaataacgetagtcgtaacgtgtggtaa 346
R3P TTTAGCTACCAGCCAATAACTATCATCTGAACAAATAACGCTAGTCGTAACGTGTGGTAA 360

B T e e e TP T Y

Figura 14. Alineamiento del gen del Represor + 6 codones de Histidinas vs Represor (C3). El alineamiento muestra la
integridad de la secuencia, presenta un cambio de nucledtido y esto genera una mutacion silenciosa. El rectdngulo en rojo
marca el sitio de restriccion de Hindlll, la linea verde, subraya el coddn de paro, las llaves sefialan los codones de Histidinas
y el rectdngulo rojo vertical muestra el cambio de nucledtido.

9.3 Comprobacion de la funcionalidad de la proteina
recombinante del Represor

Con el fin de conocer si la adicion de la bandera de 6 Histidinas modificaba la
funcionalidad del represor se llevé a cabo un ensayo de infeccion, el cual consistié
en transformar el plasmido pkovsRepE en bacterias W3110, para posteriormente
efectuar un tapiz al cual se le goted diluciones del lisado de mEp021.
Simultaneamente, se realizd un tapiz con el pldsmido vacio y otro tapiz con la
bacteria W3110 (como controles). En cada tapiz fueron goteadas diluciones
seriadas de los lisados de mEp021 y del fago A. Como se aprecia en la Figura 15 ¢
el represor fue capaz de inhibir la infeccion de mEp021, al contrario de A, el cual
pudo infectar, esto debido a que mEp021 y A forman parte de distintos grupos de
inmunidad. El tapiz con el plasmido vacio (Figura 15 b) refuerza nuestro resultado
en el que el efecto de inhibicion de la infeccion de mEp021 es debido
exclusivamente al represor y no al vector vacio. Por otro lado, cuando se indujo con
IPTG [0.1, 0.25 y 0.5 mM] (Figura 15 d, e y f), el efecto de inhibicién de la infeccion
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desaparecio, pareciera que la induccidn resultd ser toxica para las bacterias (el

ensayo se realiz6 a 37°C).

W3110/prepE |

-
o~
[~
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£
<
N

Figura 15. Comprobacion de la funcionalidad del represor. Tdpices bacterianos a) El control (la bacteria W3110), b)
segundo control, bacteria W3110 con el plasmido vacio pKQV4, c) bacteria W3110 portadora de la construccion pkqvaRepE
d) bacteria W3110 portadora de la construccion pkavsRepE inducida con 0.5 mM de IPTG d) bacteria W3110 portadora de
la construccion pkavaRepE inducida con 0.25 mM de IPTG e) bacteria W3110 portadora de la construccion pxquaRepE
inducida con 0.1 mM de IPTG , les fue goteado diluciones seriadas del lisado fagico de mEp021 y A. En c) se muestra que el
PkavaRepE inhibid la infeccion de mEp021.

9.3.1 Efecto de la presencia del represor sobre el crecimiento de la cepa
W3110

Para conocer acerca del comportamiento del crecimiento de la bacteria con la
construccion pkovaRepE, se monitored el crecimiento a 37°C durante 4 horas en
presencia y en ausencia del inductor IPTG a una concentracion 0.1 mM, teniendo
como controles dos cepas, la cepa silvestre W3110 y la cepa silvestre con el vector
vacio, W3110/pKQV4. Todos los cultivos fueron ajustados a una ODsoonm de 0.3, se
tomaron alicuotas a los 30 minutos y a las horas 1, 2 y 4 (para realizar también un

gel de proteinas).
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Como se muestra en la Grafica 1, el crecimiento de la cepa W3110/ pkov4RepE con
fuga transcripcional, parece retrasar ligeramente el crecimiento de la bacteria, con
respecto a los controles, este efecto fue mas evidente con la inducciéon 0.1 mM de
IPTG vy al transcurrir el tiempo, lo cual sugiere que pkovsRepE es tdxico para la

bacteria en dosis altas.

1.4

1.2
1
_ —-W3110
s
=08 ~W3110 [0.1mM] IPTG
2 0 -0-W3110/pKQV4
=0.
o W3110/pKQV4 [ 0.1mM] IPTG
0.4 ©-W3110/prepE
i
0.2 -0-W3110/prepE [0.1mM] IPTG
0
0 1 2 3 4 5

TIEMPO (HRS)

Grdfica 1. Curva de crecimiento de W3110 en presencia de pxqusRepE. Se siguid el crecimiento de la cepa silvestre W3110,
W3110/pKQV4 y W3110/praquaRepE con y sin induccidn de IPTG [0.1mM] durante 4 horas a 37°C.

9.4 Expresion e Inmunodeteccion del represor

A patrtir de las alicuotas recolectadas a los 30 minutos, 1, 2 y 4 horas se procedio a
tratarlas con el buffer de carga, posteriormente se depositaron en los pocillos de un
gel Tris-Tricina Acrilamida al 16%. Como se muestra en el gel de proteinas, la banda
correspondiente al represor de aproximadamente 24.4 KDa es mejor apreciada con
la induccién, Figura 16 a). Debido a que en el tamafio de la proteina de 24 kDa se
apreciaban bandas en el vector vacio y adicionalmente se queria comprobar de la
presencia de la bandera de Histidinas, se realizé su inmunodeteccion, como
resultado se tuvo que incluso con la fuga transcripcional el represor fue
inmunodetectado, apareciendo una fina banda en los carriles con fuga
transcripcional y en los carriles correspondientes a la induccién del represor se

aprecié una banda voluminosa, contrario a los controles en los cuales no se detect6
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a) b)
ninguna banda, sugiriendo que especificamente se esta detectando al represor y

que la handerg de Histidinas se encuentra acces‘“t')')‘ ~ lipre. (Figura 16 b).
a)

4hrs 30min 1h 2h 4hrs 4hrs 30min 1h 2h 4hrs

e e e A e —— koa I N N W

pkav4 + + - - M - - - 4 - - pkava ¥ - - - m - 2 L2 Lo
praiRepE - -+ + P + + + + + + prawRepE - - + + P + + + + + +

IPTG[oamm] - + - + M - + - + - + PIGOImM] - + - + M - + - + -

Figura 16. Expresion e Inmunodeteccion del represor. a) Gel de proteinas; como control en los primeros dos carriles la
cepa W3110 con el vector pKQV4 vacio con y sin induccion, los siguientes carriles es la cepa W3110 con el pldsmido
pravaRepE con y sin induccion de IPTG [0.1 mm] en diferentes tiempos, b) Inmunodeteccion del represor utilizando el
anticuerpo 6xHis-tag. Peso aproximado del represor E de 24.4 kDa.

9.5 Purificacién del represor

Con base a los resultados de la expresion del represor, se determiné purificarlo,
dejando crecer la cepa hasta una O.Deoonm de 0.8, posterior a esto se indujo con 0.1
mM de IPTG durante 2 horas, para iniciar el procedimiento de purificacién en Batch
con agarosa Ni-NTA. Como se reporta en la Figura 17, la cantidad eluida del
represor es buena, aunque también se observan bandas inespecificas, pero son

menos abundantes que la correspondiente al represor, de 24.4 kDa.
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Figura 17. Purificacion del represor. Mediante purificacion en “batch” con agarosa Ni-NTA obtuvimos al represor, dejando
crecer el cultivo hasta una O.Dsponm de 0.8 se realizo la induccion con 0.1 mm de IPTG durante 2 horas. Peso molecular de

24.4 kDa. VV; vector vacio.

9.6 Clonacién del gen represor mutado en el vector pKQV4

Para tener como control negativo en futuros ensayos, se decidi6 llevar a cabo la
clonacion del gen represor con delecién de 120 nucledétidos, el cual presenta un
fenotipo de placa clara. La clonacion fue en forma directa, de un producto de PCR
se cortd y se purifico la banda de aproximadamente 593 pb, luego se desarroll6 la
reaccion de ligacion en una proporcion 3:1 y se transformd en bacterias DH5a

guimiocompetentes. Se obtuvo solo una candidata, a la cual se le realizaron

distintos ensayos.

9.6.1 Comprobacion de la candidata con el gen del represor mutado

El plasmido fue extraido de la Gnica candidata resultante, mediante una reaccion de
PCR se comprobd que amplificaba una banda de aproximadamente 573 pb, Figura
18 a). Adicionalmente se realiz6 un ensayo de restriccion, en el cual se observo la

liberacién de la banda de aproximadamente 573 pb. Figura 18 b).
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Figura 18. Comprobacion de la candidata portadora del gen del represor mutado. A) gel de electroforesis al 1% del
producto de PCR del gen del represor mutado con la bandera de seis Histidinas, fragmento esperado de 573 pb, como
control se metid al gen del represor wt con la bandera de seis Histidinas banda correspondiente a 693 pb, + es el amplificado
proveniente del lisado C4 del fago mEp021 b) restriccion del ADN plasmidico de la candidata con las enzimas EcoRl 'y Hindll,
la flecha azul sefiala la banda de 573 pb del represor mutado y la flecha blanca sefiala la banda de 693 del represor wt,
WT: ADN plasmidico de pxquaRepE.

Se procedio a secuenciar y en efecto presento la delecion de 120 nt previamente
reportada por el M. en C. Caraballo, parte de esta delecion se indica con un
rectangulo rojo en el alineamiento (Figura 19). Comprobando la pérdida de los 120
nucleodtidos del represor mutado por PCR, restriccion y por secuenciacion, se realizé
la transformacién de este plasmido a las bacterias W3110 quimiocompetentes con

el fin de realizar un ensayo de infeccion y corroborar la pérdida de funcién.
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Cododn de p\aAro 6xHis-Tag

/

Repwt I | 7 I GGCAGGT TTACGATCTTCGCATCAACCACCACG 37
Repmut Teane THAGGATGATRATARTGAT G GACABGTTTACGATE TTCACATCAACCACCACG 68

.- AR AL A A AR AL AR AR R AR AR Al Rl ALl sl
Repwt CCTATAATTTTTGATTCTGGAT TEATAGGGAT TEGEGGATACAGE GGATTGAGCGAACEE 97
Repmut CCTATAATTTTTGATTCTOGAT TEATAGGGAT THGC GGAT AT AGE BEATTGAGCGAACEE 120
LA R A A SRR SR A RS Rl ARl Rl AR AR Rl AR Rl ARl R Rl e sl
Repwt AAAAGTCTTTGACE TCCATCAATAATCAMC TGT T TARACGTEGGTACC TGCCCETCETEE 157
Repmut AAAAGTCTTTGACE TCCATCAATAATC AMC TGT T TARACETEAGTACC TGCCCETCETCE 180
LA AL AR R R AR A R A A AR A R R e R RS R R A L L AR LA L AR R LRI L LR
Repwt AATTGEGCTATAACCAGT TTECCAETCAATAGE TEGCGCETGCGGATCOACAAGTATCATE 217
Repmut AATTGEGETATAACCAGT TTECCATCAATAGE TEECACETACAGATCOACAAGTATCATE 240
LA AL AR R R AR A R A LA R A R R e R R A R A R L AR LA L AR R LRI LR
Repwt GTCCCCBETRATATACTCAATCCT TGCBGCEEGTTEATTEATTCGECTTTAGC TACCAGE 277
Repmut GTCCCEBETaATATACTCAATCCT TGCBGCGEATTEATTEATTCAECTTTAGCTACCAGE 380
LA AL AR R R AR A R A A LA R R A AL R e R R A R A L L AR LA L AR R LRI L))
Repwt CAATAACTATCATE TGAACAAATAACGE TAGTCOTAACGTGTEGTAATGT TRATCAECTT 337
Repmut CAATAACTATCATE TGAACARATAACEE TAGTCATAACGTGTAGTAMTAT TRATCAECTT 350
LA AL AR R R AR A R A LA RS Rl R e R R A R A R L AR LA L AR R IR LR
Repwt GCATCTTCCATATTETTTAC TACATCC TTCCAGTCAACAACCGGATAAC TACCTARATCA 397
Repmut GCATCTTCCATATTATTTAC TACATCC T TECAGTCAACAACCGGATAAC TACC TARATCA 42
LA AL AR R R AR A R A A AR A AL R e R RS A R A L L AR LA L AR R LI L))
Repwt CBLGGEGGEGETCCGECAALGTAT TAGAAACAGAATCATCAATRACCATTCCATCATGT 457
Repmut CACGGEBGEGETCECGECAALGTAT TAGAAACAGAATCATCAATRACCATTECATCATGT 480
LA AL A AR R AR A R A A AR RS R R e R R A R A L L AR LA L AR R LRI L))
Repwt GTGACAGTEAAC THECGACGECCAAGE BECCGEATAATACGE - - -GEAATATCTT-CAAG | 513
Repmut GTBACAGTRAA THECEACGECCAAGE BECCECATAAGT TGTTTTACTAMGTCATACCAT |54
LA AL SRR R AR A0 R AR A R R A AR R AR R L) - LA L L
Repwt ATTTGACTCACGT - - CTACCGTTCAGCCAGTGAGARA-— - - - - GGCCGCCTTTTGIGA 563
Repmut TTTTETTTTGCATRAATTTETETTE - - -C TATGTRAAAT TGTATCGETCACATTTECACA |507
REEL A - L ] * ok wERE LA L LS L) - . o W -
Repwt TCCECATAA- -GATCABCCAATGAATCC TEEET -CATACCE - TR GECCACATGAGTTGT |619
Repmut CCATTATAACGEAGCCGATGAT TAATT TTATCAACACGE TCATTT TECAGCA-- -ATTAT |654
* RE L] L L LB L L L L LA LR ) LA ]
Repwt TTTGCTAAGTCATACCATTTTGTTTTCAT S48
Repmut TGHGCCEAGA- - - ACCHGC TAGATGG- -~ 677
L - - - %

Figura 19. Alineamiento del represor vs el represor mutante con la bandera de Histidinas. En el alineamiento se aprecia
que se conserva el codon de paro y los codones de la bandera de Histidinas se encuentran integros, hay una pérdida de
homologia correspondiente a la delecion de 120 nt que abarca el dominio H-T-H de unidn al ADN sefialada en los
rectdngulos rojos.

Como se muestra en la Figura 20 c, el represor con la delecion de 120 nt fue incapaz
de inhibir la infecciéon de mEp021, dando como resultado la aparicion de placas en
el tapiz, lo cual fue muy semejante al tapiz de la bacteria W3110 (Figura20a)y ala
bacteria W3110 con el vector vacio (Figura 20 b), a manera de ejemplificar el
fenotipo de placa clara producido por la delecion de 120 nt en el represor se

gotearon diluciones seriadas del lisado fagico mutado las cuales se indican en la
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figura 20 como mEp021 mut, en contraste al fenotipo de placa turbia producido por
el fago wild type correspondiente a mEp021 wt.

W3110/pkQVva

Figura 20. Pérdida de la funcionalidad del represor mutado. a) Como control la bacteria W3110, b) Cémo control la
bacteria W3110 con el vector vacio pKQV4 c) bacteria W3110 con el pldsmido portador del represor mutado,
pravaRepE(A120). Se observan en todos los tapices infeccion por mEp021.

El represor wild type, presenta dos dominios, un dominio HTH (helix-turn-helix) de
unién a ADN y otro dominio de peptidasa, Figura 21 a), por otro lado la delecién de
los 120 nucleétidos lleva a la pérdida del dominio de unién a ADN (HTH), como se
muestra en la Figura 21 b), por lo que se sugiere que el represor mutado no puede

llevar a cabo su unién al ADN, por esto, se permite la infeccion por mEp021.

a) ~ Domains and repeats

Peptidasa
K : » . ' >
1 20 40 60 80 100 120 140 160 180 00 215
b) Domains and repeats
Peptidasa
f 3 ; ; : >
1 20 40 60 80 100 120 140 160 175

Detailed signature matches

[ IPR0O36286 = LexAsSignal peptidase-like superfamily

[ IPRO15927 | Peptidase S24/826A/526B/526C

@ IFRO39415 LexAdike

Figura 21. Dominios del represor wild type vs el represor (A120) a) el represor E wild type presenta dos dominios, un
dominio de unién al ADN (HTH) y otro dominio de peptidasa, b) El represor mutado solo presenta un dominio, el dominio
de peptidasa.
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9.7 Disefio y construccion del vector con laregion operadora-

promotora flanqueada por dos genes reporteros: pacycisacmCh-OP-
GFP

La construccion pacycisacmCh-OP-GFP, se gener6 en varios pasos. Partiendo del
vector pkqvaGFP (previamente construido por la M. en C. Guadalupe Valencia
Toxqui) el cual presenta un Shine Dalgarno (SD) seguido del codon de inicio y de la
secuencia de GFP, esto se encuentra entre los sitios de restriccion de 5’-EcoRl y 3'-
Hindlll; seguido del sitio de Hindlll se localizan dos terminadores transcripcionales.

Tomando ventaja de estas caracteristicas, se construyo el vector pkovaOP-GFP.

9.7.1 Construccion de pkovaOP-GFP

Amplificacion de la region operadora-promotora del gen represor

Diseflando oligos especificos para la regién operadora-promotora (Figura 22 a),
mediante PCR se amplificé la regiébn operadora-promotora, posteriormente el
producto de 424 pb fue visualizado en un gel de agarosa al 1%. Figura 22 b). La

banda correspondiente al tamafio de 424 pb fue cortada y purificada.

IO_r::prc\m fw (10,831 ..10,5871) ‘Opprom rv (11,159 .. 11,208)

a) T RETS >

Jl—

b)

Figura 22. Amplificacién de la regién operadora-promotora. a) llustracion representativa de la region que amplifican los
oligos, b) gel de electroforesis del productor de PCR de la region operadora-promotora, fragmento esperado de 424 pb. M:
marcador de peso molecular,- control negativo, OP: region operadora-promotora.
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9.7.2 Clonacioén de laregion operadora-promotora en el vector de transicion

pJET1.2 blunt

La banda purificada de la regién operadora-promotora fue clonada en el vector de

transicion pJET1.2 blunt. Se purificaron aproximadamente 50 colonias y de éstas se

seleccionaron 6 para comprobar que tuvieran el fragmento de interés de 424 pb.

Posterior a esto, se mandé a secuenciar la candidata 3 tomada al azar, la region

operadora-promotora no presentd mutaciones, solo se observé los cambios que

nosotros realizamos para modificar el codén de inicio del ORF 14 y 15 (Figura 23).

opP
OP3HF

opP
OP3HF

opP
OP3HF

opP
OP3HF

opP
OP3HF

opP
OP3HF

opP
OP3HF

opP
OP3HF

——————————————————————————————————— TTGGCCCGAGGATCCGAATTCCGCA

TCCTACTGATATATTGTAGGAGACTTCTAGAAAGATTGGCCCGAGGATCCGAATTCCGCA
o R ER R R KRR R R R R R RO Rk

TGAGTTGTTTTGCTAAGTCATACCATTTTGTTTTC TCGCTACCCTATAACCTAAAAA

TGAGTTGTTTTGCTAAGTCATACCATTTTGTTTTC TCGCTACCCTATAACCTAAAAA
EEE R R R RO R R R R RO ERERERRER R R R Rk

ATTTTGATGCAAGTCACAAAACGTATTTTTCAAGCCTTGATCTTAAAGCTCCATTCTGTA

ATTTTGATGCAAGTCACAAAACGTATTTT TCAAGCCTTGATCTTAAAGCTCCATTCTGTA
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AACTTGCTGACAAGGTAAGGCCATAGT TGCAATGATGCAAGAAAAAAGAT AAGGGAAAGC

AACTTGCTGACAAGGTAAGGCCATAGT TGCAATGATGCAAGAAAAAAGAT AAGGGAAAGC
AR RER R R R R R RO R R R R R RO RO R R R R R R R RO

ACAAMAGGTACATACCTTAARAGCTCTTTAAAAATCCGGTGTCGCTGCGAAGCGAAAAAC

ACAAMAGGTACATACCTTAAAAGCTCTTTAAAAATCCGGTGTCGCTGCGAAGCGAAAAAC
R R R R R RO R R RO R R R R R O R R R R R R R R R

AAATATCACGCAACGGCGRGATCTGTTCAGCGGTCAGTCACTGCTATCTAATGCTAATTG

AMATATCACGCAACGGCGRGATCTGTTCAGCGGTCAGTCACTGCTATCTAATGCTAATTG
SR R R R R ORI S R R R R ORI RO SR R OO OO R R R RO

GATACCCGCCCGCGCGTTCACTCTAACCATAGGAGAAAGAAA(QCI GTATTACGTTCGCAA

GATACCCGCCCGCGCGTTCACTCTAACCATAGGAGMJ&GAAAGTATTACGTTCGCM
C
L s e s Iy N I R 3

GGCTTTTGATATTGCATGCGAGCTCAAGCTTGTGGEAMAT - - - - - - - - - - —— - ——-——-
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Figura 23. Alineamiento de la regién operadora-promotora wild type vs la region operadora-promotora en el vector

de transicion pJET1.2 blunt. Como se muestra, solo se generan dos mismatches indicados en rectdngulos rojos que

fueron disefiados por nosotros para modificar los codones de inicio de los dos ORF’s 14 y 15.
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9.7.3 Clonacion de laregion operadora-promotora en el vector pkovaGFP

Se llevo a cabo la doble restriccion del vector pkovaGFP y pseti.2 OP3 (candidata 3)
con las enzimas de restriccion Sphl y EcoRlI, se observo la liberacion del fragmento
de 408 pb correspondiente a la region operadora-promotora (Figura 24 b). Las
bandas fueron cortadas y purificadas. Se procedié a realizar la ligacion en una
proporcion 3:1, la reaccién consistié en 7.14 pl del vector (50 ng), 1.1 pl del inserto
(98.44 ng) 1ul de T4 DNA Ligasa (80 U), 2ul del buffer 10x y 8.76 pl de H20,
posteriormente la ligacion se transformo en bacterias DH5a quimiocompetentes. Se
obtuvieron 26 candidatas, de las cuéles se seleccionaron 6 al azar para verificar la

ligaciéon del fragmento.

a) b)

7+ Created with SnapGene™

pKaV4GFP
PieTOP34+s-H
piETOP34s-H

|

pKQ\/4OP-GFP

6349 bp

Figura 24. Mapa del vector pxqusOP-GFP 'y restriccion del vector pxqvaGFP y p;efOP3. a) el mapa muestra la primera
construccion necesaria para nuestro sistema de doble reportero b) gel de electroforesis de la doble restriccion de pkqvaGFP
y PJE1.2bluntTOP3 utilizando las enzimas Sphl y EcoRl.

9.7.4 Comprobacion de las candidatas de pkovaOP-GFP

Para verificar la presencia de la secuencia operadora promotora en las candidatas,
se seleccionaron 6 como se mencion0 anteriormente y los plasmidos fueron

extraidos, se realizdé una PCR de la region operadora-promotora, como se muestra
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en la Figura 25 a). Las 6 candidatas seleccionadas presentaron el amplicon
esperado de 424 pb. Adicionalmente se llevé a cabo un ensayo de restriccién con
la enzima Dral y se observo la liberacién de los fragmentos correspondientes a
1059, 659y 621 pb en las 5 candidatas (Figura 25 b).

a) b)

M C1 C2 C3 C4 C5 Cé6 Cntrl M C1 c2 C3 Cntrl C4 c5

1000
500

Figura 25. Andlisis de las candidatas a portar el pldsmido pxqusOP-GFP. a) Gel de agarosa al 1% del producto de PCR de
la region operadora-promotora, amplicon esperado de 424 pb. b) gel de electroforesis al 1% de la restriccion de las
candidatas con la enzima Dral, fragmentos esperados de 1059,659 y 621 pb.

9.8 Evaluacion de la fluorescencia: pacyc18acOP-GFP

Para poder evaluar el efecto en los niveles de fluorescencia que se generaban en
la interaccion del represor con la regién operadora-promotora, se cloné la regién
operadora-promotora flanqueada por GFP en el vector pACYC184c (datos no

mostrados), a partir de la construccion pkqov4aOP-GFP previamente generada.

Se realizaron las mediciones, partiendo de los cultivos O/N los cuales fueron
ajustados a una ODsoonm de 1. Es importante recordar que el plasmido pacyc184cOP-
GFP, presenta a la regién operadora-promotora del gen del represor de mEp021 rio
arriba del gen de GFP, el cual se encuentra simulando al gen del represor (ORF 15),
esta construccion le confiere resistencia a la bacteria al Cloranfenicol, por lo cual,
pudimos realizar una cotransformacion con el pkov4aRepE que a su vez le confiere
resistencia a la bacteria a ampicilina. Como se puede apreciar en la Gréafica 2, en
donde se muestran los controles, la cepa W3110 y W3110(mEp021) transformadas
con el vector vacio pACYC184c presentan niveles de fluorescencia basales (1687.5

- 1739.8 RFU, respectivamente) los cuales son similares a las cepas sin el vector
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vacio (datos no mostrados). En la Grafica 2 se aprecia que tanto los niveles de
fluorescencia de la cepa W3110 (27274.4 RFU) y W3110(mEp021) (31552.5 RFU)
con el pldsmido pacyc18scOP-GFP son semejantes, pareciera que el represor no esta
llevando a cabo su funcién, al contrario de lo que se vio en la co-transformacion con
pkovaRepE, en donde los niveles de fluorescencia en ambas cepas disminuyeron
drasticamente, siendo que hay una disminucion en los niveles de fluorescencia de
3.4 veces de la cepa W3110/ pacyc18acOP-GFP+ pkovaRepE comparada con la cepa
W3110/ pacyc184cOP-GFP. Por otro lado, hay una disminucion de 2.2 veces en la
cepa W3110(mEp021)/ pacyc18acOP-GFP+ pkovsRepE con respecto a
W3110(mEp021)/ pacyc18acOP-GFP . Continuando con el razonamiento, a mayor
cantidad de represor, menor niveles de fluorescencia, se evalué induciendo al
represor con 0.1 mM de IPTG, lo que se observd fue que la fluorescencia no
disminuy6 “drasticamente” como lo esperdbamos, por el contrario aumenté con
respecto al represor sin inducir (aunque estas diferencias no fueron significativas).
Estos resultados nos sugirieron que el represor es capaz de reprimir su propia
transcripcion. En el Anexo 21, se presentan los valores obtenidos en la

cuantificacion de la fluorescencia, en tres repeticiones.
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Grdfica 2. Evaluacion de la fluorescencia de pacycisscOP-GFP en presencia de pkqusRepE. Del lado derecho se muestra la
cepa W3110(mEp021) con los distintos plasmidos, del lado izquierdo se muestra la cepa W3110 con los distintos plasmidos.
C2, C10: Candidata 2 y 10, respectivamente. I: induccion con [0.1 mM] de IPTG.

9.9 Construccion de pkovamCh-OP-GFP

9.9.1 Amplificacion del gen de mCherry.

Con el fin de obtener la regién operadora promotora flanqueada por dos genes
reporteros, se seleccion6 un segundo gen, siendo el gen de mCherry. Se disefiaron
los oligonucledtidos que incluian sitios de restriccién para Sphl y EcoRV, asi como
un sitio SD en el oligonucleotido Forward (ver Materiales y Métodos 8.11.3). Para la
amplificacion del gen mCherry y su terminador transcripcional, el ADN molde fue

tomado del vector pSEVA-227R (Figura 26 a) proporcionado por el M. en C. Marco
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Antonio Carballo Ontiveros. Se observé el amplicon esperado de 863 pb (Figura 26

b). La banda fue cortada y purificada.

b)

-lambda t0 terminator
RvmCh

pSEVA 227-R
4516 bp

Figura 26. Mapa in silico del vector pSEVA 227-R y amplificado del gen mCherry. a) mapa in silico de pSEVA 227-R el cudl
fue utilizado para amplificar el gen de mCherry con su terminador. b) gel de electroforesis al 1% del producto de PCR del
gen de mCherry con su terminador, fragmento esperado de 863 pb.

9.9.2 Clonacién del gen mCherry en el vector de transicién pJET1.2 blunt

Posterior a la purificacion de la banda, se procedi6 a realizar la ligacién y clonacién
en el vector de transicion pJET1.2blunt. Se obtuvieron varias candidatas y algunas
de ellas presentaron el fenotipo caracteristico de la proteina Cherry, es decir, fueron
colonias rosadas. Se seleccionaron estas y se procedié a extraer el plasmido.

9.9.3 Clonacién del gen mCherry en el vector pkovaOP-GFP

Para obtener la construccion pkovamCh-OP-GFP (Figura 27 a), se realiz6 una doble
digestion con las enzimas EcoRV y Sphl, de los plasmidos pkovaOP-GFP vy las
candidatas que presentaron el fenotipo rosado en el vector de transicién, C2 y C5.

Como es mostrado en la Figura 27 b), solo la candidata C5 liberd el fragmento
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esperado de aproximadamente 863 pb. Las bandas de nuestro interés fueron
cortadas y purificadas, para realizar una nueva reacciéon de ligacion tomando en
consideracion la proporciéon 3:1, la reaccién consistio en 2.5 pl del vector (50 ng),
3.5 pl del inserto (31.73 ng), 1 ul de la enzima T4 DNA ligasa (80 U), 2 ul del buffer
10x y 10.6 pl de H20, en un volumen final de 20 pl. La mitad de la mezcla de ligacion

fue transformada en bacterias DH5a quimiocompetentes.

a)

Hindill — PraveMCh-OP-GFP

4890 bp

Figura 27. Mapa in silico del vector pxquamCh-OP-GFP y doble restriccion de las candidatas en el vector de transicion con
mCherry y el vector pKQV4. A) mapa in silico de la region operadora-promotora flanqueada por dos genes reporteros. b)
gel de electroforesis al 1% de la doble restriccion de las candidatas portadoras de mCherry y pxavaOP-GFP con las enzimas
Sphl'y EcoRV, fragmento liberado esperado en las candidatas de 863 pb.

9.9.4 Comprobacion de candidatas que tuvieran el fragmento mCh-OP-GFP

De la previa transformacion se obtuvieron aproximadamente 60 candidatas
provenientes de la ligacion y en el control (reaccién sin inserto) 11, de las 60
candidatas anteriores se seleccionaron 4. Se extrajo el plasmido y se realizdé un
ensayo de restriccion con las enzimas EcoRV y Hindlll, esto debido a que entre
estos sitios de restriccion se encuentra el terminador transcripcional de mCherry. El
gen de mCherry, la region operadora-promotora y el gen de GFP, dando un
fragmento esperado de 1973 pb. Como se muestra en la Figura 28, sélo en 2
candidatas, C2 y C3 se liber¢6 el fragmento de 1973 pb.
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Figura 28. Comprobacion de las candidatas con el inserto mCh-OP-GFP. Gel de electroforesis al 1% de la doble restriccion
utilizando las enzimas EcoRV 'y Hindlll, fragmento esperado de 1973 pb.

9.10 Clonacion de mCh-OP-GFP en el vector pACYC184c

La construccion final, pacycisacmCh-OP-GFP (Figura 29 a), fue obtenida mediante
la doble digestion de los vectores pkqvamCh-OP-GFP y pACYC184c con las
enzimas de restriccion EcoRV y Hindlll. En la Figura 29 b) se muestra la liberacion
de 1966 pb correspondiente a la region operadora-promotora flanqueada por los
genes reporteros. Las bandas fueron cortadas y purificadas. Se realiz6 una reaccion
de ligacion en proporcion 3:1, la reaccion consistio en 12.5 ul del vector (50 ng),
5.18 pl del inserto (72.56 ng), 1 pl de la enzima T4 DNA Ligasa (80 U), 2 ul del buffer

2x. La mitad de la mezcla fue transformada en bacterias DH5a quimiocompetentes.

a) b) . 2 g
g ¢ ¢
e g & ga
— -
Co e Sty
3000
-9 G
pacvcisasmCh-OP-GFP . 1966 1966
) — Hindlll
6053 bp 1000
500 £

Figura 29. Mapa in silico del vector pacycisacmCh-OP-GFP y doble restriccion de las vectores pyquamCh-OP-GFP y PACYC
184c. a) mapa in silico del vector final pacycisacmCh-OP-GFP vector que le confiere resistencia al cloranfenicol a la bacteria,
b) gel de electroforesis al 1% de la doble restriccion de pxquamCh-OP-GFP y Pacycigac utilizando las enzimas EcoRV y Hindlll.
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9.10.1 Comprobacion de candidatas con el fragmento mCh-OP-GFP

Se obtuvieron mas de 60 candidatas y 32 en el control, las candidatas se
resembraron y se seleccionaron 6, a las cuales se les extrajo el plasmido y se realizo
una reaccion de PCR con los oligos rv de mCherry y de GFP. Dos de las 6
candidatas presentaron el amplicon de 1973 pb, una presentdé un amplicén de
aproximadamente 3000 pb y en las otras 3 no hubo presencia de amplificado Figura

30. Se procedio a trabajar con estas candidatas C2 y C3.

3000

1000
500

Figura 30. Comprobacion de las candidatas portadoras de mCh-OP-GFP. Gel de electroforesis al 1% del producto de PCR
de mCh-OP-GFP, fragmento esperado de 1973 pb.

9.10.2 Evaluacién del crecimiento, viabilidad y fluorescencia del plasmido
pacycisacmCh-OP-GFP en presenciay ausencia del represor

9.10.3 Evaluacion del crecimiento y la viabilidad

Para realizar este ensayo se sigui6 el crecimiento y la viabilidad durante 2 horas de
las cepas W3110 y W3110(mEp021) con el plasmido pacycissacmCh-OP-GFP y esté
con el plasmido pkovaRepE, tomando alicuotas a los tiempos 0, 30, 60 y 120
minutos, todos los cultivos fueron ajustados a un O.D.s00nm 0.1. Como se aprecia en
la Gréfica 3, tanto la viabilidad como el crecimiento se ven retrasados con respecto
a los controles (cepa W3110 y W3110(mEp021).
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Grdfica 3. Crecimiento y viabilidad de W3110 Y W3110(mEp021) en presencia de las construcciones p acycigacmCh-OP-
GFP y pxqvaRepE. a) El crecimiento y la b) viabilidad se siguieron durante 2 horas.

Con el fin de calcular la viabilidad bacteriana se hicieron diluciones seriadas, como
se puede observar en la Figura 31, el fenotipo fue distinto al ser expuestas a luz UV,
(en esta Figura se presentan los goteos de 6 horas, a manera de resaltar el fenotipo
de cada bacteria) se logré apreciar que hubo mayor fluorescencia en bacterias
W3110 que portaban la construccién pacvcisaeamCh-OP-GFP y disminuy6 con las
que eran liségenas, comparado con los controles, la fluorescencia emitida por GFP

disminuy6 drasticamente en aquellas que poseian el plasmido pkov4RepE.

1. w3110 1. W3110/pacrcisaemCh-OP-GFP C) 1. W3110/pacvcisacmCh-OP-GFP+pkavaRepE
2. W3110{mEp021) 2. W3110{mEp021)/pacrcizacmCh-OP-GFP 2. W3110(mEp021)/pacvc1sacmCh-OP-GFP+pravaRepE

V- e =
y \

Figura 31. Viabilidad bacteriana. Se muestran los goteos realizados para determinar la viabilidad expuestos a luz UV, en
a) los controles 1. W3110 y 2. W3110(mEp021) en b) 1.W3110/pacvcigacmCh-OP-GFP y 2. W3110(mEp021)/pacycisacmCh-
OP-GFP en c¢) 1.W3110/pacycigacmCh-OP-GFP+pyquaRepE y 2. W3110(mEp021)/pacycigacmCh-OP-GFP+pxquaRepE. La
fluorescencia se aprecia diferente con respecto a los controles.
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9.10.4 Ensayo de infeccién

Con el fin de comprobar la funcionalidad del represor, se realizaron tapices de cada
bacteria, en medio T® suplementado con o sin antibiético segun correspondiera.
Tuvimos que aguellas que portaban el represor ya sea provisto por la liségena o por
el plasmido pkovaRepE, inhibieron la infeccion de mEp021 cuando fue goteado.
Interesantemente, el titulo disminuyé en bacterias W3110 que portaban la
construccion pacycisacmCh-OP-GFP (esto podria ser un efecto artefactual, debido a

que se espatuld el Cloranfenicol sobre la caja con medio T®, Figura 32).

W3110(mEp021)

W3110/pacvcisamCh-OP-GFP W3110(mEp021)/pacrcissemCh-OP-GFP

W31 10/ pAcvcmacmCh-OP-G FP+pKQV4RepE W31 10(m Ep021)/ pAcvcmmCh-O P-GFP+pkavsRepE

Figura 32. Ensayos de infeccion. En cada tiempo se tomaba una alicuota, aqui se presentan los tapices de los 30 minutos.
Aquellas bacterias que portaban el represor no fueron infectadas.
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9.10.5 Ensayo de fluorescencia: pacycisacmCh-OP-GFP

Con el fin de evaluar la presencia y funcionalidad de los probables promotores
predichos por el analisis in silico de la secuencia operadora-promotora, asi como
para averiguar si el represor era capaz de unirse a esta secuencia y producir
modificaciones en los niveles de fluorescencia, se llevd a cabo el ensayo de
cuantificacion de la fluorescencia, el cual consistio en evaluar el plasmido
pacycisacmCh-OP-GFP (en el cual la region operadora-promotora se encuentra
flanqueada por dos genes reporteros) en la cepa W3110, W3110(mEp021) y éstas
dos en presencia adicional de pkquaRepE. A manera de visualizar el disefio del
experimento, en la Figura 33 se muestra la regidn operadora-promotora a)
flanqueada en el genoma de mEp021 por el gen del represor (ORF 15) y por el ORF
14, la proteina de este ORF presenta un dominio de union a ADN y en b) la
construccion de la region operadora-promotora flanqueada por el gen de gfp el cual

sustituye al ORF 15 y del otro extremo, el gen de mCherry sustituyendo al ORF 14.

a)

ORF 14 OP ORF 15 >_

b)

S __mch ) op ¢ afo >—

Figura 33. Comparacion de la region operadora-promotora del gen del represor con el sistema generado en este trabajo.
a) la region operadora-promotora se encuentra flanqueada por el gen del represor y por el gen de la proteina GE14, b) la
region operadora-promotora flanqueada por el gen de GFP simulando al gen del represor E y por el gen de mCherry
simulando al gen de la proteina GE14.

9.10.6 Evaluacién de la fluorescencia de la proteina GFP

La fluorescencia emitida por GFP fue leida en 510 nm. En la Grafica 4 se puede
apreciar como hubo un aumento en los niveles de fluorescencia de la bacteria
W3110 con la construccidén pacycisacmCh-OP-GFP de 25.4 veces la fluorescencia

del control, la bacteria W3110, lo cual nos indicO que por lo menos existia un
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promotor funcional en direccion al gen de gfp. Con respecto a la bacteria liségena
W3110(mEp021) transformada con el plasmido pacycisasmCH-OP-GFP, se observo
que hubo una disminucion de los niveles de fluorescencia de 2.6 veces su valor en
relacion a la cepa W3110/pacycisacmCH-OP-GFP, esto nos sugirio que el represor
producido por la bacteria lisbgena era capaz de unirse a la region operadora
promotora. Para descartar que la disminucion de la fluorescencia fuera provocada
por otra proteina del fago diferente al represor, se realizé una cotransformacion de
los plasmidos pacycisacmCH-OP-GFP y pkqvaRepE en una bacteria W3110, de esta
forma confirmamos que el efecto de la disminucion de los niveles de fluorescencia
(7.2 veces su valor comparando con W3110/pacycisacmCH-OP-GFP) era debido a
la regulaciéon negativa ejercida especificamente por el represor. Por otra parte,
evaluamos los niveles de fluorescencia producidos por GFP en presencia de una
cantidad mayor de represor logrando esto con la transformacioén de pkovaRepE en
una bacteria liségena; como se aprecia en la Ultima barra de la Grafica 4, los niveles
de fluorescencia disminuyeron (6 veces) con respecto a W3110/pacycisacmCh-OP-
GFP, esta diferencia fue significativa estadisticamente, sin embargo la diferencia
entre la fluorescencia emitida por W3110/pacycisacmCH-OP-GFP + pkovaRepE vy
W3110(mEp021)/ pacycisacmCH-OP-GFP + pkov4RepE no fue significativa.
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Grdfica 4. Evaluacion de la fluorescencia emitida por la proteina GFP en la construccion p acycigsacmCh-OP-GFP: Nota: ns;
diferencia no significativa. **P < 0.01, y ***P < 0.001.

En el Anexo 22 se muestran los valores obtenidos en la cuantificacion de la

fluorescencia a los 15, 30, 60 y 120 minutos, por triplicado.
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9.10.7 Ensayo de fluorescencia de la proteina mCherry

La medicion de la fluorescencia emitida por la proteina mCherry fue realizada a 610
nm. Con el fin de conocer si existia algan promotor funcional y si el represor era
capaz de regular al gen de mCherry (simulando al ORF 14), se realiz6 la evaluaciéon
de la fluorescencia emitida por mCherry en las mismas cepas, W3110 y
W3110(mEp021) en presencia y ausencia del plasmido pkovsaRepE. Como se
muestra en la tercera barra de la Grafica 5 correspondiente a la cepa W3110 con la
construccion pacvcisacMCH-OP-GFP hubo un incremento de 3 veces en el nivel de
fluorescencia con respecto al control (bacteria W3110), esta diferencia de unidades
fue significativa, con esta resultado se pudo decir que por lo menos existia un
promotor funcional en direccibn al gen de mCherry, cuando se evalué la
fluorescencia en una cepa lisogéna (cuarta barra) se observo un incremento en los
niveles de fluorescencia con respecto a la cepa W3110/pacycisacMCH-OP-GFP, sin
embargo la diferencia entre estas no fue significativa. Por otra parte se evaluaron
ambas cepas en presencia de pkov4RepE y al igual que en el ensayo de medicion
de la fluorescencia emitida por GFP, se observé una disminucion en la fluorescencia
siendo de 1.7 veces con respecto a W3110/pacvcisacMCH-OP-GFP y 2.7 veces
comparado con W3110(mEp021)/pacvcisacMCH-OP-GFP, sugiriendo que el represor
también es capaz de regular negativamente al ORF 14 como se aprecia en las
barras 5y 6 en donde disminuye la expresion de la proteina mCherry la cual simula
al ORF 14.
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Grdfica 5. Evaluacion de la fluorescencia emitida por la proteina mCherry en la construccion p acycisacmCh-OP-GFP. Nota:
ns; diferencia no significativa. **P < 0.01.

En el anexo 23 se muestran los valores obtenidos en la cuantificacion de la

fluorescencia a los 15, 30, 60 y 120 minutos, por triplicado.
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X. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue conocer parte de la funcionalidad del circuito
regulatorio del estado litico-lisogénico del bacteri6fago mEp021, Partiendo de la
premisa, mEp021 es un fago temperado y un fago temperado puede entrar al ciclo
lisogénico durante el cual el genoma del fago, por lo general se integra dentro del
cromosoma bacteriano, recibiendo el nombre de profago, de esta forma persiste en
lo que es considerado un estado quiescente el cual a diferencia del ciclo litico, no
promueve la muerte celular o la propagaciéon de particulas, de esta forma el profago
es replicado con el cromosoma bacteriano, este ciclo lisogénico es mantenido por
la represion de los genes liticos (Feiner et al., 2015). En el fago A el estado lisogénico
es mantenido por la unién del represor Cl a los operadores Or1, Orz, OL1 y Ov2 los
cuales se encuentran traslapados con los promotores Pr y PL, respectivamente, de
esta forma se inhibe la transcripciébn de Cro (proteina represora) y N (proteina
antiterminadora) resultando en la inhibicion del ciclo litico (Ptashne.,2004),
examinando a detalle el genoma de mEp021, cuenta con la presencia de un gen
correspondiente al ORF 15 el producto de este ORF presenta dos dominios, uno de
union a ADN, H-T-H, caracteristico en el extremo N-terminal de algunos represores,
como el Cl de A, el C de P2, el CB de KO2 y N15 (Ptashne ., 2004; Massad et al.,
2010; Hammerl et al., 2016) y el otro dominio de peptidasa. Previamente el ORF 15
fue estudiado en nuestro grupo de investigacién, (Lastra Vargas, 2013; Caraballo
Hernandez, 2017), se demostr6 que mutaciones en esta secuencia provocan
fenotipo de placa clara y que bacterias portadoras del pladsmido con el ORF 15
pueden inhibir la infeccion de mEp021. En este estudio se clondé el ORF15
modificando el codon de paro con el fin de adicionar seis codones de Histidinas,
(para su posterior purificacion), a la construccion le fue asignado el nombre de
pkovaRepE. Debido a que la expresion de este ORF en el vector pKQV4 se
encontraba bajo el control del promotor praq y del operador lac, fue evaluada su
funcionalidad en ausencia y presencia del inductor IPTG, los resultados mostraron
que la fuga transcripcional es suficiente para inhibir la infeccion por mEp021 (Figura

15 c¢), algo muy interesante que se observé fue que al inducir con IPTG la
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funcionalidad de represor desaparecia (Figura 15 d, e y f), algo que ya ha sido
observado en los “telomere phages” N15, ®KO2 y PY54, los autores tratan de
explicar este fenbmeno proponiendo que al haber grandes concentraciones de
represor esté podria inhibir su propia sintesis por la union a su operador, Ors.
(Hammerl et al., 2016). Este resultado podria ser debido a que la induccion por IPTG
adicional a la expresion de pkquRepE es toxico para la bacteria, lo cual se ve
reflejado en la apariencia enfermiza de los tapices (Figura 15 d, e y f) asi como en
el retraso del crecimiento (Gréafica 1), al encontrarse afectada la bacteria ain en
presencia del represor (provisto por pkqv4aRepE) es susceptible a infeccion por
mEpO021. Para conocer si el aumento del represor llevaba a la pérdida de su funcién
en una cepa W3110(mEp021) previamente transformada con pkquaRepE realizamos
el ensayo con induccién y sin induccion de IPTG, el fenotipo del tapiz enfermizo se
conservo. Sin embargo, hubo una inhibicién de la infeccién por mEp021 (ver Anexo
1) contrario al ensayo anterior, lo que nos estaba sugiriendo que existia por lo
menos otra proteina que tenia funcion de inhibir la infeccién de mEp021. En nuestro
grupo se ha reportado que las bacterias portadoras del plasmido con el ORF 81
(que codifica para la lipoproteina Lpp) presentan resistencia a la infeccidén exclusiva
por mEpO21 a nivel membrana (Martinez Soto., 2018), probablemente, esta

proteina presente en la bacteria lisogéna fue la que inhibio la infeccion de mEp021.

Adicionalmente se clon6 el gen del represor mutante nombrado C4 (Caraballo
Hernandez, 2017) mas la bandera de seis Histidinas, el cual presenta una delecion
de 120 nucledtidos flanqueada por dos secuencias repetidas TCATGCGGGCGC,
esta delecion abarca el dominio H-T-H de union al ADN en el extremo amino terminal
(Figura 21) caracteristico de los represores Cl, Cro y “lambda like”, la eliminacién
de este fragmento llevé a la pérdida de funcién del represor (Figura 20 c),
indicandonos que experimentalmente, entre los residuos eliminados por la delecion
se encuentran los residuos importantes para llevar a cabo el reconocimiento de los
operadores. Esta proteina recombinante nombrada RepresorE(A120), sera utilizada

como control en ensayos futuros.
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Desde otra perspectiva, el estudio bioinformatico de la region operadora-promotora
(OP), revel6 que esta secuencia es abundante en promotores (Figura 5), parecido
a lo que se ha reportado en distintas regiones de inmunidad (Krause y Higgins.,
1986, Ptashne., 2004, Saha et al., 1987) las cuales se caracterizan por tener
promotores divergentes y secuencias operadoras (Tabla 1), es interesante la
variabilidad de las longitudes de las regiones de inmunidad, siendo que en el fago A
la region flanqueada por cl y cro es de 100 pb, en P22 la region flanqueada por c2
y cro es de 80 pb, en el fago Mu 200 pb flanqueados por c y ner (Alazard et al.,
1997) y en el caso de mEp021 la regién es de aproximadamente 324 pb flanqueada
por el represor y por otro gen que codifica para una proteina con dominio de unién
al ADN (ORF 14). Ordinariamente los operadores son secuencias palindromicas
como los que se presentan en A y P22 (Vershon et al., 1987; Ptashne., 2004;). La
region intergénica de nuestro estudio, presento siete secuencias palindromicas las
cuales fueron discontinuas (no perfectas). En la Figura 7 a y b) se muestran las
secuencias consenso, los operadores marcados en la Figura 6 en color naranja
como OP1 fueron cuatro de 18 pb de longitud, tres de ellos se encuentran
traslapados a los probables promotores tanto del ORF 14 como del ORF 15, los
operadores marcados como OP2 en recuadros amarillos fueron tres de 19 pb de
longitud, dos de ellos se encuentran traslapados a los probables promotores del
ORF 14y 15.

Interesantemente también se localiz6 una box A y una box B, las cuales son
elementos importantes en la antiterminacion mediada por N. En el fago A y P22 se
ha estudiado la antiterminacion, ambos comparten sistemas relativamente
parecidos en la regulacion de la expresion de genes liticos tempranos, esto
permitiendo que la transcripcion prosiga aun en presencia de los terminadores en
los operones provenientes de P. y Pr. El reconocimiento del hairpin de box B (nut
site o N-utilization) por los dominios de unién de N inicia el ensamblaje del complejo
de antiterminacion, el cual consiste de la proteina N, del factor NusA del hospedero,
de la RNA polimerasa y de otros factores del hospedero unidos al sitio nut y a box
A, permitiendo que la transcripcién continle rio debajo de las sefiales de terminacion

de la transcripcion (Cocozaki et al., 2008).
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La secuencia Box A, marcada en un rectangulo azul marino (Figura 6), como se
aprecia en la Figura 9 tiene homologia con los sitios de union del factor hospedero
Nus A del fago P22 y 21, difiriendo solo en una Adenina, sorpresivamente esta caja
se encuentra traslapada tanto a un posible operador OP1 como a un OP2 (Figura
6), diferente a la localizacion en el fago A donde se encuentra a 40 pb de distancia
del operador OL1 y en P22 a 41 pb de distancia de Ovi, rio abajo en ambos. Por otro
lado, la posible box B (nut site), marcada con una flecha azul marino en la Figura 6,
no se encuentra traslapada a ningun operador y conserva la caracteristica de formar
un hairpin (Figura 9). Se realiz6 una busqueda rapida de terminadores
transcripcionales (FindTerm Solovyev y Salamov., 2011; ARNold Naville et al.,
2011) en direccion al ORF 14, abarcando parte del ORF 10, no se encontraron
posibles terminadores en la cadena +. Serd interesante estudiar si las probables

box Ay B son funcionales.

Manualmente también se detect6 la caja CAAT y GC, las cuales son elementos
proximales de promotores en eucariontes, se sabe que la caja CAAT sirve de sitio
de union de diferentes factores de transcripcion, como NF1 vy la caja GC es el sitio
de union del factor SP1. En eucariontes, la presencia de una caja CAAT se
considera como un indicador de un promotor fuerte (Devlin., 2004). La localizacion
de estas cajas en la region operadora-promotora del gen del represor de mEp021
hacen notar que los bacteriéfagos han ido evolucionando a lo largo de los afios

presentando asi mosaicismos genéticos.

Por otro lado, nuestra region de interés presentd dos repetidos directos, cuya
secuencia consenso se muestra en la Figura 8, los cuales estan traslapados a los
promotores hipotéticos. Menos frecuente es que las regiones de inmunidad
presenten repetidos directos, aun asi ya han sido reportados en al menos dos fagos
cuyo represor los reconoce como es el caso del bacteriéfago Mu y del bacteriéfago
P2 (Krause y Higgins., 1985; Saha et al., 1987)

Partiendo de los resultados obtenidos en relacién a la funcionalidad del represor en
donde se demostrd que esta proteina era capaz de inhibir la infeccion por mEp021,
junto al analisis bioinformatico de la regidbn operadora-promotora localizada rio
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arriba del gen del represor, hipotetizamos que el represor era el responsable del
mantenimiento del estado lisogénico del fago, esto mediante su unién a sus

operadores en la region de inmunidad.

Es bien sabido que en ciertos fagos temperados las regiones de inmunidad se
caracterizan por presentar secuencias palindromicas o menos frecuente repetidos
directos, los cuales pueden estar traslapandose a promotores, que a su vez pueden
estar en forma divergente, dando origen a la transcripcion 1) del gen represor por
un lado y 2) por el otro de un ORF con funcién generalmente antagonica al represor,

pero pudiendo actuar como represor o como un regulador de la transcripcion.

Las regiones de inmunidad, como ya se hizo mencion, contienen al gen de un
represor, y a la par esta regién del represor se caracteriza por tener un promotor,
operador(es), una secuencia SD y posterior al gen un terminador transcripcional
(Kenny et al., 2006). Estas caracteristicas las cumple la region del gen del represor
de mEp021 (ORF 15).

Para confirmar parte de la hip6tesis en donde el represor es el responsable del
mantenimiento del estado lisogénico de mEp021, se disefié la construccion
pacycisacmMCh-OP-GFP (Figura 29 a) en la cual la region operadora-promotora se
encuentra flanqueada por el gen de GFP (sustituyendo al ORF 15) y por el gen de
mCherry (sustituyendo al ORF 14), posterior a esto, se realizaron los ensayos de
fluorescencia en presencia y ausencia del plasmido pkovsRepE. Los resultados
indican que esta region tiene promotores funcionales en direccién a los genes
reporteros,(caracteristicas de las regiones de control de inmunidad) y que
adicionalmente el represor esta regulando negativamente la expresion tanto de su
gen, como al ORF 14 (Gréficas 4 y 5), algo similar a lo observado en la
autoregulacién del represor del fago lambda, en donde el represor Cl a
concentraciones “altas” se encuentra unido a sus operadores, Or1, Orz2 y Ors, de
los cuales Ors y Or1 se encuentran traslapados a los promotores Prm y Pr,
inhibiendo la transcripcidon de su propio gen y del gen cro, respectivamente (Laredo
et al., 1998).
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Previo a la obtencion de la construccion pacvcisacmCh-OP-GFP, se evalud la
construccion pkovamCh-OP-GFP en la cepa W3110 y W3110(mEp021) y los
resultados sugirieron que el represor producido por la liségena, actuaba como un
activador para la transcripcion de su gen y del gen 14 (Grafica Suplementaria 1 y
2), esto podria ser debido a que en concentraciones bajas de represor, este puede
actuar como un activador, similar a lo que ya ha sido reportado en el bacteridfago A,
en donde a concentraciones “normales” de represor y por union cooperativa de dos
dimeros de CI a los operadores Or1 y Orz se incrementa la afinidad de la ARN
polimerasa por el promotor Prm debida a la interaccion proteina-proteina (represor
Cl-polimerasa) adicionalmente el contacto de la polimerasa con el ADN, lo que
favorece la transcripcion del gen cl  (Ptashne,2004). Sin embargo no se puede
descartar la accion de algun otro factor de la lisbgena, que pudiera dar este
comportamiento. Ademas es importante mencionar que tanto el vector pACYC184c
y pKQV4 son de bajo nimero de copias, con mas precision pACYC184c es de 4-7
y pKQV4 de 7-15 numero de copias, probablemente las diferencias vistas en los
niveles de fluorescencia, se pudieron deber a que hubo mayor cantidad del plasmido
pkovamCh-OP-GFP por tener mayor numero de copias, superando al represor
producido en la lisdbgena, esta podria ser otra razén, el efecto de activador del
represor. Sin embargo, este ensayo no se realizé a diferentes tiempos (otra razén
de méas) como en la construccion pacycisacmCh-OP-GFP, sino que fue evaluado de

un cultivo O/N.

Teniendo ya un sistema que simulaba la region operadora-promotora del gen
represor de mEp021 flanqueada por dos genes reporteros, el cual nos permitio
evaluar los niveles de fluorescencia emitidos en presencia y ausencia del represor,
nos propusimos evaluar la participacion del ORF 14. El ORF 14, se encuentra
flanqueando la regidn operadora-promotora en direccion contraria al gen del
represor (ORF 15). EI ORF 14 forma parte del bloque de replicacién del genoma de
mEp021, cuenta con su SD y su coddn de inicio y paro; los analisis bioinformaticos
muestran que posee dominios de unién a ADN (winged helix), estos dominios son
caracteristicos en los represores transcripcionales de Biotina, LexA y Arginina

(Wilson et al., 1992). La proteina generada por el ORF 14 esta conformada por 81
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aminoacidos similar a lo que vemos en Cro, la cual tiene una longitud de 66 aa y
Ner de 75 a4, tomando en cuenta los analisis in silico (los cuales nos sugerian que

se trataba de un represor transcripcional), procedimos a clonar este gen.

Teniendo la clonacion, realizamos un ensayo de expresion para verificar que la
proteina GE14 se producia, en la Figura Suplementaria 6 se muestra que con
induccion [0.1 mM de IPTG] la banda de 9.2 kDa correspondiente al peso de la

proteina se aprecia mejor.

Posteriormente se realizé un ensayo de goteo en tapiz. Hipotetizabamos, de que si
la proteina GE14 tenia funcién contraria al represor, cuando gotearamos el lisado
del fago mEp021 en un tapiz bacteriano portador del pkqvsaGE14, se iba a apreciar el
fenotipo de placas claras (debido a que el estado litico iba a predominar sobre el
lisogénico por la posible unién de GE14 a sus operadores), como lo reportado en el
antirepresor del fago SPC32H, aunque en este fago el antirepresor no compite con
el represor por los operadores, sino que la union es directamente al represor (Kimy
Ryu., 2013). Sin embargo en los resultados no se pudo apreciar las placas claras
(Figura Suplementaria 7).

Para tratar de esclarecer la funcion del ORF 14, se realiz6 un ensayo de
cuantificacion de fagos liberados en una lis6gena en presencia del pkov4aGE14, los
resultados muestran que la cantidad de fagos liberados no es proporcional a la
induccion con IPTG [0.1 y 0.5 mM] del producto del ORF 14, el nimero de fagos
liberados es parecido con fuga transcripcional y con induccion a [0.1 mM] de IPTG,
hubo un aumento notable de 3.7 veces con respecto al control
W3110(mEp021)/pKQV4 y aumentd ligeramente al transcurrir el tiempo en

presencia de pkqvaGE14 con y sin induccion (Gréfica Suplementaria 4).

Con el resultado obtenido en la liberacion de fagos, procedimos a evaluar si GE14
era capaz de reconocer alguna secuencia de ADN que estuviera en la region
operadora-promotora y provocar algin cambio en los niveles de fluorescencia, sin
inducir con IPTG la expresion de GE14 en la cepa W3110 no se observo que hubiera
algun cambio significativo en los niveles de fluorescencia emitidos por GFP (Gréfica

Suplementaria 5) ni por mCherry ( Grafica Suplementaria 6), lo cual nos sugeria
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fuertemente que la proteina 14 no tenia algun efecto sobre la region operadora-
promotora, y el dominio de unién a ADN podria no unirse a alguna secuencia de la
regioén operadora-promotora.

Por otro lado, también se realiz6 el ensayo de evaluacion de la fluorescencia
sobreexpresando a pkov4aGE14 con 0.5 mM de IPTG, en la Grafica Suplementaria
7 a) se observa que GE14 disminuye significativamente los niveles de fluorescencia
de GFP aunque la represion no fue tan marcada como en el caso del represor. Los
resultados sugieren que GE14 esta regulando negativamente la transcripcion del
gen del represor. Este resultado era el esperado, ya que en los fagos temperados
como A la proteina antagonica al represor, Cro es capaz de reconocer y unirse al
Ors el cual esta traslapado al promotor Prm, de esta manera inhibe la transcripcion
del represor CI (Ptashne et al., 1980).

Se ha reportado que la proteina Cro del fago PKO2, reconoce exclusivamente al
operador Ors el cual se encuentra traslapado al promotor del represor CB (Hammerl
et al., 2016), quisimos saber si GE14 aparte de regular negativamente al gen del
represor también era capaz de regular su transcripcion, los resultados aun no son
claros, la Grafica Suplementaria 7 b) muestra que la fluorescencia emitida por
mCherry disminuyo solo en una candidata portadora de pkov4aGE14, por este motivo

se planea realizar el ensayo con mas candidatas.

Entre lo minimo que sabemos de GE14 estan los resultados de los ensayos de
fluorescencia en una cepa W3110(mEp021) en presencia del plasmido
pacycisacMCh-OP-GFP, se aprecié que en GFP (sustituyendo al ORF 15) hubo una
disminucion significativa de fluorescencia, no asi, cuando se evalug la fluorescencia
emitida por mCherry (sustituyendo al ORF 14) en donde parecia que mCherry
incrementaba su fluorescencia, sin embargo esta diferencia no fue significativa con
respecto al control (Gréafica 5, cuarta barra), esto podria sugerirnos que GE14 se
expresa de manera basal en la lisdgena (si es que no interviene otro factor) y quizas
por esto, el represor no logré reprimir de manera eficaz su expresion. Otro dato,
aunque preliminar y no mostrado, que apoya la expresion basal de GE14 en la cepa

lisbgena es el que se observd cuando la funcién de pkov4aGE14 fue evaluada con
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fuga transcripcional sobre el plasmido pacvcisacamCh-OP-GFP en una cepa W3110
donde no se apreciaron diferencias significativas en los niveles de fluorescencia,
contrario a lo que se observé en una cepa lisdgena, en donde hubo diferencias
significativas en los niveles de fluorescencia, sugiriéendonos que la cantidad de
GE14 producida por el plasmido (la cual es poca, ver Figura Suplementaria 6) en
adicion a la que probablemente es producida por la liségena fueron suficientes para
apreciar un efecto en los niveles de fluorescencia. Sin embargo, para saber si esta

suposicion de la expresion basal es correcta, es necesario realizar mas ensayos.

Tomando en cuenta la localizacién de los probables promotores y operadores, junto
a la accién del represor, probablemente podemos descartar a los operadores que
son repetidos directos debido a que los ensayos de pacycisacmCh-OP-GFP en la
cepa lisdgena la fluorescencia de mCherry no esta disminuida como en el represor,
adicionalmente a que en el vector pkevamCh-OP-GFP la fluorescencia evaluada de
un cultivo O/N aumenta significativamente en la cepa liségena, sugiriéndonos que
el represor actia como activador tanto para GFP como mCherry, lo cual seria dificil

si los operadores fueran dos y estuvieran traslapados a los promotores divergentes.

Con respecto a los 3 operadores marcados en amarillo como OP2, es llamativa la
forma en que estan distribuidos, siendo que 2 se encuentran traslapados entre ellos
y con los probables promotores del ORF 14 y 15, algo parecido se observa en el
operador Oz del bacteriéfago Mu (Krause y Higgins., 1986), aunque el traslape entre
sus repetidos directos no cubre tantas bases como en los probables operadores de
mEp021.

Por otro lado de los 4 operadores marcados como OP1 en rectangulos naranjas
(Figura 6) algunos de ellos se encuentran traslapados a los probables promotores y
otros cercanos a la regién -35, lo cual podria explicar la funcion de activador del

represor para su propia transcripcion.

Por lo que concierne a GE14, sera muy interesante conocer mas acerca de su
funcibn y si reconoce a los mismos operadores que el represor.
En este estudio solo nos enfocamos en la region intergénica flanqueada por el
represor (ORF 15) y por GE14 (ORF 14). Sin embargo en el genoma de mEp021
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existen otras regiones intergénicas asi como una probable proteina Antirepresora,
queda para estudios futuros proponer el circuito regulatorio (que muy
probablemente intervienen otras proteinas) que mantiene el estado lisogénico en
mEp021.
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XI. CONCLUSIONES

La regién operadora-promotora del gen represor del bacteriofago mEp021
tiene por lo menos dos promotores divergentes, los cuales se encuentran
fuertemente regulados negativamente por el represor.

Los resultados sugieren que las secuencias reconocidas por el represor son
al menos dos y muy probablemente se encuentran traslapadas o rio abajo
con los promotores.

Las bacterias que portan tanto el plasmido pacycisacmCh-OP-GFP vy el
pkovaRepE tienen una disminucion en su crecimiento y en su viabilidad.

El represor aun con bandera de seis Histidinas en el extremo carboxilo
terminal es capaz de llevar a cabo su funcion, inhibe la infeccion de mEp021.
El represor (A120) es incapaz de llevar a cabo su funcion, permite la infeccién
de mEp021.

La proteina GE14 parece ser un regulador negativo de la transcripcion del

gen del represor.
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Xll. PERSPECTIVAS

¢ Caracterizar a los operadores del Represor y GE14 mediante cross-linking

reversible o DNase footprinting.

¢ Realizar ensayos de competencia que involucren a la ARN polimerasa, al
represor y a GE14 con el fin de conocer mas acerca de la regulacion de la

transcripcion.

¢ Evaluar cual(es) nucleodtidos de los operadores son importantes para ser
reconocidos por el represor, realizando mutagenesis al azar y después
dirigida por PCR.

¢ Caracterizar a los promotores en la regiébn operadora-promotora mediante

Primer extension.

¢ Realizar la evaluacion de los niveles de fluorescencia en el vector
pacycisacmMCh-OP-GFP en presencia de pkovaGE14 con distintas

concentraciones del inductor IPTG, durante un tiempo superior a las 4 horas.

¢ Evaluar los niveles de fluorescencia en ensayos donde el gen del represor y
GE14 estén en el lugar de GFP en el vector pacycisacmCh-OP-GFP y otros
en donde el gen del represor y GE14 se encuentren sustituyendo al gen de

mCherry, es decir se encuentren en forma cis.

@ Analizar y comprobar si el represor se une a otra regién en el genoma de
mEp021.

¢ Realizar una cocristalizacion del represor unido a sus operadores para

conocer los residuos especificos en la interaccion con el ADN.

¢ Caracterizar el extremo C-Terminal del represor y comparar las diferencias

con el dominio C-Terminal del represor C2 de P22.

¢ Evaluar sila box B presente en la regién operadora-promotora es reconocida

por la proteina N de A, P22 o la probable N de mEp021.
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XIV. APENDICE

Medios y Soluciones.
Medio Luria-Bertani

Se pesan 10 g de Bactotriptona, 10 g NaCl, 5 g de extracto de levadura, el pH se
ajusta con 200 pl de NaOH 10 N, cuando se preparan cajas se agregan 15 g de
agar bacteriologico, se afora a 1 L con agua destilada. Se esterilizar con autoclave
a 121°C (15 Ib de presion) durante 15 minutos.

Medio T ¢ suave

10 g Bactotriptona, 10 g agar, 2.5 g NaCl, 2 ml NaOH 2 M. Agregar 1 ml MgSO4 1
M cuando se preparan cajas. Llevar a un litro con agua destilada. Esterilizar con

autoclave.
TMG

11.7 g NaCl, 1 g gelatina, 1 ml Tris HClI 1 M a pH 8.0, 0.5 ml MgSO4 1 M. Ajustar el
pH a 7.4 con KOH. Esterilizar con autoclave

SOC

Se pesan 20 g de Bactotriptona, 5 g de extracto de levadura y 0.5 g de NacCl, los
solutos se disuelven y se afiaden 10 ml de 250mM de KClI, el pH se ajusta a 7 con
NaOH 5 N, el volumen se ajusta a 1 L y se esteriliza por autoclaveo, antes de usar
se le afiaden 5 ml de una solucion de MgCl2 2M y 20 ml de una solucién de glucosa
1 M, posteriormente se esteriliza por filtracion.

DEAE Celulosa equilibrada

200 gr de DEAE celulosa se colocan con 1 L de HCI 0.05 N, se adiciona NaOH para
ajustar el pH, que debe ser cercano al de LB (6.8), la resina se deja sedimentar y el
sobrenadante se decanta, posteriormente se realizan 3 lavados con medio LB, al
volumen final de resina se le agrega un 25% de medio LB, la DEAE celulosa

equilibrada se esteriliza y posteriormente se almacena a 4°C.
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Soluciones para extracciéon de plasmido mediante Miniprep
Solucion |

50 mM de glucosa
25 mM Tris-HCI (pH=8)
10 mM EDTA (pH=8)

La solucién se prepara a partir de soluciones stocks, autoclavadas a 121°C a 15 psi
por 15 minutos, a excepcion de la glucosa, la cual se esteriliza mediante filtracion.

Se almacena a 4°C.
Solucién |l

0.2 N NaOH.
1% (W/v) SDS

La solucion se prepara al momento y se usa a temperatura ambiente.
Solucion 1l

5 M Acetato de potasio 60.0 ml

Acido acético glacial 11.5 ml

H20 28.5 ml

La solucion se mantiene a 4°C

Soluciones para células quimiocompetentes.

Tfb 1: 500 ml.
30 mM KOAc 3 ML DE UN STOCK 5M.
100 mM RbCl, 6g.
10 mM CacCl, 5 ml de un stock 1M.
50 mM MnCl,*4H,0 12.5 ml de un stock 2 M.
GLICEROL AL 15% V/V 75 ml de un bote al 100%.
pH 5.8 W/ DILUIR EN ACIDO ACETICO
ESTERILIZA POR FILTRACION O POR AUTOCLAVE.
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Tfb 11: 500 ml.

10 mM MOPS (O PIPES) 1G.
75 mM CaCl; ' 37.5ml de un stock 1 M
10 mM RbCl;, ' 10 ml de un stock 0.5 M

GLICEROL AL 15% 75 ml de un bote al 100%
pH 6.5-6.8 CON KOH/NaOH
ESTERILIZA POR FILTRACION O EN AUTOCLAVE

Soluciones para las electroforesis

Buffer stock TAE 50X

242 g tris, 57.1 ml &cido acético, 100 ml EDTA 0.5 M pH 8.0. Llevar a un litro con
agua destilada

Buffer de carga

0.25% (w/v) azul de bromofenol
0.25% (w/v) Xylene cyanol
30% glicerol en H20
Soluciones para los geles de proteinas
Gel de proteinas

Acrilamida 30%, 2.7%bis
Acrilamida 29.2 g
Bis-acrilamida 0.8 g

Aforar a 100 ml.

Gel separador 16%

3.2 ml de Bis-acrilamida, 1.5 ml de buffer Tris-HCI pH=8.8, 60 ul de SDS al 10%, 1.5
ml de H20, 50 ul de persulfato de amonio, 10 ul de TEMED.
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Gel concentrador 4.25%

0.825 ml de Bis-acrilamida, 1.56 ml de Tris-HCI pH=6.8, 62.5 pl de SDS al 10 %,
3.75 ml de H20, 100 pl de persulfato de amonio, 20 yl de TEMED.

Tris-Glicina (Tris 0.25 M pH=8.3; Glicina 1.92 M)
Trisma-base 7.5 ¢

Glicina 37.5¢

Aforar a 250 ml de H20

Buffer de Tanque

Tris-glicina 50ml

SDS al 10% 5 ml

Aforar a 500 ml de H20.

Buffer de tratamiento

2.5 ml de Tris-HCI pH=6.8, 4 ml de SDS al 10%, 2ml de glicerol, 1 ml de 2-
mercaptoetanol, una pizca de bromofenol, se afora a 10 ml.
Western Blot

Buffer de transferencia

Se colocan 50 ml del buffer de tanque, 5 ml de SDS al 10%, 100 ml de metanol para

llevar a un volumen final de 500 ml con agua destilada.
PBS (Phosphate Buffered Saline) 1x
Se pesan 8.06 g de NaCl, 0.22 g KCI, 1.15 g de Na2HPO4, el pH se ajusta a

7.4, se afora a un volumen de 1 L con agua Milli-Q o destilada y se almacena a

temperatura ambiente.
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Purificacion de proteinas

Se prepararon soluciones stock de Tris-HCI 1M pH=8.0 y NaCl 5 M las cuales se

utilizaron para la hacer los distintos buffers.

Buffer de lisis

50 mM Tris-HCI

100 mM NaCl

Buffer de lavado

50 mM Tris-HCI

100 mM NacCl

20 mM Imidazol

Buffer de Elucion

50 mM Tris-HCI

100 mM NaCl

300 mM Imidazol
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XV. ANEXOS

Anexo 1. Ensayo de infeccibn de mEp021 en una cepa
W3110(mEp021)/pkevaRepE, con induccidén [0.1, 0.25y 0.5 mM] de IPTG.

W3110(mEp021)/prepE
SIS,

Anexo 2. Evaluacién de la fluorescencia: pkova mCh-OP-GFP

Previo a la obtencion de la construccion pacvcisacmCh-OP-GFP, se genero la
construccion pkovamCh-OP-GFP, posterior a la transformacién en bacterias W3110
y W3110(mEp021) se evalud su funcionalidad en 2 candidatas, este ensayo se
realiz6 a partir de un cultivo O/N ajustando a una O.Dsoonm de 1. Como se aprecia
en la Grafica Suplementaria 1, la fluorescencia leida en 510 nm correspondiente a
GFP en las dos candidatas (C-1 y C-2) aumento notablemente en las bacterias
W3110(mEp021) siendo el aumento de 14.2 veces comparandola con las
candidatas (C-1 y C-2) en las bacterias W3110, sugiriéndonos que un factor de la
lisbgena parecia que estaba actuando como un activador para la transcripcion del

represor lo que se reflejé en la fluorescencia por GFP (esta es una probabilidad).
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Grdfica Suplementaria 1. Evaluacion de la fluorescencia emitida por GFP en la construccion pxquamCh-OP-GFP. La
fluorescencia fue evaluada en cepas W3110 y W3110(mEp021) a 510 nm. C-1, C.4, Candidata 1y 4, respectivamente.

CEPA DiA1 DIiA 2
W3110(mEp021)/pkavaGFP 3193 3293
W3110(mEp021)/pIET1.2bluntd 1107 1049
C1-W3110/pkavamCh-OP-GFP 4703 3005
C4-W3110/pkavamCh-OP-GFP 5021 2846
C1-W3110(mEp021)/pkavamCh-OP-GFP 46893 49446
C4-W3110(mEp021)/pkavamCh-OP-GFP 63544 50898
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Por otro lado, también se evaluo la fluorescencia de mCherry a 610 nm, y similar a
lo que observamos con GFP, el represor producido por la lisdgena parece actuar
como activador para la transcripcion del ORF 14(representado por mCherry)
(Grafica Suplementaria 2) lo que se ve reflejado en el incremento de 4.1 veces de

los niveles de fluorescencia en las cepas lisdgenas comparadas con las cepas wild

type.
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Grdfica Suplementaria 2. Evaluacion de la fluorescencia emitida por mCherry en la construccion pxquamCh-OP-GFP. La
fluorescencia fue evaluada en cepas W3110 y W3110(mEp021) a 610 nm. C-1, C.4, Candidata 1y 4, respectivamente
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CEPA

DiA1 DIiA 2
W3110(mEp021)/pkavaGFP 646 587
W3110(mEp021)/pIETL.2bluntd 6059 5248
C1-W3110/pkavamCh-OP-GFP 4917 6998
C4-W3110/pkavamCh-OP-GFP 3547 5293
C1-W3110(mEp021)/pkavamCh-OP-GFP 11197 22875
C4-W3110(mEp021)/pkavamCh-OP-GFP 23445 22613

Anexo 3. Construccion de pkovaGE14

Con el fin de averiguar si la proteina proveniente del ORF 14 con dominio de unién

a ADN era capaz de unirse a la regidén operadora promotora, se decidio clonar este

gen en el vector pKQV4.

Amplificacién del ORF 14

Fueron disefiados los oligonucledtidos los cuéles incluian sitios de restriccion para

las enzimas 5’-EcoRI y 3’-Hindlll, adicionalmente el cebador reverso posee una

base degenerada, W, la cual puede modificar el codén de paro por un residuo de

lisina y continuar con la lectura de la bandera de seis Histidinas. Se efectué la PCR

y el amplicon de 309 pb fue visualizado en un gel de agarosa (Figura Suplementaria

1).

Figura Suplementaria 1. Amplificacion del ORF 14. Gel de electroforesis al 1% del producto de PCR del ORF 14, fragmento
esperado de 309 pb, como molde se utilizo ADN previamente extraido de mEp021 y lisado de mEp021. (-) control negativo.
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Clonacion del ORF14 en el vector de transicion pJET1.2 blunt

La banda del producto de PCR fue cortada y purificada y se procedio a realizar la
reaccion de ligacion con el vector pJET1.2 blunt, siguiendo con la transformacion en
bacterias DH5a quimiocompetentes. Las candidatas fueron resembradas, para su

posterior analisis.

Seleccidén y comprobacion de candidatas con el ORF 14

De las candidatas resembradas se seleccionaron 6, a las cuales se les realiz6 PCR
de colonia, como se muestra en la Figura Suplementaria 2 a), las seis candidatas
seleccionadas amplificaron la regidn de interés, posterior a esto se les extrajo el
plasmido, se verifico la integridad del plasmido (Figura Suplementaria 2 b), como se
observa, fue poco pladsmido el extraido de la candidata 1, por este motivo se
descarto para el siguiente ensayo, de las demas candidatas se realizé una digestion
con las enzimas EcoRl y Hindlll, con el fin de conocer cuales eran capaces de liberar

el fragmento de 309 pb. Solo cuatro liberaron el fragmento (datos no mostrados).

2 @3 ca & co

Figura Suplementaria 2. Comprobacion de las candidatas portadoras del ORF 14. a) electroforesis en gel de agarosa al
1% del producto de PCR de colonia de las candidatas p,erGE14. Amplicon esperado de 309 pb. b) Integridad del ADN
plasmidico extraido de las candidatas.
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Clonacion del ORF 14 en el vector pKQV4

Se procedié a secuenciar a la candidata 2 y 5. Estas presentaron el nucleétido que
traducia para un coddn de paro, de este resultado se continué con el ensayo de
doble digestion, tanto del vector pkovaGFP y de las candidatas 2 y 5 con las enzimas
EcoRI y Hindlll. Como se aprecia en la Figura Suplementaria 3, de las candidatas
se libero el fragmento de 285 pb correspondiente al ORF 14 y del vector pkovaGFP
se liber6 el gen de GFP de aproximadamente 700 pb, se cortaron y se purificaron
las bandas de interés, para posteriormente realizar una reaccion de ligacion en

proporcion 3:1. Seguida la transformacion en bacterias DH5a quimiocompetentes.

Figura Suplementaria 3. Doble digestion de los pldsmidos pkquaGFP 'y pier1.26untGE14. Gel de electroforesis al 1% de la
doble digestion con las enzimas EcoRl 'y Hindlll, fragmento esperado por las candidatas de 285 pb. C: P;erGE14.

Obtencién y comprobacion de candidatas de pkovaGE14

De la transformacion solo se obtuvo 1 candidata y cero en los controles del vector
ligado y sin ligar. Se procedié a resembrar y extraer el plasmido para después
comprobar que tuviera insertado el ORF 14 mediante una reaccion de PCR.
Afortunadamente la candidata presentaba el ORF 14, como se puede apreciar la
banda correspondiente a los 309 pb (Figura Suplementaria 4).
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Figura Suplementaria 4. Amplificacion del ORF 14.A partir del ADN plasmidico (pxquaGE14) de la tnica candidata obtenida
se realizé la amplificacion del ORF 14 y se corrid en un gel de agarosa al 1%, amplicon esperado de 309 pb.

Secuenciacion de la candidata: GE14

Para verificar que la candidata no presentar4 ninguna mutacién, se procedio a

secuenciarla utilizando el oligonucleétido Forward del ORF 14. La secuencia no

presentd ninguna mutacién (Figura Suplementaria 5) aunque no hubo lectura clara

del coddn de inicio, por tal motivo se secuencié con el oligonucle6tido Reverse

(Anexo 19) y de esta forma se comprobd la presencia del codon de inicio.

GE14
GE14pk

GE14
GE14pk

GE14
GE1dpk

GE14
GE14pk

GE14
GE14pk

ATATATTACGTTCACAAGGCTTTTEATAT TCECCTEAAT AACAATGATCATATGCAAAAS
————————— GTTCECAAGECTTTTGATAT TCOCCTRAATAACAATGATCATOTOCARARA

R R Y A e L R Ry R S R R L s

CTTATCTTAATTECACTOGCAACAAAGGCCLOATECAACGECAARAGTGAAGT AACTCCG
CTTATCTTAATTECACTGGCAACAAAGECCOOATECAACGECAAAAGTGAAGT AACTICG

B e e e

AN AGAT OO aaARATETOCGARATTTCATTACGTRACACTATCTCTGCACTACATCAS
QAN AGAT GO aaARATOTOCGARATTTCOT TACGTRACACTATCTCTGCACTGCATCAS

e AR R e e e e e R e

CTEAAAAGAAGCOGCCTOAT TAGCCAGCT TOCAGRCTTCTTCTATGT T TATCAGT TAATG
CTEAAAAGAAGCOGCCTOATTAGCCAGCT TOCAGRCTTCTTCTATGT T TATCAGT TRATG

B e e e e b

TTTTAG= === == == === = === === =@ =@ m o=@ @@ e @ memeaeceoeeaeeoa-
TTTTAGCATCACCATCACCATCACTAAGE TTGGECTATT T TGECGEATGAGAGAAGATTTT

R

2]
51

128
111

138
171

2448
231

248
291

Figura Suplementaria 5. Alineamiento del ORF 14 silvestre vs GE14 en pKQV4. Como se muestra, la secuencia no presentd

ninguna mutacion.
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Anexo 4. Expresion de la proteina GE14

Con el fin de visualizar la produccion de la proteina GE14 proveniente de
pkovaGE14, se realizo el gel de proteinas, tomando alicuotas cada hora durante 4
horas, partiendo de una ODsoonm de 0.2, se indujo con IPTG [0.1mM], en cada hora
se ajustaron los cultivos a una OD esoonm de 0.4. En la Figura suplementaria 6 se
muestran en los primeros dos carriles, los controles utilizados, los cuales fueron la
bacteria W3110 con pKQV4 con y sin induccion de IPTG a la hora 4. El peso de la

proteina es de 9.2 kDa y la banda correspondiente al peso, se logré apreciar mejor
cuando se indujo con IPTG.

4h 1h 2h 3h 4h

A

pkava 4 4
pravaGE14 -
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Figura Suplementaria 6. Expresion de GE14. Gel de proteinas de la bacteria W3110 con el vector vacio y con pxqvaGE14.
Se visualiza la banda de 9.2 kDa correspondiente a GE14, la induccion fue realizada con [0.1 mM de IPTG].

Anexo 5. Evaluacion del fenotipo de placa producido por la proteina GE14 en
un tapiz bacteriano

Con el fin de identificar si la expresién del ORF 14 podia producir el cambio de
fenotipo de placa turbio a claro y ver si era un elemento importante en el ciclo litico,
realizamos tapices de la bacteria W3110 portadora del plasmido pkqvaGE14 y
goteamos diluciones seriadas del lisado de fago mEp021 de fenotipo de placa turbia

y a manera de comparacion también se gotearon diluciones seriadas del lisado de
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mEp021 que produce fenotipo de placa clara. En la Figura Suplementaria 7 se
aprecia que no hubo un cambio de fenotipo de placa turbia a clara, ni con fuga
transcripcional ni con induccion con IPTG [0.1 y 0.5 mM]. Esto nos sugeria que el

ORF 14 podria no tener funcionalidad contraria al represor.

mEp021 4
F.Claro. /

Figura Suplementaria 7. Evaluacién del fenotipo de placa producido por el ORF 14 en un tapiz bacteriano W3110. E/
pldsmido pkavaGE14 fue inducido con IPTG [0.1y 0.5 mM] y diluciones seriadas del lisado de mEp021 que produce fenotipo
de placa turbio fueron goteadas, a manera de comparacion también se goted diluciones seriadas del lisado de mEp021
que produce fenotipo de placa clara.

Anexo 6. Ensayo de liberacion de fagos en una bacteria W3110(mEp021)
transformada con el plasmido pkov4sGE14

Para conocer si la expresion del ORF14 influia a la liberacion de fagos en una
lisogéna, realizamos el ensayo, partiendo de cultivos O/N de
W3110(mEp021)/pKQV4 y W3110(mEp021)/pkovaGE14, los cuéles fueron
empastillados y lavados con PBS, para posteriormente ajustar a una O.Deoonm de
0.2, en este punto se indujeron con IPTG a[0.1.y 0.5 mM]y se siguio el crecimiento
durante 4 horas. Como se aprecia en la Gréfica Suplementaria 3, la expresion de
pkevaGE14 parece no afectar el crecimiento de la bacteria lisogéna, ya que es muy

similar al crecimiento del control.
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W3110(mEp021)/pKQV4
W3110(mEp021)/pKQV4 [0.1 mM]IPTG
W3110(mEp021)/pKQV4 [0.5 mM] IPTG
W3110(mEp021)/pkovsGEL4

27 W3110(mEp021)/pkevsGEL14 [0.1 mM]IPTG
W3110(mEp021)/pkevsGEL14 [0.5 mM] IPTG

I B

+

0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

TIEMPO (Hr)

Grdfica Suplementaria 3. Curva de crecimiento de W3110(mEp021)/pkqvaGE14. El crecimiento fue sequido durante 4
horas, las bacterias fueron inducidas con IPTG [0.1 y 0.5 mm].

CEPA/TIEMPO (Hr) 0 1 2 3 4

W3110(mEp021)/pKQV4 0.2 0.7176 1.1837 2.277 3.026
W3110(mEp021)/pKQV4 [0.1 mM] IPTG 0.2 0.7647 1.2814 2.649 3.377
W3110(mEp021)/pKQV4 [0.5 mM] IPTG 0.2 0.6985 1.1803 2.356 3.105
W3110(mEp021)/pkQV4GE14 0.2 0.7063 1.1837 2.303 2.991

W3110(mEp021)/pkQV4GE14 [0.1 mM] IPTG 0.2 0.7222 1.2412 2.632 2.995
W3110(mEp021)/pkQV4GE14 [0.5 mM] IPTG 0.2 0.704 1.2261 2.474 2.624

En cada hora se midié la densidad y se ajusto a la menor densidad, las alicuotas se
empastillaron y se tomaron muestras del sobrenadante para realizar diluciones de
-2, -4, -6 y -8 para posteriormente gotearlas en un tapiz de W3110, con el fin de
conocer la cantidad de fagos liberados de la liségena en presencia de pkovaGE14,

como control se meti6 a la cepa W3110(mEp021)/pKQV4 Figura Suplementaria 8.
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pxuanEid 1N

[0.5 mM]

W3110;

Figura Suplementaria 8. Conteo en tdpiz de W3110 de los fagos liberados por W3110(mEp021)/pKQV4 y
W3110(mEp021)/pxqvaGE14. En a) se muestra del lado derecho los fagos liberados por W3110(mEp021)/pKQV4 y del lado
izquierdo los fagos liberados por W3110(mEp021)/pxqvaGE14 a la primera y sequnda hora, en b) similar a a) se muestran
los fagos liberados a las 3 'y 4 horas. Las bacterias fueron evaluadas en presencia y ausencia de IPTG, a concentraciones de
0.1y 0.5mM.

En la Grafica Suplementaria 4 se muestran las UFP/ml provenientes tanto de
W3110(mEp021)/pKQV4 como de W3110(mEp021)/pkov4aGE14 versus tiempo,
como se observa, hay un incremento de fagos liberados en presencia de
pkovaGE14, aunque pareciera que la inducciéon con 0.1 mM de IPTG y la fuga
transcripcional liberan un nimero parecido de fagos, con la concentracion de 0.5
mM se esperaria que incrementara la liberacién, sin embargo las UFP/ml son
menores que las dos condiciones anteriores, pero a su vez mayores que los
controles. Estos resultados sugieren que el ORF 14 de alguna manera esta

promoviendo la liberacién de fagos, pero no como se esperaria para un antirepresor.

1.0910 °
—— W3110(mEp021)/pKQV4
8.0310 ° - —= W3110(mEp021)/pKQV4 [0.1 mM]IPTG
_ —= W3110(mEp021)/pKQV4 [0.5 mM]IPTG
£ 6.09810 ° —— W3110(mEp021)/pkQev4GE14
& 4.0%10°1 ~* W3110(mEp021)/pkQev4GE14 [0.1 mM]IPTG
> ' —*— W3110(mEpO021)/pkevaGE14 [0.5 mM]IPTG
2.09410°
0 ¥ T T T 1
0 1 2 3 4 5

TIEMPO (hr)

Grdfica Suplementaria 4. Liberacion de fagos provenientes de las bacterias W3110(mEp021)/pKQV4 y
W3110(mEp021)/pxqvaGE14. Las UFP/ml fueron calculadas a partir de los ensayos en tapiz, se tomd una alicuota cada
hora durante 4 horas.
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CEPA/TIEMPO
W3110(mEp021)/pKQV4
W3110(mEp021)/pKQV4 [0.1 mM] IPTG
W3110(mEp021)/pKQV4 [0.5 mM] IPTG
W3110(mEp021)/pKQV4GE14
W3110(mEp021)/pkQV4GE14 [0.1 mM] IPTG
W3110(mEp021)/pKQV4GE14 [0.5 mM] IPTG

UFP/mI

o O O O

UFP/mI2
1.00E+05
1.00E+05
1.00E+05
4.20E+05
3.40E+05
3.60E+05

UFP/mI3
2.60E+05
1.00E+05
1.80E+05
7.80E+05
7.60E+05
4.80E+05

UFP/ml4
1.80E+05
2.00E+05
1.60E+05
7.20E+05
7.00E+05
5.40E+05

Anexo 7. Ensayo de fluorescencia: pacvcisacmCh-OP-GFP + pkovaGE14

Con el fin de conocer el efecto del ORF 14 sobre la regién operadora-promotora, se
realizé la evaluacion de la fluorescencia en la cepa W3110 en presencia de
pkovaGE14. En la Gréfica Suplementaria 5, se muestra la fluorescencia emitida por
el plasmido pacycisacmCh-OP-GFP y pacycisacmCh-OP-GFP+ pkovaGE14 leida en
510 nm, como se pudo apreciar, no hubo diferencia estadistica significativa, lo que
nos sugeria que el producto del ORF 14 no estaba uniéndose a la region operadora-

promotora del lado del gen del represor (ORF 15).
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Grdfica Suplementaria 5. Evaluacion de la fluorescencia emitida por GFP en presencia de pxqvsGE14 en la cepa W3110.
Nota: V1y V2; candidatas que presentaron un fenotipo muy brillante al ser expuestas a luz UV.
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CEPA/GFP 510 nm RFU 1 510nm RFU2 510 nm RFU 3
W3110 664 803.6667 525.3333
W3110/pacycisacmCH-OP-GFP V1 5123.333 5209 5823
W3110/pacycisacmCH-OP-GFP V2 6766 4275.333 4917
W3110/pacvcisacmCH-OP-GFP+

pkovaGE14 V1 8647 4164.667 8159.333

El ensayo también se realiz6 midiendo la fluorescencia emitida por mCherry y como

se muestra en la Grafica Suplementaria 6, tampoco hubo diferencia significativa en

presencia de la proteina 14, lo que nos sugeria que el producto del ORF 14 no se

estaba uniendo a la region operadora-promotora del lado de su propio gen.

500 -
400 -

. 3004

F

© 200

100-

mCherry s1onm

Grdfica Suplementaria 6. Evaluacion de la fluorescencia emitida por mCherry en presencia de PxqusGE14 en bacterias
W3110. Nota: V1 y V2; candidatas que presentaron un fenotipo muy brillante al ser expuestas a luz UV.
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CEPA/mCherry 610 nm RFU 1 610nm RFU2 610nm RFU 3

W3110 174 145 171.3333
W3110/PacycisacmCH-OP-GFP V1 348.6667 279.6667 321
W3110/pacycisacmCH-OP-GFP V2 350.6667 260 318.6667
W3110/pacvcisacmCH-OP-GFP+

pkovaGE14 V1 302.6667 200.6667 428.3333

Ensayo de fluorescencia con induccion: pacycisacmCh-OP-GFP + pkovaGE14
con [0.5 mM de IPTG]

La evaluacion de la fluorescencia en bacterias W3110, también fue realizada al
inducir a pkovaGE14 con [0.5 mM de IPTG], como se muestra en la Gréfica
Suplementaria 7 a), los niveles de fluorescencia de GFP disminuyeron
significativamente a las 4 horas de crecimiento, sugiriéndonos una funcion de
represor de GE14. Por otro lado (Grafica suplementaria 7 b), los niveles de
fluorescencia de mCherry disminuyeron solo en 1 candidata, por lo cual se planea
repetir el experimento para verificar la funcion de GE14 y asegurarnos de la

reproducibilidad en todas las candidatas.
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Grdfica Suplementaria 7. Evaluacion de la fluorescencia en presencia de pkqvsGE14 inducida con [0.5 mM de IPTG] en la
cepa W3110. En a) la evaluacion de la fluorescencia emitida por GFP y en b) evaluacion de la fluorescencia emitida por
mCherry. Nota: V1 y V2; candidatas que presentaron un fenotipo muy brillante al ser expuestas a luz UV.

CEPA/GFP 510 nm RFU 1 510nm RFU2 510 nm RFU 3
W3110 664 803.6667 525.3333
W3110/pacycisacmCH-OP-GFP V1 5394 6016.333 4773.667
W3110/pacycisacmCH-OP-GFP V2 4941 5606 4276.667
W3110/pacycisacmCH-OP-GFP+

PkovaGE14 V1 0.5 1 3168 3793.667 2544.667
W3110/pAcyc134CmCH-OP-GFP+

P kovaGE14 V2 0.5 | 2501 3480 1523
CEPA/mCherry 610 nmRFU 1 610 nm RFU 2 610 nm RFU 3
W3110 174 103.6667 138.5
W3110/acyc1sacpmCH-OP-GFP V1 363.3333 285.3333 324
W3110/pacycieacmCH-OP-GFP V2 268.6667 247.3333 257
W3110/pacycisacmCH-OP-GFP+

PkovaGE14 V1 0.5 1 165 155 160
w3110/pacvcisacmCH-OP-GFP+

PrkovaGE14 V2 0.5 1 224.3333 62.66667 143
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Anexo 8. Electroferograma de paet1.26untOP3

AAAAAA W AN ANAAAA A B ASAAN AN A AN N AAANAAAANARA AN AN AR

MNMMAN AN ANSANANAN AN lllllllludiillihlulilili

Anexo 9. Electroferograma de pkovaOP-GFP (Fw)

OP GFP Fw3-27-19-5-43 PM.ab1 (363 bases)
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Anexo 10. Electroferograma de pkovaOP-GFP (Rv)

OP GFP low3-26-19-3-35 PM.ab1 (523 bases)
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Anexo 11. Electroferograma de pietRepE (Fw)

Anexo

REP6xHis
R3rv

REP6xHis
R3rv

REP6xHis
R3rv

REP6xHis
R3rv

REP6xHis
R3rv

REP6xHis
R3rv

REP6xHis
R3rv

REP6xHis
R3rv

R3 FWO11428018412¢18 PMab1 (750 bases)

Coddnde paro  6xHis

..... CA---mmmmmmmm e mmm e e - - ATGTCAAAGC TTAGTGATGGTGATGGT

CTGAGCATATTGTAGGAGATCTTCTAGAAAGATATGTCAAAGCTTAGTGATGGTGATGGT
= RERREAREARRR AR RN R RN

GATGTGGCAGGTTTACGATCTTCGCATCAACCACCACGCCTATAATTTTTGATTCTGGAT

GATGTGGCAGGTTTACGATCTTCGCATCAACCACCACGCCTATAATTTTTGATTCTGGAT
B R K R R KRR R R R

TCATAGGGATTGGCGGATACAGCGGATTGAGCGAACGCARAAGTCTTTGACCTCCATCAA
TCATAGGGATTGGCGGATACAGCGGATTGAGCGAACGCARAAGTCTTTGACCTCCATCAA
RO R K R K K R KK R 6 R KK R KRR

TAATCAACTGTTTAAACGTCGGTACCTGCCCCTCCTCCAATTGGGCTATAACCAGTTTGE
TAATCAACTGTTTAAACGTCGGTACCTGCCCCTCCTCCAATTGGGCTATAACCAGTTTGC

TR O O KOO KO K K0 KOO KK KOO X KRR

COTCAATAGCTGGCGCGTGCGGATCGACAAGTATCATCGTCCCCGCTGGTATACTCAATC
CGTCAATAGCTGGCGCGTGCGGATCGACAAGTATCATCGTCCCCGCTGGTATACTCAATC
RO R R K K R R KRR R

CTTGCGGCGCGTTCATTGATTCGCCTTTAGCTACCAGCCAATAACTATCATCTGAACAAA
CTTGCGGCGCGTTCATTGATTCGCCTTTAGCTACCAGCCAATAACTATCATCTGAACAAA
KO HOR R R KK KK K IOK KR RO O8O KO KK R R

TAACGCTAGTCGTAACGTGTGGTAATGTTGATCGCCTTGCATCTTCCATATTGTTTACTA
TAACGCTAGTCGTAACGTGTGETAATGTTGATCGCCTTGCATCTTCCATATTGTTTACTA

BT T T TP PP PP

CATCCTTCCAGTCAACAACCGGGTAACTACCTAAATCACGCGGLGGLGCTCCCGGLAACG

CATCCTTCCAGTCAACAACCGGGTAACTACCTARATCACGLGGLGGLGCTCCCGGLAALG
RO HOR K R R KR K IR K R O 66K K KO R R R

6o

29

89
120

143
180

209
240

269
300

329
360

389
429

449
488

3 6660

12. Alineamiento de psetTRepE3 (Rv)

TGTTAGAAACAGAATCATCAATGACCATTCCATCATGTGTGACAGTGAACTGCCGACGCC
TGTTAGAAACAGAATCATCAATGACCATTCCATCATGTGTGACAGTGAACTGCCGACGLC

FEEERFREKREKEREFERRRERRRAKRRRRRRRRRRRRKEREK KRR KRR RAREKKRREKE

CAAGCGCCCGCATGATACGCGCAATATCTTCAAGATTTGGCTLACGTCTACCGTT -CAGC

CAAGLGCCCGCATGATACGCGCAATATCTTCAAGATTTGGCTLGCGTCTACCGTTTCAGC
B e KEERRARERR KKK

509
540

568
600
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Anexo 13. Electroferograma de pkovaRepE (Fw)

e
R3 FWD11-28-15-12-18 PM.abi (750 bases)

Anexo 14. Electroferograma de pkovaRepE (Rv)

R3 RV11-28-18-1-35 PM.abl (750 bases)

CT 6 A8 CATAT T GTAG G AG ATCTT CTAG AAAG ATAT GT CAAAGC TTAGT GAT 66T GAT 66T GAT 6T GGCA GG TTTACGATCTT CEGCATCAACCAC CACGC

TGT 6

cC6G6T 66 GCTGEECGEGCEGTGCGEGATCGA GCTGGETATACTCAA
e T40 e try

rrrrr GCGGCGEGCGEGTTCATTGEGATTCECCTTTAGCTACCAGC CAATAACTAT CATCT GAACAAATAACGCTAGTCGEGTAACGTGTGETAAT GT TEAT CGC C
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Anexo 15. Electroferograma de pkov4RepE (A120)

I0-19-5-01 AA 5T (550 beees]
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Anexo 17. Electroferograma de la candidata 2 (mutada) de pkovaGE14

fusionada al Tag de Histidinas

‘ WA Y VW Y /) ‘ AWand “ VWYY “ ) “
T TAT® Y A A y A o A TY V.6 G AA 8T TTC G T ATA GC TCC TTT TV TYTHET I TECAAG T T CEFC G C r©Her¥ C A AG

Anexo 18. Electroferograma de pkqvaGE14 (Fw)

T (543 bases)

m‘uhmd..hmmm..nmmluAmmhuumﬂmmmAhd“mdmmwn

ummumhmm mmMunuunhnAmmumnhmm.hm.mm.uuhun
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Anexo 19. Electroferograma de pkovaGE14 (Rv)

GE14Rv10-15-19-10-04 AM.ab1 (471 bases)
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de secuencias palindromicas, repetidos directos,

Localizacion

Anexo 20.

cajas CAAT, GC, box A, box B, probables promotores y sus cajas -10y -35 en

laregion intergénica del ORF 14 y el ORF 15
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Anexo 21. Evaluacion de la fluorescencia de pacvcisacOP-GFP en presencia

de pkevaRepE

CEPA DiA 1 DIA 2 DIA 3
W3110/pACYC184c 1742.67 1843.66 1633.33
W3110(mEp021)/pACYC184c 1564.667 1620.67 1877.33
C2-W3110/pAcYC184cOP-GFP 34804.33 27032.33 22258.66
C10 W3110/pAcyc184cOP-GFP 32432.33 23617.66 23501
C2-W3110/pAcyC184cOP-GFP+pkQVv4aRepE 9803 9173.66 9078.66
C10 W3110/pAcyc184cOP-GFP+pKkQVv4RepE 10656.66 9347.66 7648.33
C2-W3110/pAcyC184cOP-GFP+pKkQV4RepE | 14201 18613 24521
C10 W3110/pAcyc184cOP-GFP+pKQV4RepE | 6379 23077.66 26107
C2-W3110(mEp021)/pAcYC184cOP-GFP 37333.66 27421 25064.66
C10 W3110(mEp021)/pAcYC184cOP-GFP 34918 37047 27531
C2-W3110(mEp021)/pAcYC184cOP-GFP+pkQVv4RepE 15811.67 14317.66 11959
C10 W3110(mEp021)/pACYC184cOP-GFP+pKQV4RepE 16958 14515.33 10922
C2-W3110(mEp021)/pAcYC184cOP-GFP+pkQVv4RepE |  24131.33 20948 20147
C10 W3110(mEp021)/pAcYC184cOP-GFP+pkQv4RepE | 25351.33 21654 27356.66

Anexo 22. Evaluacion de la fluorescencia emitida por la proteina GFP en la

construccion pacycisacmCh-OP-GFP

CEPA/TIEMPO 15.1 15.2 15.3

W3110 532.6667 675.6667 543.3333
W3110(mEp021) 432.6667 604 666.6667
W3110/pAcyc184cmCh-OP-GFP 22781 11663.33 11848.67
W3110(mEp021)/pacyci84cmCh-OP-GFP 9161 2965 4683.333
W3110/pAcyc184cmCh-OP-GFP+pkQVv4RepE 759.3333 1352.333 1951.667
W3110(mEp021)/pAcyc184cmCh-OP-GFP+pkQv4RepE 2182.667 2813.333 1313.333
CEPA/TIEMPO 30.1 30.2 30.3

w3110 512.3333 553.6667 587.3333
W3110(mEp021) 499.3333 504.3333 545.3333
W3110/pAcyc184cmCh-OP-GFP 24743.67 7443 9042
W3110(mEp021)/pacyc184cmCh-OP-GFP 3389.333 3106 6067.333
W3110/pAcyc184cmCh-OP-GFP+pkQv4RepE 1138 3015 2128.333
W3110(mEp021)/pAacyc184cmCh-OP-GFP+pkQv4RepE  1863.333 1968 1602.667
CEPA/TIEMPO 60.1 60.2 60.3

W3110 339.3333 441.6667 645
W3110(mEp021) 400.6667 415.3333 534.6667
W3110/pAcyc184cmCh-OP-GFP 11138.67 9651.667 12607.33
W3110(mEp021)/pacyci184cmCh-OP-GFP 5251.333 4287.333 7260.333
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W3110/pAcyc184cmCh-OP-GFP+pkQv4RepE 2379.667 1972.333 1422.333
W3110(mEp021)/pAcyCc184cmCh-OP-GFP+pKQVv4RepE  1544.667 3656 1854.667
CEPA/TIEMPO 120.1 120.2 120.3

W3110 420.3333 475.6667 419.6667
W3110(mEp021) 476.3333 464 576
W3110/pAcyc184cmCh-OP-GFP 13200.33 12605 9195
W3110(mEp021)/pAcyc184cmCh-OP-GFP 5404.333 3882.333 5376.667
W3110/pAcyc184cmCh-OP-GFP+pkQv4RepE 1893.667 1907.667 1752.667
W3110(mEp021)/pACcYC184cmCh-OP-GFP+pKQVv4RepE  1991.333 2715 2342.333

Anexo 23. Evaluacién de la fluorescencia emitida por la proteina mCherry en

la construccion pACYC184cmCh-OP-GFP.

CEPA/TIEMPO(min)

W3110

W3110(mEp021)

W3110/pacycisacmCh-OP-GFP
W3110(mEp021)/pacycigacmCh-OP-GFP
W3110/pacycisacmCh-OP-GFP+pkavaRepE
W3110(mEp021)/pacycisgacmCh-OP-GFP+pkavaRepE

CEPA/TIEMPO(min)

W3110

W3110(mEp021)

W3110/pacycigacmCh-OP-GFP
W3110(mEp021)/pacvcisacmCh-OP-GFP
W3110/pacycisacmCh-OP-GFP+pkavaRepE
W3110(mEp021)/pacycisacmCh-OP-GFP+pkavaRepE

CEPA/TIEMPO(min)

W3110

W3110(mEp021)

W3110/pacycigacmCh-OP-GFP
W3110(mEp021)/pacvcisacmCh-OP-GFP
W3110/pacycigacmCh-OP-GFP+pkavaRepE
W3110(mEp021)/pacycisacmCh-OP-GFP+pkavaRepE

CEPA/TIEMPO(min)

W3110

W3110(mEp021)
W3110/pacycisacmCh-OP-GFP

15.1
146.6667
120.3333

798
1554.333

167
316.3333

30.1
152.6667
148
800.3333
473.6667
193.6667
183.3333

60.1
73
101.6667
303.3333
548.3333
416.3333
180

120.1
115.3333
108
381

15.2

180
138

15.3

166
168.3333

487.6667 421.6667

459

617.3333

335.6667  303.3333

370.3333 117.3333
30.2 30.3
145.3333 194
150.6667 174
280.6667 284.3333
392 661.3333
434.6667 290
214 110.6667
60.2 60.3
84.66666 179
89.33334 168
305 367.6667
366.6667 706
227 164
254 150
120.2 120.3
129.3333 94
98 122.6667
403.3333 289
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W3110(mEp021)/pacycisgacmCh-OP-GFP 393.3333 314.6667 396
W3110/pacycisacmCh-OP-GFP+pkavaRepE 147.3333 181 184
W3110(mEp021)/pacycisgacmCh-OP-GFP+pkavaRepE 218 205 178
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