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RESUMEN
El presente trabajo analizo a la proteina Gpl4 del fago H66, cuya similitud con el

dominio amino terminal (NTD) de la proteina bacteriana LexA fue determinada in-
silico. LexA es una proteina conservada que, junto con RecA, regula el sistema SOS
que permite la reparacion de dafio sobre el material genético bacteriano. Para
corroborar la funcion asignada a Gpl4 se evalud, inicialmente, si presentaba
caracteristicas similares a las reportadas para el NTD de la bacteria, cuya
acumulacion altera la respuesta SOS. Al evaluar el efecto de la acumulacion de
Gpl4 en la sobrevivencia de Pseudomonas aeruginosa PAO1, la bacteria
hospedera de H66, se determind un bajo crecimiento celular después de irradiacion
con luz UV, indicando que la respuesta SOS es deficiente. La falta de recuperacion
celular, ante el dafio por luz UV, se correlacion6 con la capacidad de Gp14 de unirse
al ADN en secuencias reconocidas por el NTD de LexA (cajas SOS), demostrado
por ensayos de retardamiento, donde Gpl14 presenta una afinidad menor que la
proteina LexA completa. La respuesta SOS también participa en la induccion de
profagos con represores tipo Cl-like, tal como H66. La acumulacion de Gpl4 evito
la induccion de H66 ante la presencia de Mitomicina C, corroborando que su
sobreproduccién interfiere con la respuesta SOS bacteriana. En el segundo
abordaje de Gp14 se evalud su participacion en las funciones del fago. Se encontré
gue Gpl4 no es esencial ya que un fago mutante que carece del gen gpl4 es
funcional, sin embargo, gener6 un menor titulo viral espontaneo a partir de una cepa
lisbgena. Adicionalmente, se demostré la presencia de al menos dos cajas SOS en
el genoma de H66, que son conservadas en los fagos de la familia F116. Ambas
cajas fueron reconocidas tanto por Gpl4 como por LexA donde, al igual que las
cajas SOS del genoma bacteriano, Gp14 es menos afin. Se desconoce la funcién
de los genes fagicos regulados por cajas SOS, gp32 y gp70, ya que el analisis in-
silico no presentd semejanza con proteinas conocidas. Se demostré que Gpl4
afecta la respuesta SOS de la bacteria, probablemente reprimiendo genes SOS de
la bacteria y que ademas podria regular genes del fago que poseen cajas SOS. Se
requieren mayores analisis experimental para determinar los procesos bioldgicos

del fago en el que participa Gpl4, asi como su mecanismo de accion.



ABSTRACT

This work analyzes the protein Gpl14 of phage H66. The homology of Gp14 with the
amino terminal domain (NTD) of the bacterial LexA protein was determined in-silico.
LexA is a conserved protein that, together with RecA, regulates the SOS system that
allows repair of damage in bacterial genome. The first approach to corroborate the
assigned function to Gp14 was to determine if it presented similar characteristics to
those reported for the bacterium NTD, whose accumulation alters the SOS
response. The effect of Gpl4 accumulation was evaluated on the survival of
Pseudomonas aeruginosa PAO1, the host bacterium of H66. Low cell growth was
determined after UV light irradiation indicating a reduced SOS response. Lack of cell
recovery, after UV damage, correlated with the specific binding of Gp14 to the DNA
sequences recognized by the LexA NTD (SOS boxes), demonstrated by retardation
assays, where Gpl4 has a lower affinity than the complete LexA protein. The SOS
response also participates in the induction of prophages with Cl-like repressors, such
as H66. Gpl14 accumulation prevented H66 induction in the presence of Mitomycin
C, confirming that its overproduction interferes with the bacterial SOS response. In
a second approach for Gpl4 analysis, its participation in the phage functions was
evaluated. Gp14 was found to be non-essential since a mutant phage lacking the
gpl14 gene is functional, however it generated a lower spontaneous viral titer from a
lysogen. Additionally, the presence of at least two SOS boxes in the H66 genome,
which are conserved in the phage of the F116 family, was demonstrated. Both boxes
were recognized by both proteins, Gp14 and LexA, where, like the SOS boxes of the
bacterial genome, Gpl14 has lower affinity. The function of phage genes regulated
by SOS boxes, gp32 and gp70, is unknown, since in-silico analysis did not allow to
assign homology to any known protein. Gp14 was shown to affect the bacterium's
SOS response, probably by repressing the bacterium's SOS genes. It may also
regulate phage genes that possess SOS boxes. Further experimental analysis is
required to determine the biological processes of the phage in which Gpl4

participates, as well as its mechanism of action.



1. INTRODUCCION

1.1 Pseudomonas aeruginosa como modelo de estudio.

La gammaproteobacteria Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo,
polarmente flagelado. Presenta un tamafio de aproximadamente 1um de didmetro
y 4-5 um de longitud. En general es una bacteria aerobia, mesofilica, capaz de
crecer a pH neutro y con capacidad de utilizar diversas fuentes de carbono (Gellatly
y Hancock, 2013; Madigan, 2004; Sokatch, 1986). P. aeruginosa se caracteriza por
ser un patdgeno oportunista, comun en hospitales. Su presencia se ha demostrado
en una variedad de infecciones humanas incluyendo infeccion en pacientes con
fibrosis quistica, infeccion de vias urinarias, infeccibn en quemaduras, queratitis
infecciosa, asi como en cancer de pulmon (Coutinho et al., 2008; Hart y Winstanley,
2002). Su relevancia médica se centra en la multirresistencia a antibiéticos que se
asocia a un incremento en la morbilidad y mortalidad de los pacientes (Ashish, et
al., 2012; Hamouche y Sarkis, 2012). Una alternativa a los antibiéticos, propuesta
para contraatacar a las bacterias multirresistentes, consiste en el uso de los

predadores naturales de las bacterias: los bacteriéfagos (Chanishvili, 2012).

1.2 Bacteriofagos

Los bacteriéfagos, o fagos, son virus capaces de infectar Unicamente a las bacterias
(D’Herelle y Roux, 2011). Ademas de ser ubicuos, son parasito absolutos (Clokie,
et. al., 2011). Son las entidades mas abundantes sobre la Tierra con un estimado
de 10%° particulas (Hendrix, 2002). Todos los fagos estan constituidos de &cidos
nucleicos y proteinas, pero difieren entre si en su estructura, naturaleza del acido
nucleico (ADN o ARN) y localizaciéon dentro de la célula (dentro o fuera del
cromosoma bacteriano) (Lipton y Weissbach, 1969). Con respecto a la estructura,
los fagos pueden clasificarse con base en la morfologia de la particula virica en i)

Caudovirales o fagos con cola, que a su vez se subdividen en Miovirus (cola larga



contractil), sifovirus (cola larga flexible) y podovirus (cola corta) y ii) Fagos sin cola
gue se subdividen con base en su en forma en poliédricos, filamentosos y
pleomdérficos (PFP) (Ackermann, 2009). Los bacteriéfagos son tan diversos que
actualmente son clasificados no sélo con base en sus caracteristicas morfolégicas

sino también con las gendmicas (Salmond y Fineran, 2015).

Para poder infectar una bacteria, los fagos inicialmente deben interactuar con los
receptores de la célula hospedera, adsorberse y posteriormente inyectar su
genoma. Los pasos subsecuentes dependeran de la estrategia de replicacion del
fago. Si el fago es virulento lleva a cabo un ciclo litico para su replicaciéon, por otro
lado, si es temperado lleva a cabo un ciclo lisogénico (Fig. 1). En el ciclo litico,
después de la inyeccion del genoma, se activa un proceso que involucra la
produccién de nueva progenie del fago, culminando en la liberacion de las nuevas
particulas viricas y la muerte de la célula hospedera. En el caso de los fagos
temperados, estos pueden seguir dos vias alternativas: i) iniciar un ciclo litico con
un resultado final de lisis celular y liberacion de progenie, similar a los fagos
virulentos; o ii) iniciar un ciclo lisogénico donde el genoma forma una asociacion
estable con el hospedero, denominada lisogenia. EI genoma del fago puede
permanecer de forma libre (tipo plasmido, denominado episoma) o bien integrado
en el cromosoma de la bacteria, donde recibe el nombre de profago. En el estado
de lisogenia, el genoma del fago se replica en sincronizacién con la replicaciéon del
genoma de la bacteria hospedera. El profago puede permanecer por tiempo
indefinido dentro del cromosoma del hospedero gracias a la produccion de una
proteina represora. Bajo condiciones de estrés, los profagos pueden salir del estado
lisogénico y producir mas viriones a través del ciclo litico (Campbell, 2003; Salmond
y Fineran, 2015). De esta forma los bacteriéfagos, como depredadores naturales de
bacterias, influencian directamente en el tipo y densidad poblacional bacteriana

dentro de un ambiente especifico.
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Figura 1. Ciclos replicativos de los fagos. (Tomado y modificado de Salmond, 2015).

1.3 Relacion Bacteria-fago

Ademas del control de la poblacion bacteriana mediante lisis, los fagos también
pueden alterar la fisiologia de las bacterias, sobre todo los fagos temperados. La
adquisicién de profagos en el cromosoma bacteriano puede permitir, en algunos
casos, la ganancia de genes especificos que confieren caracteristicas fenotipicas
capaces de proporcionar ventajas adaptativas, este proceso se denomina
conversion lisogénica (Brissow, Canchaya y Hardt, 2004). Los andlisis
metagendmicos han permitido evidenciar la presencia de profagos en diversos
genomas bacterianos (Canchaya et al, 2004; Tariq et al., 2019), asi como definir el
genoma fundamental (core) y accesorio en diferentes familias de fagos y bacterias
(Ackermann et al., 2008; Cazares et al., 2014; Cruz-Plancarte et al., 2016). La
prediccién de ORFs y asignacion de funciones por analisis bioinformaticos, basados
en la comparaciéon de secuencias y estructura con ORFs conocidos, muestran que
algunos genes fagicos corresponden a proteinas con similitud o relacion con
proteinas de sus bacterias hospederas. Algunos ejemplos incluyen la proteina co-

chaperona del fago T4 (Georgopoulos et Hohn, 1978), proteinas relacionadas a la

3



fotosintesis (Lindell et al., 2005), proteinas relacionadas a regulacion de la
replicacion del ADN (Gill et al., 2012), proteinas relacionadas al quorum sensing
(Hargreaves et al., 2014) y proteinas que presentan una version corta o trunca de
las proteinas bacterianas (Fornelos et al., 2018). Asi mismo, los estudios de
metagendmica han permitido visualizar las poblaciones fagicas presentes en
microambientes especificos, por ejemplo, el analisis del viroma presente en el
esputo de pacientes con y sin fibrosis quistica (CF, por sus siglas en inglés) mostro
que se compone principalmente de bacteriéfagos de especies muy variadas, donde
las poblaciones difieren entre los pacientes que presentan CF de los que no. El
analisis de los genes fagicos en cuestion revelo perfiles metabdlicos similares a los

de su bacteria hospedera (P. aeruginosa) (Willner et al., 2009).

1.4 Bacteriofago H66

El fago temperado H66, aislado de la cepa clinica HIM-6 de Pseudomonas
aeruginosa del Hospital infantil de México (Sepulveda-Robles, 2012) es capaz de
infectar a la cepa P. aeruginosa PAO1, donde mantiene su caracteristica de fago
temperado. Presenta una morfologia, en micrografia electrénica, similar a la familia
de los podovirus (Carballo-Ontiveros, datos no publicados). Su genoma (Genbank
namero de acceso KC262634) consta de 65,270 pares de bases y presenta similitud
en secuencia nucleotidica y aminoacidica con fagos de la familia F116-like (Maya-
Lucas, 2012), que incluye a los fagos LKA5 y phiC725A (Pourcel et al., 2017). El
andlisis de la secuencia del fago H66 identificé 72 posibles regiones codificantes
(ORFs) (Fig. 2). Entre los ORFs predichos se asigno funcion, bionforméaticamente,
a 27 de ellos como son la proteina represora Cl-like, la integrasa, proteinas de
capside, y el ORF 14 también denominado gpl14. El gen gp14 llama la atencién pues
parece ser una version trunca o corta de la proteina LexA bacteriana. Siendo LexA
clave en el control de la respuesta SOS, es de interés que H66 porte genes con

caracteristicas similares.
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Figura 2. Mapa del genoma del fago H66. El genoma del fago se encuentra dividido en dos
secciones. En la parte superior del esquema se coloca el nUmero guia de cada ORF. Se resalta en
rojo el ORF 14 y en naranja los ORFs 32 (represor Cl-like) y 71 (integrasa). El resto de acotaciones
se muestran en la parte inferior de la imagen.

1.5 Respuesta SOS y proteina LexA

La respuesta SOS es un sistema inducible de reparacion de dafio al ADN, descrito
por primera vez en la bacteria Escherichia coli (Radman, 1975). En este sistema de
reparacion, las proteinas LexA y RecA son clave en el mecanismo molecular (Kelley,
2006; Kreuzer, 2013). En E. coli, LexA (LexA&ec) es una proteina de 200 aminoéacidos
gue consta de dos dominios, el amino terminal (NTD) y el carboxilo terminal (CTD)
unidos por una region flexible (Little y Hill, 1985). EI NTD presenta una estructura
tipo winged HTH (wHTH) que le permite el reconocimiento de secuencias
palindrémicas especificas sobre el ADN, denominadas cajas-SOS (Hurstel, et al.,
1990; Ptitsyn et al., 1982; Schnarr et al., 1991). Las cajas SOS se encuentran
distribuidas en todo el genoma bacteriano y pueden estar sobrepuestas o cercanas
a promotores de los genes involucrados en la respuesta SOS (Gillor et al., 2008;
Simmons et al., 2008). La union de LexAec a estos sitios genera una represion
transcripcional de los genes que se encuentran rio abajo (Brent y Ptashne, 1981;
Fernandez de Henestrosa et al., 2000). Por su parte, el CTD permite la dimerizacion
de la proteinay el auto-procesamiento de LexA, pues en este dominio se encuentran

el sitio activo (S119 y K156) y sitio diana (A84 y G85) que permiten el corte auto-



catalitico, el cual estd involucrado en la des-represion de los promotores que
contiene cajas SOS (Luo et al., 2001; Schnarr et al, 1988). En el citosol LexA se
encuentra en forma de dimeros, y es en esta conformaciéon como reconoce y se une

a las cajas SOS (Mohana-Borges et al., 2000).

En E. coli la respuesta SOS se inicia con un dafio que incide sobre el material
genético, generando la formacion de ADN de cadena sencilla (ssDNA). RecA
reconoce y se une al ssDNA, formando filamentos ssDNA-RecA. La proteina RecA
presente en dichos filamentos es denominada RecA activa (RecA*). RecA*
interactda con los dimeros de LexA, que se encuentran libres en el citosol de la
bacteria, los cuales cambian de conformacion propiciando el auto-procesamiento de
LexA (Butala et al., 2011). El corte de LexA expone marcadores de degradacion
presentes en ambos dominios, por lo que son eliminados rapidamente por las
proteasas Lon, para el CTD, y ClpXP, para el NTD (Neher et al., 2003). La
disminucién de la poza de dimeros libres de LexA, desencadena la disociacién de
los dimeros unidos a las diferentes cajas SOS. Gracias a las diferentes afinidades
de la proteina hacia los promotores, la des-represion de los diferentes genes
pertenecientes a la respuesta SOS se da de manera orquestada, es decir, en un
orden y temporalidad especifico. La coordinacion y expresion de los genes SOS
permite la reparacion del dafio al ADN en dos etapas o puntos de control: i)
reparacion de ADN de alta fidelidad vy ii) reparacién de ADN de baja fidelidad o
proclive a mutaciones. Ambos puntos de control permiten que el material genético
pueda ser preservado (Kreuzer, 2013; Simmons et al., 2008). En el caso de E. coli
son 30 los genes reportados como pertenecientes a la respuesta SOS con cajas
SOS canonicas (Fernandez de Henestrosa et al., 2000). En el caso de P.
aeruginosa, la proteina LexA (LexAra) muestra gran similitud a LexAec pero la
respuesta SOS parece controlar sélo 15 genes en P. aeruginosa PAO1 (Cirz et al.,
2006). La relevancia de la respuesta SOS en los diferentes grupos filogenéticos
bacterianos es evidente por su alta conservacion, en particular de proteinas
homologas a LexA (Erill et al., 2007).



1.6 Proteinas homodlogas a LexA

Existen diferentes ejemplos de proteinas con homologia a LexA. Estas proteinas
muestran capacidad de dimerizacion y funcién de represion de genes rio abajo de
sus sitios de unién, cuya regulacién depende de un dafio sobre el ADN y por ende
su inactivacion se asocia a la activacion de la proteina RecA. Ejemplo de estas son
las proteinas bacterianas UmuD de E. coli y otras bacterias, que participan en
diferentes estadios de la respuesta SOS (Hare et al., 2012; Mustard y Little, 2000);
PrtR que regula la expresion de genes relacionados a la sintesis y liberacion de
piocinas y la proteina codificada en PA0906 que regula 6 genes de funcién aun no
determinada, ambas codificadas en genes de Pseudomonas aeruginosa
(Penterman et al., 2014) y la proteina UmuDpR codificada en un plasmido de P.
aeruginosa capaz de interferir con la respuesta SOS de la bacteria (Diaz-Magafna
et al.,, 2015). Asi mismo, se tienen diversos represores de fagos temperados
homélogos a LexA, el ejemplo canonico es el represor Cl del colifago lambda
(Oppenheim, Kobiler, Stavans, Court et Adhya, 2005; Ptitsyn et al., 1982). Existen
casos particulares de bacteriéfagos que utilizan la proteina LexA de su bacteria
hospedera como proteina represora, tal es el caso del fago CTX de Vibrio cholerae
(Kimsey y Waldor, 2009) y el fago GILO1 de Bacillus thuringiensis (Fornelos et al.,
2011). La regulacion del ciclo litico de los fagos mediante los represores, ya sean
los propios o la proteina LexA bacteriana, depende de su interaccién con la proteina
RecA activa. Esta dependencia en la regulacion muestra la relacion existente entre
la induccion de progenie de los fagos y la respuesta SOS de las bacterias (Kokjohn
y Miller, Little, 1984; Rokney et al., 2008; Sassanfar y Roberts, 1990). Es notorio
que estas proteinas muestran homologia con LexA en toda la longitud de su
estructura presentando un dominio amino y carboxilo terminal similares. Es por ello
gue llama la atencion la presencia de gpl4 del fago H66, ya que la homologia de su
proteina con respecto a LexA se restringe unicamente al dominio amino terminal.
Esto permite pensar en una proteina fagica que asemeja una version trunca de la

proteina bacteriana.



2. ANTECEDENTES

Gracias a los andlisis metagendmicos y metabolémicos ha sido posible encontrar
evidencia de genes fagicos con relacion u homologia con proteinas bacterianas. Sin
embargo, existen pocos ejemplos en los que se tenga comprobacion experimental
de que proteinas homologas presenten funciones similares. Uno de los principales
casos es el de la co-chaperona del fago T4 (Gp31). Esta proteina interactia con la
chaperona GroEL de E. coli y es necesaria para el correcto plegamiento de la
proteina principal de la capside. A pesar de que no presenta similitud en la
secuencia aminoacidica, presenta homologia estructural a la co-chaperona GroES
de E. coli, ademas la puede sustituir funcionalmente en una mutante termosensible,
por lo cual se demuestra que la proteina del fago y la proteina bacteriana presentan
la misma funcion. (Georgopoulos et Hohn, 1978; Van der Vies, Gatenby y
Georgopoulos, 1994). Recientemente se reporto la proteina Gp6 del fago GILOlde
Bacillus thuringiensis, esta proteina presenta homologia estructural con el dominio
amino terminal (NTD) de la proteina LexA. A diferencia de la proteina bacteriana
LexA, se reportd que Gp06 presenta una funcion de activador transcripcional tras
su unién a una secuencia especifica en el genoma del fago, diferente a las cajas
SOS. Para que el promotor, que es regulado por Gp06, presente activacion requiere,
ademas de la unién de Gp6, de la incidencia de un dafio al ADN (Fornelos et al.,
2018). Gp06 es un ejemplo de una proteina fagica que representa una version
trunca de la proteina de la bacteria, sin embargo, su participacién en la regulacion
de genes de su hospedero no fue evaluada. En nuestro grupo de trabajo, mediante
gendmica comparativa, se determin6 que el fago temperado H66 de P. aeruginosa
porta a gpl4 cuyo producto, originalmente denominado LexA-like, presenta
homologia estructural al NTD de LexA. Esta homologia permite suponer una funcién
de unidn al ADN con posibilidad de interferir con la respuesta SOS de la bacteria.
Dada la relevancia de la respuesta SOS en las bacterias y su relacion con los ciclos
replicativos de los fagos, resulta interesante el estudio de Gp14 ya que su presencia
podria antagonizar o colaborar con la propia LexA de la bacteria, resaltando la

relevancia de proteinas fagicas en la regulacion de genes bacterianos. El presente



trabajo muestra los resultados, de ensayos in vitro e in vivo, del efecto de Gpl4

sobre la respuesta SOS de su bateria hospedera.

3. JUSTIFICACION

Hoy en dia la asignacion de funciones a los diferentes ORFs de un genoma se
realiza, primordialmente, mediante herramientas bioinforméticas. Sin embargo, es
necesaria la comprobacion experimental de dichas asignaciones. En el caso de los
genomas de bacteriéfagos, resulta relevante la presencia de proteinas homoélogas
a las bacterianas. Es importante determinar si dichos genes homodlogos a los
bacterianos, presentan las mismas funciones biologicas. Esto permitirh comprender
a fondo los mecanismos inter e intra moleculares que llevan a cabo los bacteri6fagos

en relacion con sus células hospederas, asi como el efecto sobre las mismas.

4. HIPOTESIS

La proteina Gpl4, del fago H66, presenta similitud estructural con el dominio de
union al ADN de la proteina LexA bacteriana. La estructura predicha para Gpl14 le
permitira reconocer secuencias especificas en los genomas, concretamente las
denominadas cajas SOS, que son reconocidas por la proteina LexA. A través de
dicha unién Gp14 podra interferir en la regulacion normal de la proteina LexA, asi
como participar en la regulacion transcripcional tanto de genes bacterianos como

genes del fago.



5. OBJETIVO GENERAL

Determinar si la proteina Gp14 del fago H66, presenta funcion similar a las proteinas
LexA bacterianas.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizacion de la proteina Gpl4 mediante analisis bioinformatico.

2. Evaluacion del efecto in vivo, de la presencia de Gpl4 sobre la respuesta
SOS de la bacteria hospedera.

3. Analisis in vitro de la capacidad de reconocimiento y unién a las cajas SOS
por la proteina Gp14.

4. Estudio de la participacion de Gpl4 en la biologia del fago H66.

6. ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

En la figura 3 se muestran los pasos generales que se llevaron a cabo para cubrir

los objetivos particulares del proyecto.

{(_gp14 )
Evaluacion en bacteria Evaluacion en fago
¥
" Busqueda cajas Mutacion por delecion
Clonacidn gen
380S en el genoma del gen en el fago
Evaluacion in vivo Evaluacion in vitro - —
l Determinacion de
- capacidad de infeccion,
Sobrexpresion Expresion geny | ——¢—Complementacin 4 " e oreion, induccion,
gen en cepas de purificacion proteina produccién fago libre
interés l
Reconocimiento y
Evaluacion efecto unién al ADN por
sobre respuesta SOS ensayo EMSA
Andlisis sobrevivencia Determinacion
bacteria a luz UV induccion profago por
MMC

Figura 3. Esquema general de trabajo. Se describen las diferentes etapas del trabajo, llevadas a
cabo para analizar las funciones de la proteina Gp14.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Andlisis in silico

Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas fueron obtenidas de la base de datos
GenBank. Los numeros de acceso se muestran en la Tabla 1. Los andlisis de
alineamiento local fueron llevados a cabo con BLASTn y BLASTp, del National

Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). La

visualizacion de los alineamientos se realizé por Jalview. La prediccién del modelo
estructural de la proteina Gpl4, asi como la comparacion estructural con la
estructura del cristal de la proteina LexA bacteriana se realizé a través del software
I-TASSER, y la visualizacion se llevé a cabo por Pymol. La busqueda de las
secuencias consenso correspondientes a las cajas SOS se llevé a cabo con el

software Motif Alignment Search Tool (MAST), con la base de datos collectf.

Tabla 1. NUmeros de acceso de las secuencias analizadas.

Nombre entidad Ngéﬁ‘ggﬁio Naturaleza secuencia
F116 AY625898.1 Nucledtidos (genoma)
H66 NC_042342.1 Nucleétidos (genoma)
LKAS KC900378.1 Nucledtidos (genoma)
phiC725A LT603684.1 Nucleétidos (genoma)
P. aeruginosa strain Pa58 CP021775.1 Nucledtidos (genoma)
P. aeruginosa strain 97 CP031449.2 Nucleétidos (genoma)
P. aeruginosa strain AR442 CP029090.1 Nucledtidos (genoma)
P. aeruginosa strain DHS01 CP013993.1 Nucleétidos (genoma)
P. aeruginosa strain FDAARGOS 570 CP033835.1 Nucledtidos (genoma)
P. aeruginosa strain 6762 CP030075.1 Nucleétidos (genoma)
P. aeruginosa strain N15-01092 CP012901.1 Nucledtidos (genoma)
P. aeruginosa strain Pa1207 CP022001.1 Nucleétidos (genoma)
Gpl14 (lexA-like) YP_009638929 Aminoacidos
LexA de P. aeruginosa NP_251697 Aminoacidos
LexA de E. coli NP_418467.1 Aminoacidos

7.2 Cepas bacterianas, plasmidos y medios de cultivo

Las cepas y plasmidos utilizados se enlistan en la Tabla 2. Los cultivos bacterianos
fueron realizados en medio Luria-Bertani (LB: Triptona 10 g/L, cloruro de sodio 10
g/L, extracto de levadura 5 g/L). Para el mantenimiento de los plasmidos el medio
fue suplementado con el antibiético apropiado, dependiendo de la bacteria y
plasmido.
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Tabla 2. Cepas bacterianas y plasmidos

Genotipo o fenotipo

Referencia u origen

Cepa, Fago o
pladsmido
E. coli
DH5a

P. aeruginosa
PAO1
PAO1(H66)
PW7144

Plasmidos
pPROEX
pPROEX-LexApa
puUCP24
pHERD26T
pHERD26T-Gp14
pJET1.2/blunt

pJET-recoa

pJET-recop

pJET-recoy

Bacteridfagos
H66
H66-y

F- endAl gIinV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR
nupG purB20 ¢80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)u169, hsdR17(rKk-mK*), A~

PAOL1 silvestre (WT)

Lis6gena del fago H66 construida sobre PAO1
TetR, RecA mutante (PA3617::IsphoA/hah)
construida sobre PAOL1.

AmpR, 6(his) N-terminal, origen pBR322,
inducible por IPTG

Derivado de pPROEX, contiene el ORF LexA de
P. aeruginosa en los sitios Kpnl-Hindlll

GmR, origen pBR233, origen prO1600,
constitutivo.

TetR, origen pBR322, origen pRO1600, inducible
por arabinosa.

Derivado de pPROEX, contiene el ORF14 del
fago H66 en los sitios Ncol-HindllI

AmpR, rep(pMB1)

Derivado de pJET1.2/blunt. GmR contiene el
fragmento para recombinacion del fago H66 con
el gen aacC1. Se pierde el terminador nativo de
H66 y el gen aacC1 se encuentra en la misma
direccion que el resto de genes del operény
mantiene su propio promotor.

Derivado de pJET1.2/blunt. GmR contiene el
fragmento para recombinacion del fago H66 con
el gen aacC1. Se pierde el terminador nativo de
H66. El gen aacC1 se encuentra en direccion
contraria al resto de genes del operény
mantiene su propio promotor. El terminador
nativo de H66 se pierde.

Derivado de pJET1.2/blunt. GmR contiene el
fragmento para recombinacion del fago H66 con
el gen aacCLl. El gen aacC1 se encuentra en
direccién contraria al resto de genes del operén
y mantiene su propio promotor. El terminador
nativo de H66 se mantiene.

Podofago F116-like. Cepa hospedera PAO1
Derivado de H66. AORF14::GmR

Stock del laboratorio

(Jacobs et al., 2003)
Este trabajo
(Jacobs et al., 2003)

Stock del laboratorio

Este trabajo

(Qiu et al., 2008)
Este trabajo
Thermo Fisher

Scientific
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo

AmpR- resistencia a ampicilina

GmR-resistencia a gentamicina

TetR-resistencia a tetraciclina
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Para las cepas de E. coli: Ampicilina 100 ug/mL, gentamicina 15 ug/mL, tetraciclina
15 pug/mL. Para las cepas de P. aeruginosa: gentamicina 50 ug/mL, tetraciclina
100 ug/mL a menos que se indique otra concentracion. La evaluacion del
crecimiento bacteriano se siguié mediante la determinacion de densidad Optica a
600nm (ODsoonm, DU® 640 spectrophotometer BECKMAN). Las muestras se
tomaron en intervalos de una hora. En caso de ser necesario se realizaron

diluciones 1:10 en medio LB fresco.

7.3 Construccion de plasmidos

Para la construccion del vector pHERD26T-Gpl4 se amplificd, por PCR, el
fragmento Ncol-Hindlll del gen gpl4, con los primers Gpl4_Fwd y Gpl4_Rvs
(Anexo, Tabla Al primers 1y 2) y polimerasa High Fidelity (Jena Bioscience). El
fragmento amplificado por PCR y el vector pHERD26T fueron digeridos con las
enzimas Ncol y Hindlll (Jena Bioscience) y visualizados en gel, para su posterior
purificacion (PCR purification kit, Jena Bioscience) y ligacién (T4 ligase, Jena
Bioscience). La insercién de la etiqgueta de seis histidinas (6His) en el extremo
carboxilo terminal del ORF14 se realizé6 por mutagénesis dirigida sobre la
construccion pHERD26T-Gpl4 (QuickChange Lightning, Stratagene), bajo las
instrucciones del proveedor, con los primers 6his_Gpl4_a y 6his_Gpl4 b (Tabla
Al, primers 3y 4).

Para la construccion de pPROEX-LexAra, se amplifico, por PCR, el fragmento Kpnl-
Hindlll del gen lexA (PA3007) de P. aeruginosa PAO1 con los primers LexA Fwd y
LexA_Rvs (Tabla Al, primers 5 y 6). El fragmento de PCR fue digerido con las
enzimas de restriccion Kpnl (Jena Bioscience) y Hindlll y, después de su
visualizacion en gel y recuperacion, ligado en el vector pPROEX restringido con las
mismas enzimas. La clonacién sitio dirigida en pPROEX permite que el extremo
amino terminal del PA3007 se fusione con el marco de lectura insertando la etiqueta
6His.

La construccion de los diferentes plasmidos pJET-reco incluye la generacion de un
fragmento de ADN mediante la técnica de splicing overlap extension PCR (SOE-
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PCR (Horton et al., 1990) y la insercion del fragmento en el vector pJET1.2/blunt
(Thermo Fisher Scientific). Para la realizacion del SOE-PCR se disefiaron primers
con temperaturas de fusion (Tm) similares para amplificar las tres regiones de
interés: las dos zonas de recombinacion, RH1 y RH2, y el gen de resistencia a
gentamicina. El disefio de los primers permite la fusién de los tres fragmentos en
una reaccion de PCR adicional. Los primers utilizados se muestran en el anexo
(Tabla Al, primers 15-25) (figura Anexo Al4). De manera breve, los primers
GmR_Fwd y GmR_Rvs (15 y 16) amplifican el gen de resistencia a gentamicina
aacCl,; las parejas 17-18 y 21-22 amplifican la region de 300 pb correspondiente a
las bases vecinas del extremo 5’ del ORF14 (RH1). Los primers 18 y 22 contienen
en su extremo 5’ bases homoélogas al gen aacCl1l. Las parejas 19-20, 23-24 y 25-24,
amplifican 300 pb con homologia a los nucleétidos vecinos al extremo 3’ del ORF14
(RH2). Los primers 20, 23 y 25 contienen en su extremo 5’ bases homologas al gen
aacCl. Los tres fragmentos fueron obtenidos en reacciones PCR individuales (High
Fidelity polymerase, Jena Bioscience), se verifico la integridad del fragmento, asi
como la ausencia de amplicones inespecificos, mediante visualizacién en gel de
agarosa al 1%. Para la fusion de fragmentos, se realizd6 una reacciéon PCR de 25
ciclos con la mezcla de reaccion de 100 ng de cada amplicon (RH1, RH2 y aacC1l),
los primers 17-20 o 21-24, segun la construccion (10 pM cada uno), mezcla de
dNTPs (1 mM), polimerasa y el buffer correspondiente (High Fidelity polymerase,
Jena Bioscience). La obtencion del amplicon RH1-aacC1-RH2 fue verificada por gel
de agarosa al 1%. El fragmento RH1-aacC1-RH2 fue clonado en el vector
pJET1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific) bajo las indicaciones del proveedor. La
construccion generada se denomin6 pJET-reco. La construccion pJET-reco posee
el origen de replicacion pMB1, funcional sélo en enterobacterias (Kues y Stahl,

1989) permitiendo que actle como vector suicida en P. aeruginosa.

Las construcciones pHERD26T-Gpl4 y pPROEX-LexAra, se utilizaron para los
ensayos de sobreproduccion y enriquecimiento de las proteinas. Las construcciones
pJET-reco se utilizaron para la eliminacion del ORF14 del fago H66 mediante
recombinaciéon homologa. Todas las construcciones se propagaron y seleccionaron

en E. coli DH5q, con la seleccion del antibiético correspondiente. La purificacion de
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las construcciones fue realizada mediante Wizard® plus, DNA purification kit
(Promega). Las construcciones fueron analizadas por secuenciacion
(BigdyeTerminator Thermofisher Scientific). Las caracteristicas de los primers

empleados se detallan en la Tabla Al del anexo.

7.4 Generacion de los fagos deletantes para el ORF14

Para la eliminacion gendémica de gpl4 del fago H66, se siguid6 una version
modificada de Rice et al. (Rice et al., 2009). Como vector suicida se utilizaron las
construcciones pJET-reco. Células electrocompetentes de la cepa PAO1(H66)
mediante una variacion de la técnica de Choi (Choi y Schweizer, 2005), fueron
transformadas con 500 ng de plasmido pJET-reco, o 100 ng de plasmido pUCP24
(control positivo). Como control negativo se utilizaron células sin plasmido. Posterior
a la electroporacion, las células se recuperaron en 1mL de LB fresco, durante 2 h
con agitacion a 37°C. Se cosecho la totalidad de células, por centrifugacion (7,000
rpm, 5 min), y se sembraron en agar LB con gentamicina (50ug/mL LB-Gm?®°). Las
placas se mantuvieron a 37°C por 24 horas. Las colonias que crecieron en presencia
del antibiético se resembraron, en tres pases consecutivos, sobre agar LB-Gm®°,
para su posterior analisis por PCR de colonia, mediante el uso de los primers
RecoSeq_Fwd y RecoSeq_Rvs (Anexo Tabla Al, primers 26 y 27). El conjunto de
primers generan un fragmento de 820 pb cuando contiene la regién silvestre (gp14),
o un fragmento de 1500 pb si la doble recombinacion se llevo a cabo exitosamente.
Las candidatas que presentaron el fragmento de 1500 pb, asi como resistencia a
gentamicina se consideraron candidatas positivas. Se prob6 que las candidatas
recombinantes fueran capaces de producir fago libre y que dicho fago podia infectar
nuevas células de P. aeruginosa PAOL. Las liségenas que fueron positivas para la
prueba de produccion de fago se analizaron por secuenciacion en la region de ADN
involucrada en la recombinacion. Las lisogenas PAO1(H66) que se corroboraron
correctas en el proceso de recombinacion fueron denominadas PAOL1(H66-a),
PAO1(H66-B), o PAO1(H66-y), de acuerdo a la construccion utilizada para la

recombinacion.
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7.5 Enriquecimiento de proteinas

Para la expresion de la proteina Gpl4, la construccion pHERD26T-Gpl4 se
transformé por electroporacion en la cepa PAOl de P. aeruginosa, la
sobreexpresion se realizé por adicion del inductor arabinosa a una concentracion
final del 0.2 % (13.3mM). La sobreexpresion de LexA se realizo en E. coli DH5q, a
partir de la construccion pPROEX-LexApa, utilizando como inductor IPTG a una
concentracion 0.1 mM. Las bacterias se crecieron en LB suplementado con el
antibiotico correspondiente a cada plasmido (ver Tabla 3) a 37°C con agitacion,
hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600nm (OD6oonm) de 0.3. A cada cultivo se
agrego el inductor y se mantuvieron a 37°C con agitacion por cuatro horas. Para la
recuperacion de ambas proteinas, portadoras de la etiqueta 6His, se recupero el
boton celular del cultivo por centrifugacion (5,500 g, 15 minutos) y se llevé a la lisis
bajo condiciones nativas. Brevemente, el boton celular se resuspendio en buffer lisis
frio (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10mM imidazol, pH 8.0), se adiciono lisozima
a 1 mg/mL y se incub6 30 minutos en hielo. La muestra se sonico en agua/hielo en
pulsos con amplitud de 10 micrones por 10 segundos, con descanso de un minuto.
El lisado celular se centrifugo6 (11,000 g, 30 minutos, 4°C) para eliminar los residuos
de la lisis. El enriquecimiento se realiz6 a partir del sobrenadante obtenido del lisado
y por cromatografia de afinidad mediante el uso de resina de niquel (Quiagen)
siguiendo las indicaciones del proveedor. El lisado celular se coloc6 en contacto con
la resina de niquel en agitaciéon (200 rpm, ON, 4°C). La mezcla resina-lisado se
colocé en columna cromatogréfica y se dejo asentar (~1h), Se permitio el flujo de la
columna por gravedad y se elimind el exceso de liquido. Se realizaron tres lavados
a la resina con 3 mL con buffer lavado 1 (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM
imidazol, pH=8.0) y tres lavados con 2 mL de buffer de lavado 2 (buffer 50mM
NaH2PO4, 300mM NaCl, 50 mM imidazol, pH=8.0). Finalmente, se eluyeron las
proteinas de interés con buffer de elucion (50mM NaH2PO4, 300 mM NacCl, 100 mM
imidazol, pH=8.0). En el caso de la proteina Gp14, posterior al enriquecimiento con
la resina, fue concentrada mediante centrifugaciéon y el uso de filtros de 10 kDa
(Amicon). Ambas proteinas se dializaron con tres lavados de 600 mL, cada uno, de

solucion de dialisis (0.01M Tris-HCI, 5% glicerol, lavados en frio de ~12h). Las
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proteinas obtenidas se cuantificaron por método colorimétrico Lowry (DC™ Protein
assay, Biorad). Se verificd su enriqguecimiento en geles SDS-PAGE-urea al 16%, y
se identificaron por analisis western-blot con anticuerpos anti-6his (Sigma-Aldrich).
Para su almacenamiento se agrego glicerol (en relacion 1:1) y se guardaron a -20
°C. Las proteinas enriquecidas se utilizaron en los ensayos de retardamiento
(EMSA).

7.6 Ensayo de sobrevivencia aluz UV

Se realizaron cultivos ON de las cepas P. aeruginosa PAOl y PW7144,
transformadas o no con el vector pHERD26T o pHERD26T-Gp14. Se realiz6 una
dilucién 1:100 de cada cultivo en medio LB fresco y se incubaron los cultivos a 37°C
con agitacion (Gyrotory Water Bath Shaker G76D, New Brunswick Scientific) hasta
alcanzar una ODesoonm = 1.0 (UFC/mL ~10°). En ese punto se realizaron diluciones
seriadas en medio TMG (NaCl 0.2 M, Tris-HCI 1mM, Mg2SO4 0.05 mM, gelatina
0.1%, pH-7.4). Las diluciones de cada cultivo fueron goteadas, en volumenes de 5
uL, sobre cajas LB o LB/ara 0.2%. Se permitié que las gotas se secaran. Un juego
de cajas fue irradiado en su superficie con luz UV (laAmpara UVP-UV G-54, 6 watts,
con longitud de onda 254nm) a una distancia de 40 cm. La caja se dej6 bajo la luz
ultravioleta durante 10 segundos. El otro juego de cajas no fue irradiado. Las cajas
fueron protegidas de la luz visible e incubadas ON a 37°C, para la evaluacion del

crecimiento de colonias.

7.7 Ensayos de retardamiento (EMSA)

Los ensayos de retardamiento incluyen andlisis de las cajas SOS del gen PA3007
(lexA), las cajas SOS putativas del fago H66 y la region promotora del gen de
resistencia a tetraciclina. Fragmentos de 120 pb de las regiones sefaladas, fueron
amplificadas mediante reaccion PCR (High Fidelity polimerase, Jena Bioscience) y
los primers BoxSOS_Fwd, BoxSOS_Rvs, Box32_Fwd, Box32_Rvs, Box70_Fwd,
Box70_Rvs, PromTet_Fwdy PromTet_Rvs (Tabla Al, primers 7-14). Los productos

de PCR fueron purificados con el Kit PCR purification (Jena Bioscience) y
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cuantificado por espectrometria (nanodrop). Cantidades constantes de ADN (100
nM) se hicieron interaccionar con concentraciones crecientes de proteina LexApa 0
Gpl4. Para la interaccion con la regiéon promotora del gen lexA se utilizaron
concentraciones crecientes de LexA (0, 0.93, 1.9, 2.8, 3.7,4.6,5.3,6.5y 7.4 uM) y
de Gpl14 (0, 13.1, 17.5, 21.9, 26.3, 30.6, 35, 39.4 y 43.8 uM). Para las regiones
promotoras del fago H66 se emplearon concentraciones de LexA 0, 0.46, 0.93, 1.39,
1.85, 2.31, 2.78,3.29y 3.70 uM y de Gp14 0, 4.4, 8.8, 13, 17.5, 21.9, 26.3, 30.6 y
35 uM. Las mezclas de reaccidn se realizaron en volimenes de 10 uL en presencia
de buffer de reaccion 1x (MgClz 5M, EDTA 25 mM, DTT 2.5 mM, NaCl 250 mM, Tris-
HCI pH 7.5 50 mM). Las reacciones se mantuvieron a temperatura ambiente por 1
hora, se adicion6 buffer de carga (250 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.2% azul bromofenol,
40% glicerol) a concentracion final 1x. La formacién de los complejos se evalué por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 8%, en condiciones nativas (TBE 0.5x
(Tris-Borato 4.5mM, EDTA 1mM), 250V, 12 minutos a temperatura ambiente). Los
geles estaban precorridos por 1h a 100V. Los complejos se evidenciaron por tincion
con bromuro de etidio y visualizacién con luz UV. Para la determinacion de las
constantes de equilibrio los geles de cada condicion se realizaron por triplicado y la
concentracion de complejos y ADN libre se cuantificaron por analisis de imagen con
el programa ImageJ. Los datos obtenidos se analizaron con graficos de
concentracion proteina (abscisa) vs concentracién complejo (ordenada). La cinética

obtenida se modeld matematicamente bajo la férmula

([DNA),.ax — [DNA]in) - [proteina]®

DNA] = [DNA] ..., +
[DNA] = [DNA] v k% + [proteinal™

, para obtener la constante

de disociacion (Kad).

7.8 Ensayos de competencia

Para los ensayos de competencia se siguié una estrategia similar a los ensayos de
retardamiento, con la diferencia de que ambas proteinas se colocaron durante la
mezcla de reaccion. En una primera etapa se mantuvo constante la concentracion

de la proteina LexA y la proteina Gp14 se colocé en las concentraciones crecientes
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indicadas en la seccion anterior. La segunda etapa consistié en mantener constante
la concentracion de Gpl4 y variar LexA en concentraciones crecientes. Cada
reaccion se realizé con 100 nM de ADN y se mantuvo en volumenes de 10 uL en
presencia del buffer de reaccion utilizado en los ensayos EMSA, bajo las mismas
condiciones. La visualizacion de los complejos se realiz6 por geles PAGE nativos al
8%. Las cantidades especificas de proteinas empleadas se indica en la seccién de

resultados.

7.9 Evaluacion del fago libre en cepas lisdgenas

Se realiz6 un cultivo ON de las liségenas PAO1(H66) y PAO1(H66-y) en medio LB
a 37°C con agitacion. El cultivo de la lisbgena de H66-y se suplementd con
gentamicina. De cada lisbgena se realizo una dilucion 1:100 en medio LB fresco y
se mantuvieron a 37°C en agitacion. El crecimiento bacteriano se monitore6 por
medicion de ODeoonm hasta alcanzar un valor de 0.4. En ese momento se tomo6 1 mL
de cultivo el cual se enfrio y centrifugd (14,000 rpm por 3 minutos, 4°C). Se
recuperaron 500uL del sobrenadante e inmediatamente después se hicieron
diluciones seriadas del mismo en medio TMG. Para obtener los titulos virales de
cada muestra, las diluciones se gotearon sobre tapices de P. aeruginosa PAO1 en
agar T¢ suave. Las cajas se incubaron a ON a 37°C, para posterior conteo de placas

y calculo de los titulos.

7.10 Analisis de lainsercion del fago en el genoma de la bacteria

Para la evaluacion cualitativa de la presencia del fago en el genoma de su
hospedera se utilizo la técnica previamente descrita (Cazares, 2016). Brevemente,
a partir de ADN obtenido de las liségenas de interés y de PAOL, se realizaron
reacciones PCR con los primers F-PAO1-H66-long, R-PAO1-H66 (02) y F-PAO1-
H66-short, que hibridan sobre el genoma de la bacteria, y los primers R-H66-pro-
left y F-H66-pro-right que hibridan en los extremos del genoma del fago (Tabla A1,
primers 28-32). De no de existir un profago en el sitio, la mezcla de primers 28-29 o
30-29 generan un amplicones de 500 y 381 pb, respectivamente, pero de existir un
profago las condiciones de la reaccion no permitiran amplificar la totalidad del
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genoma, lo que se reflejard como ausencia de amplicon. Si se usan combinaciones
de los primers 30-31, 30-32 0 28-32, se generan fragmentos de 555, 470 y 635 pb,
respectivamente, indicativo de la presencia del profago. Las mezclas de reaccion
incluyen 200 ng de ADN molde, dNTPs 10 pM, 10 uM de cada primer, 1x buffer de
reaccion, y 0.1 uL Taq polimerasa (Jena Bioscience) en volimenes de reaccion de
10 pL. La reaccién se llevé a cabo en 25 ciclos bajo las especificaciones del
proveedor y la Tm indicada, de acuerdo a los primers utilizados. El producto de PCR

se visualiz en geles de agarosa al 1% con tincién con bromuro de etidio.

7.11 Induccidn del ciclo litico a partir de bacteria lis6gena

Se realizaron cultivos ON de bacterias lisbgenas PAO1(H66) y PAO1(H66-v),
transformadas o no con los vectores pHERD26T o pHERD26T-Gp14. Los cultivos
ON se suplementaron con el antibidtico correspondiente a la seleccién de
plasmidos. Se hizo dilucion en medio LB fresco de cada una de las cepas y se
cultivaron (37°C en agitacion) hasta alcanzar una ODeoonm de 0.4, momento en el
cual se agreg6 arabinosa a una concentracion final del 0.2%, y se mantuvo en las
mismas condiciones de cultivo por 15 minutos. Pasado el tiempo cada cultivo fue
dividido en dos volimenes iguales, uno de ellos se mantuvo en las condiciones de
crecimiento, mientras que al segundo se agregé MMC a una concentracion final de
4 ng/mL, para inducir al profago, y se mantuvo en las condiciones de crecimiento. A
partir de la adicion de MMC fue considerado el tiempo cero. Se tom6 1 mL de
muestra de cada cultivo en periodos de una hora, desde el tiempo cero hasta 5
horas posteriores. Cada muestra fue centrifugada (14,000 rpm, 3 minutos, 4°C), de
las cuales s6lo se recuperaron 500 uL del sobrenadante. Se hicieron diluciones
seriadas de cada uno de los sobrenadantes en medio TMG. Cada muestra fue
titulada en tapices de P. aeruginosa PAOl en agar suave. Las cajas fueron
incubadas ON a 37°C, para posterior conteo de placas y calculos de titulo. De
manera paralela, para cada uno de los cultivos, se monitoreo el crecimiento celular

con el seguimiento de la ODeoonm cada hora.
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8. RESULTADOS

8.1 Gpl4 es conservada en fagos F116-like y es homoéloga al NTD de LexA
La designacion original de gp14 como lexA-like (Maya-Lucas, 2012) nos dirigio a

realizar los andlisis bioinformaticos a mayor profundidad. De primera instancia se
realizd un alineamiento local de la secuencia de 210 nucleétidos del gen gpl14 con
respecto a la base de datos no redundante del Genbank. Los resultados mostraron
gue los mayores porcentajes de identidad se presentaron con respecto al genoma
de las cepas de fagos vegetativos F116-like (Fig. 4). Ademas, regiones del genoma
de diversas cepas de Pseudomonas aeruginosa presentaban identidades mayores
al 95% con respecto a gpl4, este resultado sugeria que en dichas regiones de los
genomas bacterianos podrian estar presentes profagos.

Pa_AR442
Pa_DHSO01

Pa_97
FDAARGOS_570_a
Pa_6762

Pa58
FDAARGOS_570_b
Phage H66
Phage_phiC725A
Phage_LKAS
Phage_F116
Pa1207
Pa_N15-01092

Pa_AR442
Pa_DHSO01

Pa_97
FDAARGOS_570_a
Pa_6762

Pa58
FDAARGOS_570_b
Phage H66
Phage_phiC725A
Phage_LKAS
Phage_F116

Pa1207
Pa_N15-01092 126

Figura 4. Analisis BLASTn de gp14. Alineamiento de la secuencia de nucleétidos de gp14 del fago
H66 (centro negritas), con respecto a secuencias al genoma de fagos vegetativos (parte inferior) y
secuencias de cepas de P. aeruginosa (parte superior) muestran regiones con porcentajes de
identidad mayores al 95%.

Para corroborar esta hipotesis se tomaron como muestra las cepas de P. aeruginosa
Pa58, 97, AR442, DHS01, FDAARGOS_570, 6762, N15-01092, y Pal207,
obtenidas del analisis BLASTn con el gen gpl4, de las cuales se obtuvieron sus
genomas y se realizé la busqueda de profagos F116-like realizando un alineamiento
con el genoma del fago H66, mediante el uso de MUMer. El alineamiento demostro
que las regiones con homologia a gp14 correspondian a profagos F116-like (Fig. 5),
presentando un 64% de identidad. De manera interesante, la cepa
FDAARGOS 570 indicé la presencia de dos fagos tipo F116 (denominados
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Figura 5. Presencia de profagos F116-like en cepas de P. aeruginosa. Las regiones del genoma de las cepas positivas a la presencia de
homologos a gp14 fueron analizadas por BLASTn contra el genoma de H66. Se muestran los alineamientos en conjuntos de tres, al centro de cada
conjunto la secuencia del genoma de H66 y a los extremos la region del genoma de las diferentes cepas en rojo se muestra las regiones de identidad
mayores al 64%. A la izquierda se muestra la identificacion de cada genoma utilizado. En el genoma de H66 se delimita con un recuadro la regién
donde se encuentra gpl4 (flecha negra) y sus homélogos.
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FDAARGOS 570 a y FDAARGOS 570 b) en posiciones diferentes, ambos
profagos presentaron homologos a gpl4, sin embargo, el profago b tiene una
version trunca (Fig. 4). La traduccion in silico de los genes homoélogos a gpl4
muestran secuencias de aminodcidos con un 99% de identidad con respecto a
Gpl4. Este conjunto de resultados muestra que gpl4, perteneciente al bloque de
replicacion y reparacion del ADN, esta altamente conservado en la familia de fagos
F116.

Para obtener informacioén sobre la funcion de la proteina codificada en gpl4, se
analizé la secuencia de 69 aminoacidos de Gp14 en un analisis BLASTp contra una
base de datos no redundante del Genbank. Si bien, la mayoria de los resultados de
alineamiento con mayor porcentaje de identidad se dirigen a proteinas hipotéticas
de tamafo similar al de Gp14, otra parte de los alineamientos sefialan identidad de
alrededor del 40% con los primeros 69 aminoacidos de proteinas LexA de bacterias
como Pseudomonas graminis. Mas importante aun, el analisis muestra la presencia
de dominios conservados, especificamente el dominio HTH de la familia de
proteinas LexA, en la secuencia de Gpl4. En el caso de las proteinas hipotéticas,
encontramos que la mayoria corresponde a profagos presentes en las cepas
bacterianas. Gracias al dato sobre la presencia del dominio HTH y su similitud con
otras proteinas LexA se decidio realizar la comparacion de Gpl4 con LexA de la
cepa PAO1 de P. aeruginosa (LexAra), hospedera del fago H66, y con LexA de E.
coli (LexAkc), la proteina arquetipo en el estudio de esta familia de proteinas. Dado
que el dominio HTH de las proteinas LexA se confina al dominio amino terminal
(NTD), el cual coincide en longitud con la proteina Gp14, se realiz6 el alineamiento
entre las tres secuencias, pero considerando solo los 69 primeros aminoacidos de
las proteinas bacterianas. El analisis arrojo una identidad mayor al 30% entre Gpl14
y el NTD de ambas proteinas, mientras que los NTD de las proteinas bacterianas
alcanzan 64% de identidad entre si (Fig. 6).

La mayoria de los aminoacidos conservados se confinan en las regiones de las

hélices 2 y 3, sin embargo, no coinciden en su totalidad con los aminoacidos
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reportados con interaccion en la secuencia de las cajas SOS, de tal forma que sélo

3 de los 15 aminoacidos reportados se conservan.
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Figura 6. Alineamiento de aminoacidos de Gpl4 y los dominios amino-terminales de las
proteinas LexAec Yy LexApa. A la izquierda se identifican cada secuencia, a la derecha de los
alineamientos se muestran los porcentajes de identidad con respecto a cada proteina bacteriana. En
la parte superior se sefialan con flechas azules los aminoacidos reportados que presentan
interaccién con el esqueleto fosfodiéster del ADN, y en flechas verdes los aminoacidos que
interaccionan directamente con las bases (Zhang et al.,, 2010). En recuadros se resaltan los
aminoacidos que conforman los diferentes elementos estructurales del dominio HTH reportados para
LexAec, en negro las hélices alfa y en azul las laminas beta (Fogh et al., 1994). En la parte inferior
se muestran los simbolos convencionales para sefialar los aminoacidos conservados en las tres
secuencias (*), en dos secuencias (;) y cambios sinébnimos en una de las secuencias(.).

La siguiente etapa del andlisis consistio en realizar la prediccion de la estructura de
Gpl14 y comparar con la estructura reportada para la proteina LexAec (Zhang et al.,
2010). ElI modelo de la secuencia de Gpl4 se determind mediante el software I-
TASSER, donde los modelos se evaluan a través del C-score, el cual tiene valores
entre -5y 2, entre mayor sea el valor mejor serd la prediccion del modelo. El modelo
elegido para Gp14 present6 un C-score de 0.28, y mostro una proteina conformada
por 3 a-hélices y 2 laminas-p en su extremo carboxilo terminal (Fig. 7). Al realizar
una superposicion del modelo de Gpl14 contra la estructura cristal de LexAec (PDB
ID: 3JS0O), se obtuvo un valor de TM-score de 0.6315 entre ambas. TM-score es
una métrica para la similitud estructural de dos modelos de proteinas, mide la
similitud del plegamiento global de forma independiente a la longitud de las
estructuras comparadas. Los valores van de 0 a 1, donde 1 es el acoplamiento
perfecto entre dos estructuras. Valores menores a 0.17 corresponde a proteinas no
relacionadas elegidas al azar. Si el valor es mayor que 0.5, se asume el mismo
plegamiento indicando similitud estructural, por lo cual, Gp14 presenta similitud con
la estructura del NTD de LexAec.
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Figura7.Gpl4 es homdlogo al NTD de LexAgc. Se muestra la sobreposicion de la estructura cristal
de un mondémero de LexA (rojo) y la estructura predicha para Gpl4 (azul). Se observa la
concordancia entre los diferentes elementos y la ausencia del dominio carboxilo terminal del Gp14

7

Los resultados in-silico sugirieron que Gpl4 podria tener una actividad similar al
NTD de la proteina LexA bacteriana, por lo cual se decidio evaluar el efecto de la

presencia de la proteina sobre los procesos relacionados a la proteina LexA.

8.2 La proteina Gp14 interfiere con larespuesta SOS de P. aeruginosa PAO1

Dado que la proteina arrojaba evidencia de ser una version trunca de las proteinas
LexA bacterianas, se postuld la hipotesis de que Gpl4 tendria la capacidad de
unirse a las cajas SOS, reconocidas por LexApa. La union de Gpl4 podria interferir
con el proceso normal de la respuesta SOS de la bacteria, especificamente
reprimiendo los genes SOS. Dado que Gp14 carece del dominio carboxilo terminal
(CTD) de la proteina bacteriana es probable que, después de un estimulo que
genere la activacion de la respuesta SOS, Gpl4 permanezca unida a las cajas SOS
al no ser sensible a dicho estimulo. La represion de los genes SOS se veria reflejada
como la inhabilidad de la bacteria de reparar el dafio sobre el ADN, impactando en
la sobrevivencia de la célula. Para probar la hipétesis se decidi6 realizar un ensayo

de sobrevivencia a luz UV sobre cepas P. aeruginosa transformadas con los
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vectores pHERD26T y pHERD26T-Gpl14. Como control de una cepa deficiente en
la respuesta SOS se utilizo la cepa PW7144, la cual carece de la proteina RecA,

por lo cual no puede activarse la respuesta SOS.

Previo a desarrollar el ensayo de sobrevivencia fue necesario demostrar que la
construccion pHERD26T-Gpl4 producia Gpl4, la cual se encuentra bajo la
regulacion del promotor pBAD inducible por arabinosa. La cepa PAOl de P.
aeruginosa, transformada con la construccion, se utiliz6 para evaluar si la
sobreproduccién de Gpl4 tenia un impacto sobre el crecimiento de la bacteria.
Ademas, sobre el mismo ensayo de induccion se corrobord la expresion de la
proteina mediante geles SDS-PAGE. Dado que Gpl4 es de un tamafio menor a 8
kDa, su visualizacién en geles fue dificil, sobre todo porque el vector pHERD26T,
utilizado como control negativo, presenta el fragmento a-lacZ (7KDa) bajo el
promotor pBAD (Qiu et al., 2008), por lo que ambas proteinas se expresan en
presencia del inductor dificultando determinar las diferencias en los perfiles de
proteina de las cepas transformantes para los vectores pHERD26T y pHERD26T-
Gpl4. Para evidenciar la produccion de Gpl4, se opté por la insercion de una
etiqueta de 6 histidinas (6His) en el extremo carboxilo terminal de la proteina, lo cual
permiti6 su enriquecimiento por cromatografia de afinidad y deteccion mediante

western blot (Fig. 8a).

El resultado permitio definir que la proteina incrementé su concentracion con
respecto al tiempo en presencia de arabinosa. La cinética de crecimiento, seguida
por medicién de la densidad 6ptica a 600nm (ODsoonm), N0 Mostré efecto toxico en
las condiciones de expresion, con una concentracion final de 0.2% de arabinosa
durante 4 horas post-adicion del inductor (Fig. 8b). El incremento en la
concentracion del inductor a 1% (66.6 mM) mostré un ligero retraso en el

crecimiento de la bacteria después de 6 horas de induccion (Fig. 8c).
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Figura 8. Gp14 es producida a partir de la construccién pHERD26T-Gp14. a) SDS-PAGE de las
fracciones de proteinas eluidas posteriores al enriquecimiento con la resina de Ni-NTAalas 0,2y 4
horas post induccién con arabinosa. A la izquierda se muestra el control de vector vacio y a la
derecha la construccién que porta Gpl4. Encerrado en un recuadro se muestra la proteina Gp14 que
coincide con el tamafio de acuerdo al marcador de peso molecular (MPM). b) Ensayo western blot
para deteccién de la etiqueta 6His. Un gel en iguales condiciones que el inciso b fue transferido a
membrana para determinacidn con anticuerpos. Se muestra la autoradiografia obtenida. En un
recuadro se muestra la proteina que es positiva al reconocimiento. c¢) Cinética de crecimiento de la
cepa PAOL1 transformante para los plasmidos pHERD26T (circulos) y pHERD26T-Gpl4 (cuadros)
en ausencia (color sélido) o presencia de L-arabinosa (ara) como inductor a dos diferentes
concentraciones (0.2% y 1%).

Una vez corroborada la expresion de Gpl4 se llevaron a cabo los ensayos de
sobrevivencia. Utilizando las cepas PAO1 y PW7144 (RecA") transformantes para
pHERD26T y pHERD26T-Gp14, llevadas hasta una ODeoonm = 1.0, se realizaron
diluciones seriadas y se gotearon sobre cajas LB y LB/ara 0.2%. Sobre las cajas,
las células fueron irradiadas con luz UV (para detalles ver materiales y métodos).
Como control negativo un juego de cajas no fue sometido a irradiacion con luz UV.
Todas las cajas fueron incubadas ON a 37°C protegidas de la luz y analizadas

posteriormente.
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La caja sin inductor y sin irradiacion con luz UV mostré que todos los cultivos
presentaban UFC/mL similares (Fig. 9a). En ausencia del inductor, pero con
irradiacion de luz UV, la cepa PAO1 disminuye su crecimiento en un orden de
magnitud, mostrando capacidad de lidiar ante el dafio generado por la luz UV (Fig.
9, comparar carril 1 de los paneles a y b). Por su parte, la cepa PW7144, no es
capaz de lidiar ante el dafio provocado por la luz UV, reflejandose como ausencia
de crecimiento (Fig. 9b, carriles 4-6). EI comportamiento de ambas cepas es
independiente de los vectores que portan. La incapacidad de recuperacion de la
cepa PW7144 se debe a que en la ausencia de RecA no es posible producir RecA*,
por lo cual la respuesta SOS no puede iniciar (Bell, 2005; Cox, 2007). Al evaluar la
sobreproduccion de Gpl4 se encontré que la sola sobreexpresion de la proteina,
generada por la presencia de arabinosa, representa un impacto sobre la viabilidad
de las células las cuales disminuyeron su crecimiento en dos 6rdenes de magnitud
con respecto a las células transformadas con el vector pHERD26T (Fig. 9c comparar
carriles 2 'y 3), el mismo efecto se observo en la cepa mutante RecA™ donde el dafio
es mayor al disminuir el crecimiento en 5 érdenes de magnitud (Fig. 9c comparar
carril 3 y 6). Al agregar en el experimento la irradiacion con luz UV, la
sobreproduccion de Gpl4 potencio la inhibicion del crecimiento de la cepa silvestre,
reduciendo en 4 6érdenes de magnitud con respecto a la cepa transformada con
pHERD26T (Fig. 9d comparar carriles 2 y 3), y 2 6rdenes con respecto a si misma
sin irradiacion con luz UV (Fig. 9 comparar carril 3 de los paneles c y d). Estos
resultados sustentaron que, cuando Gpl4 es sobreexpresada, se compromete la
viabilidad de las células silvestres de P. aeruginosa PAO1, concordando con la
hipotesis de interferir con la respuesta SOS, sin embargo, aln no se determinaba si
Gp14 reconocia y se asociaba a las cajas SOS de la bacteria.
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Inductor -Ara +Ara

Cepa PAQ1 PW7144 PAO1 PW7144
Vector pHERD - 26T Gp14 - 26T

a

- UV

Figura9. Ensayo de sobrevivencia aluz UV. Se muestran el resultado del crecimiento de las cepas
PAO1 y PW7144, transformadas con los vectores pHERD26T (26T) o pHERD26T-Gp14(Gp14),
después de ser sometidas a las siguientes condiciones a) Ausencia de arabinosa y no irradiacion
con luz ultravioleta. b) Ausencia de arabinosa e irradiacion con luz ultravioleta. ¢) Arabinosa al 0.2%
sin irradiacion de luz UV. d) Arabinosa al 0.2% e irradiacion con luz UV. En la parte superior se
indican las cepas y el plasmido empleado en cada carril, la numeracion de los carriles se indica al
fondo de la imagen. A la derecha se muestran las diluciones empleadas de acuerdo a las filas.

8.3 Gpl4 reconoce la caja SOS del gen lexA de P. aeruginosa
Para comprobar que Gpl4 es capaz de reconocer las cajas SOS canodnicas,

reconocidas por LexAra, Se realizé un ensayo de retardamiento. Para ello se utilizd
la region reguladora del gen lexA de P. aeruginosa (PA3007). Mediante PCR se
obtuvo ADN de doble cadena con un tamafio de alrededor de 100 nucleétidos. La
secuencia elegida contiene dos cajas SOS, una de ellas sobrepuesta a la region -
10 del promotor (Fig. 10a), se sabe para E. coli que cada caja SOS es reconocida
por un dimero de LexAra. Como control negativo se eligié una secuencia promotora
gue carece de la presencia de cajas SOS, utilizandose la region reguladora del gen
de resistencia a tetraciclina del vector pBR322, la cual también se amplific6 por
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PCR. Para el ensayo se emplearon tanto la proteina bacteriana LexApa, control
positivo de reconocimiento, como Gp1l4, la proteina en estudio, enriquecidas
mediante el uso de la resina de niquel. Concentraciones crecientes LexAra y Gpl4
se pusieron en contacto con ambas regiones de ADN y los complejos formados
fueron evaluados en geles de poliacrilamida. Ambas proteinas fueron capaces de
formar complejos con la regiéon promotora de lexA apreciandose dos bandas con
diferente migracion con respecto al ADN libre (Fig. 10 b y c¢). El nimero de bandas
se asocia al numero de cajas SOS presentes en la regién de ADN. Asi mismo, se
observé que los complejos formados entre el ADN y Gpl4 migran con mayor
velocidad con respecto a los formados con LexAra, tal como se espera por las
diferencias de tamafo de las proteinas, mientras un monémero de LexAra pesa 27
kDa uno de Gpl4 tiene 8 kDa. La diferencia importante entre ambas proteinas se
refleja en que se requiere una mayor cantidad de Gpl4 para poder obtener
interaccidn con la region de ADN, esto puede sugerir que la funciéon de Gpl4
depende de su concentracién y/o acumulacion. La interaccién del ADN con ambas
proteinas fue especifica, puesto que al colocar bajo las mismas condiciones que la
regiébn promotora que carece de caja SOS no se observo la formacion de complejos.

A Caja SOS 1 Caja S0S 2 N
caTTGCCAcgcccegetcalC TGTATATAATCCCAGcaC TGGATAAAAACAAGhHg
-35 -10

b c
0.93 190 280 3.70 460 560 6.50 7.40 LexAp, (UM) 1341 17-fw_39-/4_ﬁ8_| Gp14 (uM)
e Sad t“ »er a’,ﬁ:} L .
q . -
e U P s b ~— ADN libre
N il i id W Nl 5 p ~—ADN libre
Mied bl bl ! W’ e W <—ADN libre T W T e e e . - -<— ADN libre

Figura 10. Gpl4 se une a las cajas SOS de lexA. a) Esquema representativo de la region
reguladora del gen lexA de P. aeruginosa utilizada en los ensayos EMSA. En rojo se sefialan los
sitos -10 y -35 del promotor, en recuadros negros se sefialan las posiciones de las cajas SOS, las
cuales difieren en secuencia. b) Ensayo de retardamiento utilizando la proteina LexAra y la region
promotora de lexA En la parte inferior se muestra el ensayo con la region promotora del gen de
tetraciclina. ¢) Ensayo EMSA de la regién promotora de lexA en presencia de la proteina Gp14. En
la parte inferior el control de la regidon promotora del gen de resistencia a tetraciclina. Parabyc, ala
derecha, con flechas, se marca las posiciones del ADN libre y los complejos formados. En la parte
superior se muestra la concentracién de proteina empleado en cada caso.
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Ya que se requirio mayor concentracion de Gpl4 para obtener complejos, se dedujo
que la afinidad de la proteina es menor con respecto a la LexAra. Para corroborarlo
se analizaron las cinéticas de unién, por triplicado, y se cuantificé la formacion de
complejos para finalmente determinar la constante de disociacion Kq. Las cinéticas
obtenidas para ambas proteinas se utilizaron para el modelamiento matematico que
permitié la estimacion de la constante (Fig. 11). Se estableci6 que la Kd corresponde
a la concentracion a la cual el 50% de las cajas SOS se encuentran ocupadas,
teniendo en cuenta que cada regién de ADN tiene dos cajas SOS y no son de
secuencia idéntica, de tal forma que se determiné la Kq para LexAra en la region
reguladora del gen lexA tiene un valor de 3.403 uM y la de Gpl4 26.42 uM.
Recordando que valores de magnitud mayor para la Kd es equivalente a menor
afinidad de la proteina por el ADN, se corroboré que Gpl4 presenta una afinidad 8

veces menor que LexApa para le region promotora de IexA.
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Figura 11. Cinéticas de unién proteina-ADN para estimacion de Kq. Se muestran las cinéticas
obtenidas de triplicados de los ensayos EMSA y cuantificacién de los complejos a partir de las
imagenes obtenidas para a) Cinética de unién de la regién promotora de lexA en presencia de LexApa
y b) Cinética de union de la regién promotora lexA en presencia de Gpl4.

Para reforzar la idea de que Gpl4 esta uniéndose a la caja SOS, se llevo a cabo un
ensayo de competencia en el cual se colocaron ambas proteinas para la interaccion
directa con el ADN. La formacion de cada tipo de complejo puede distinguirse
gracias a la diferencia de tamafios de las proteinas. El ensayo se realizé con dos
variantes, la primera manteniendo constante la concentracion de LexApa Yy

colocando Gpl4 en concentraciones crecientes; en el segundo caso se invirtieron
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las proteinas. En ambos ensayos se observo la formacion de los complejos ADN-
LexApra Yy ADN-Gp14 (Fig. 12), donde los ultimos son predominantes sin importar
cual de las dos proteinas se mantenia constante. Ya que para poder observar la
interaccion con Gpl4 se requieren concentraciones altas, esto puede favorecer la
formacién del complejo a pesar de la baja afinidad de la proteina. Este resultado
también resalta el hecho de que la concentracion de Gpl14 es importante para llevar
a cabo su funcion. Se descarta que ambas proteinas se unan al mismo tiempo ya
que no se generaron complejos ADN-proteina de mayor tamafio que los ADN-
LexAra. La observacion en la reduccion de la intensidad de las bandas
correspondientes a complejos ADN-LexAra, al agregar Gpl4, indica que esta Ultima
desplaza a la LexApa unida, sugiriendo que ambas proteinas compiten por el mismo

sitio de union.

a - - 131 219 263 306 350 39.4 Gpl4 (M) b - - 093 190 280 3.70 560 7.40 9.40 LexA(uM)

ADN-LexAp,

~ ADN-Gp14

ADN libre

Figura 12 Ensayo de competencia LexApa y Gpl4. Se muestran las imagenes correspondientes a
los ensayos de unidn en presencia de ambas proteinas donde a) Se mantiene la concentracién de
LexApa constante y Gpl4 se coloca en concentraciones crecientes y b) Gpl4 se mantiene en
concentraciones constantes en presencia de concentraciones crecientes de LexApa. Para ambos
geles se muestra en la parte superior las concentraciones de las proteinas empleadas. A la derecha
se indican con flechas los diferentes sitios de migracion de los complejos formados.

Los resultados in vitro mostrados hasta este punto demostraron capacidad de unién
de Gp14 al ADN bacteriano, especificamente sobre la caja SOS del gen lexA de P.
aeruginosa. La competencia existente sobre la union de Gpl4 o LexAra a la caja
SOS correlaciona con la disminucién en la sobrevivencia de bacterias que sobre-
expresan la proteina Gpl4, después de la incidencia de luz UV. Ademas, la unién
de Gpl4 a la caja SOS sugiere que puede interferir en otras cajas SOS del genoma
bacteriano. Este resultado sumado al ensayo de sobrevivencia a luz UV sefalan

una participacién de la proteina fagica en la regulacion de los genes de respuesta
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SOS de la bacteria, de manera especifica inhibiéndola mediante su union a las cajas
SOS.

8.4 La sobreproduccién de Gpl14 inhibe la induccién del profago H66

El ciclo litico del fago H66 es regulado por el represor Cl-like, el cual es un homélogo
al represor Cl del fago lambda. Este tipo de represores tiene similitud con respecto
a la proteina LexA, tanto estructural como funcional, ya que para su inactivacion
requieren la incidencia de un dafio sobre el ADN con la consecuente activacion de
RecA (RecA¥), de esta forma la induccién del profago depende de la respuesta SOS
(Wegrzyn et al, 2012). La inactivacion del represor Cl-like permite que el fago inicie
el ciclo litico y, asi, la formacion de nuevas particulas viricas. Como consecuencia
de la induccién hay un incremento del titulo del fago libore sumado a la lisis
bacteriana. De tal forma que, como otra perspectiva para evaluar si Gp14 interfiere
en la respuesta SOS, se llevo a cabo un ensayo de induccién del profago a partir de
una liségena con el uso de mitomicina C (MMC). Bacterias PAO1(H66)
transformadas con pHERD26T o pHERD26T-Gpl4, se crecieron a una
ODeoonm=0.4, momento en el que se agrego arabinosa a una concentracion final del
0.2% para permitir la expresion de Gpl4 durante 15 minutos. Después de la
induccion de Gpl4, el ciclo litico fue inducido por adicion de MMC, los titulos de fago
se determinaron en intervalos de una hora después de la adicion de MMC. Se
observo que las células transformadas con pHERD26T incrementan el titulo del fago
libre de manera exponencial después de dos horas de la adicién de MMC de manera
independiente de la adicion de arabinosa (Fig. 13a). Sin embargo, las células
transformadas con pHERD26T-Gp14, cuando se induce la produccion de Gpl14 por
adicion de arabinosa y a pesar de estar presente la MMC, mantienen un titulo de
fago libre bajo, el cual parece depender o estar ligado al crecimiento celular
indicando que la induccion del profago esta reprimida por la sobreproduccion de
Gpl4 (Fig. 13b). De esta forma se corroboro indirectamente la participacion de Gpl4
en la inhibicion de la respuesta SOS. Es importante sefialar que el fendbmeno de
inhibicion del ciclo litico se observé sblo cuando la proteina se produjo en exceso,

debido a la induccion con arabinosa, ya que al evaluarse la induccion del ciclo litico
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con niveles de proteina correspondientes a la fuga transcripcional del vector (sin

arabinosa) el profago sigue siendo sensible a la presencia de MMC (Fig. 13c y d).

a PAO1(H66)26T + ara b PAO1(H66)Gp14 + ara
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Figura 13. La sobreproduccion de Gp14 inhibe el inicio lainduccion del profago. Se muestran
las cinéticas de crecimiento bacteriano en LB con arabinosa al 0.2% (+ ara) y sin arabinosa (sin ara)
monitoreado por medicién de ODeoonm (€j€ principal, lineas continuas) y el titulo de fago determinado
en UFP/mL (eje secundario, lineas punteadas) para las cepas lisdgenas a y ¢c) PAO1(H66)
transformada con el vector pHERD26T (26T) en ausencia (simbolos sélidos) o presencia de MMC
(simbolos blancos) y b y d) PAO1(H66) transformada con la construccion pHERD26T-Gpl14 (Gp14)
en ausencia (simbolos soélidos) o presencia de MMC (simbolos blancos).

8.5 Gpl4 no es esencial para el fago H66

Hasta este punto se habia logrado asociar la sobreproducciéon de Gpl4 con la
represion de la respuesta SOS de la bacteria, sin embargo, se carecia de pistas
sobre su funcién en la biologia del fago. Dado que gpl4 es conservado en el

genoma de los fagos tipo F116 se decidi6é evaluar si la proteina es esencial. Para
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ello se realiz6 la sustitucion de gpl4, sobre la lisbgena PAOL1(H66), por un gen de
resistencia a gentamicina (aacCl) que porta su propio promotor. Mediante
recombinaciéon homologa se realizaron tres construcciones diferentes denominadas
PAO1(H66-a), PAOL1(H66-B) y PAOL1(H66-y). En las tres lisogenas, la
recombinacién se llevé a cabo en la misma regién, entre los ORF 13y 15, pero con
diferencias importantes (Fig. 14). En el fago silvestre, H66, los ultimos cuatro
nucleotidos del extremo 3’ del ORF15 se sobreponen con el extremo 5’ del ORF14
(gpl4) ademas en el extremo 3’ de gpl4 se reporta un terminador putativo (Fig.
14a). En el fago recombinante H66-a. el gen aacCl se insertd de tal forma que
sustituye en su totalidad al gen gpl14, desde su codon de inicio hasta el codon de
paro, en su misma direcciéon. Esta modificaciébn generd que el ORF15 perdiera su
codon de paro y la fusion de la nueva secuencia de nucle6tidos genera una adiciéon
de 7 codones codificantes en su extremo carboxilo terminal, previos a la aparicion
del nuevo codon de paro (Fig. 14b). Ademas de la modificacion en el ORF15, la
recombinacion también elimind el terminador. En el caso del fago H66-B el gen
aacC1 se posicion6 en sentido contrario al resto de genes del bloque y se evit6 la
eliminaciéon del coddn de paro del ORF15 (Fig. 14c). Finalmente, para el fago H66-
v se tienen las mimas caracteristicas que el fago H66- aunado a que se mantiene

el terminador al final de gp14 (Fig. 14d).

35



a 77234 8,910 9,507 9,716 10,758

—< ORF13
gp14
b 7,2:34 8&;10 9,434 9,9:68 11,;38
‘ 110,158

—< ORF13 J: ORF15 |—
c 7.2

—< ORF13

10,237

d 7,2.34 8‘9.10 9,:?47 10,288 11,3?5

—< ORF13

‘ E:)ORF i Terminador r Promotor 7aa extra ‘

Figura 14. Construccidn de los fagos recombinantes. a) Regidn silvestre del fago H66 del ORF13
al ORF15 sobre la cual se construyeron los fagos recombinantes, el gen gpl4 se resalta en rojo b)
Modificaciones en la zona de recombinacion para el fago recombinante H66-a. ¢) Diagrama de los
cambios del fago recombinante H66-B. d) Representacion de las caracteristicas del fago H66-y, en
la zona de recombinacién. En a, b y c, el gen sustituto aacC1 se muestra en azul. El resto de la
simbologia se muestra en la parte inferior de la imagen.

Todas recombinantes, obtenidas a partir de la liségena, fueron seleccionadas por
resistencia a gentamicina, ademas de ser capaces de producir progenie. Este
resultado demostrd que gpl4 no es esencial para la produccion de nuevos viriones.
Se realiz6 extraccién de ADN, de los fagos recombinantes para la secuenciacion de
la region de recombinacién y se corroboré que las modificaciones en gpl4 estaban
presentes (Anexo, figs. A8-A13). Todos los fagos recombinantes vegetativos fueron
capaces de infectar y lisogenizar bacterias de la cepa hospedera P. aeruginosa
PAQ1, transduciendo la resistencia a gentamicina. La morfologia de la placa
infectiva resultdé ser de tamafio similar a la del fago silvestre, de 1 a 2 mm de
diametro, con centro turbio a excepcién del fago H66-a que present6 placas claras
(Fig. 15). Dado que el fago recombinante que contiene menos modificaciones es el

fago H66-y, se decidio utilizar solo este ejemplar para el resto de los analisis.
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Figura 15. Morfologia de la placa infectiva de los fagos recombinantes. Se muestran las placas
de lisis obtenidas al realizar infeccidn sobre tapices de la cepa PAO1 de muestras de fago a) H66,
b) H66-a, c) H66-, c) H66-y.

Los fagos H66 y H66-y fueron empleados para infectar la cepa PW7144 (RecA’), en
ambos casos se observaron placas de lisis, sin embargo, presentaron
caracteristicas fenotipicas que difieren a las observadas en la cepa PAO1. De inicio
su tamafio es mucho menor y no se observa un centro turbio (Fig. 16). Aunado a lo
anterior, cuando se intent6 el aislamiento de lisbgenas en la cepa PW7144 so6lo fue
posible obtener lisbgenas PW7144(H66-y), gracias a la seleccion de resistencia a
gentamicina presente en el fago recombinante. Las liségenas PW7144(H66-y)
presentaban inmunidad contra los fagos H66 y H66-y, ademas eran capaces de
producir particulas virales que infectaban a la cepa PAOL, aunque en titulos bajos
(~200 UFP/mL). En el caso de las candidatas a liségena PW7144(H66), aunque
algunas cepas presentaban inmunidad contra los fagos H66 y H66-y, la prueba de
produccion de fago era negativa por lo que no lograron confirmarse como

verdaderas liségenas.
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PAO1 PW7144
Figura 16. Los fagos H66 y H66-y generan placas pequefias y claras en la cepa PW7144. Se
muestra la diferencia en la morfologia de la placa infectiva de los fagos silvestre y recombinantes

sobre tapices de bacteria PAOL1 y PW7144 (RecA") a) H66 sobre PAO1, b) H66 sobre PW7144 c)
H66-y sobre PAO1 c) H66-y sobre PW7144.

©
©
I

H66-y

Previamente se habia demostrado que los fagos F116-like, y en especial H66 se
integran en un sitio especifico del genoma de H66 (Fig. 17a) (Cazares, 2016), por
lo que se consider6 que la ausencia de lisbgenas PW7144(H66) podrian
relacionarse a la falta de RecA en la cepa PW7144. A través de pruebas de
insercion, mediante andlisis PCR y el uso coordinado de primers disefiados para
determinar la insercién del fago con base a su combinacién (ver materiales y
métodos), se corroboré que el fago sigue siendo capaz de integrarse como profago
(Fig. 17b). De manera interesante se mostré6 que las lisbgenas PAOL1(H66) vy
PAO1(H66-y), donde esta presente RecA, tiene dos poblaciones bacterianas una
libre de profago (Fig. 17b carriles 3, 4, 7 y 8) y otra con profago insertado (Fig. 17b
carriles 12, 13, 16, 17, 20y 21). En el caso de las liségenas PW7144(H66-y), donde
RecA no se produce, Unicamente se encuentra evidencia de bacteria que contiene
profago insertado (Fig. 17b, carriles 5, 9, 14, 18, 22), lo cual se asocia al bajo titulo
viral determinado para las liségenas. De manera cualitativa se puede observar que
el fago se inserta en un sentido preferente, en el cual el ORF70 queda dirigido hacia
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el extremo 3’ del gen DusA de la bacteria y la integrasa hacia su extremo 5 (Ver
carriles 11-22).

a ‘ ‘Direccién de insercion 2

H66 — 65.2 Kpb

3,152,549 pb

10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
500 pb 381pb 555 pb 470 pb 635 pb
Tamafio fragmentos esperados
(sin insercién de profago)

Tamafio fragmentos esperados (si hay insercién de profago)

Figura 17. H66-y mantiene su capacidad de insercidn en las cepas hospederas. a) Diagrama
del sitio de insercion del fago H66, predicho en la posicién 3,152,549 del genoma de PAQO1 (Cazares,
2016). En la parte superior se indican las posibles direcciones de insercidon de H66, cuyos extremos
se delimitan por el ORF70 y la integrasa. Con flechas y enumerados se muestran los primers
ubicados en su region de hibridacion. b) Gel de agarosa, muestra los productos de PCR obtenidos
de las diferentes combinaciones de primers. En la parte superior se indica la muestra de ADN
empleada, donde MPM -Marcador de peso molecular. PAO1 — cepa P. aeruginosa PAOL.
PAO1(H66) — liségena del fago H66 en la cepa PAO1, PAO1(H66-y) — lisgena del fago H66-y en la
cepa PAOL. PW7144(H66-y) — lisbgena del fago H66-y en la cepa P. aeruginosa RecA . Sobre el gel
se indica la combinacion de primers empleados para cada seccién delimitada. En la parte inferior se
indica el nimero de carril, asi como el tamafio de los productos esperados de acuerdo a la
combinacion de primers empleados y la insercién o no del fago.

Hasta este punto se observaba que el fago H66-y es funcional en infeccion e
integracion. A pesar de saber que el fago recombinante era capaz de formar nuevas
particulas viricas se desconocia el rendimiento de la progenie, por lo cual se

procedié a evaluar el titulo viral de H66 y H66-y. Se analizé la produccion

39



espontanea de fago para las liségenas PAO1(H66), PAO1(H66-y) bajo las mismas
condiciones de crecimiento. Se hallé que la cantidad de fago obtenida a partir de
PAOI(H66-y) es al menos un orden de magnitud menor con respecto a PAO1(H66)
(Fig. 18a). Dado que la Unica diferencia entre H66 y H66-y es la presencia de gpl4,
se determind si esta caracteristica se relacionaba a la disminucién del fago libre. Se
llevd a cabo la complementacion de ambas lisdgenas con la construccion
pHERD26T-Gp1l4, ademas del control pHERD26T. A raiz de la observacion de los
ensayos de sobrevivencia de luz UV, de que la sobreproduccion de la proteina
parecia ser tdxica, el ensayo se realiz6 en ausencia del inductor aprovechando la
caracteristica de los vectores pHERD, los cuales tienen fuga transcripcional. Los
resultados mostraron que en PAO1(H66-y) incrementa el titulo de fago libre cuando
se complementa la proteina Gp14 (Fig. 18b). El resultado sugeria que Gpl14 podria
participar en la regulacion del ciclo litico del fago o bien, que su presencia es

necesaria para poder completar la correcta liberacion del mismo.
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Figura 18. La ausencia de Gpl4 rinde titulos menores de fago espontaneo para H66-y. a)
Evaluacion de la produccién espontanea de los fagos H66 y H66-y, de tres ensayos representativos.
b) Evaluacién de fago espontaneo en las liségenas PAO1(H66) y PAO1(H66-y) transformadas con
los vectores pHERD26T (26T) y pHERD26T-Gpl4 (Gpl4) de tres ensayos independientes.
*p<0.05%, **p<0.01%

Para determinar si Gpl4 afectaba el ciclo litico del fago se llevo a cabo el ensayo

de induccion con MMC sobre la lisogena PAO1(H66-y). La liségena del fago
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recombinante fue transformada con el vector pHERD26T o la construccién pHERD-
Gpl4, igual que el ensayo con la lisdégena silvestre, después de 15 minutos de
induccion de la proteina Gpl4 se realiz6 la induccion del profago por adicion de
MMC vy los titulos de fago se monitorearon en intervalos de una hora (Fig. 19). Se
observo que la liségena PAO1(H66-y) transformada con pHERD26T, y que por lo
tanto carece de Gp14, incrementa el titulo del fago libre en respuesta a la adicion
de MMC (Fig. 19a), sin embargo, la sobreproduccion de Gp14, cuando la lisbgena
es transformada con la construccion pHERD26T-Gpl4, mantiene reprimido la
induccién del profago (Fig. 19b), de la misma manera como se observa en el caso
de la lisdgena del fago silvestre (Ver Fig. 13). De esta forma se concluy6 que Gp14,
no es esencial para llevar a cabo el ciclo litico, puesto que el profago aun es sensible
a MMC.

PAO1(H66-Y)26T PAO1(H66-Y)Gp14

-10"1 2.5+ -10"1
L1010 L1010
-10° -10°

- 108 -108

quw/ddn
quw/ddn

-107 -107

-10°¢ 106

105 105

Tiempo (h) Tiempo (h)

-8~ ODgopnm (-MMC) € ODgoonm (FMMC) -a- UFP/mL (-MMC) -A- UFP/mL (+MMC)|

Figura 19. El profago H66-y no es inducido por MMC cuando Gpl4 estd sobreproducida.
Cinéticas de crecimiento bacteriano (lineas continuase) en LB ara 0.2% monitoreado por medicion
de ODsoonm Y cinética del titulo de fago en UFP/mL (eje secundario, lineas punteadas) a) PAO1(H66-
v) transformada con el vector pHERD26T (26T) en ausencia (simbolos sélidos) o presencia de MMC
(simbolos blancos) y b) PAO1(H66-y) transformada con la construcciéon pHERD26T-Gp14 (Gpl14) en
ausencia (simbolos sélidos) o presencia de MMC (simbolos blancos).

8.6 El genoma de H66 presenta cajas SOS que son reconocidas por Gpl4

Ya que la ausencia de Gp14 afecta la produccion de fago espontaneo, se planted la
posibilidad de que la proteina regulara genes propios del bacteriéfago. Para ello se
realizd una busqueda de posibles cajas tipo SOS en el genoma del fago H66.
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Mediante el andlisis con el software Motif Alignment & Search Tool (MAST), se
busco la presencia de regiones de ADN con homologia a las cajas SOS reportadas
para P. aeruginosa (Cirz et al., 2006). El software compara la secuencia consenso
de la caja SOS con la secuencia del genoma del fago H66. Mediante analisis
probabilistico, determina si el parecido entre las secuencias es solo el resultado de
una coincidencia azarosa o de homologia, para ello asigna un E-value, entre mas
se acergue este valor a cero indica que no es una coincidencia al azar. Una vez
identificada la secuencia, genera un alineamiento para sefialar los nucleétidos
conservados, mediante el signo +. Para poder considerarse como cajas SOS
putativas y ser evaluadas experimentalmente, las secuencias predichas por MAST,
también debian sobreponerse o estar cercanas a una regién promotora y no
sobreponerse a marcos abiertos de lectura. De las diversas secuencias propuestas
por MAST, Unicamente dos cumplieron con las caracteristicas (Fig. 2, flechas
verdes). La primera, se ubica a 15 nucledtidos rio arriba del ORF32, la cual presento
un E-value de 6.8x10%. La segunda se encuentra a 16 nucledtidos rio arriba del
ORF70, con un E-value 1.7x101°. Ambas cajas SOS putativas, se analizaron
mediante softberry, el cual predijo la presencia de regiones promotoras que se
sobreponen a las posibles cajas SOS (Fig. 20a y b). Estas regiones fueron
analizadas por EMSA para determinar si eran reconocidas por las proteinas LexAra
y Gpl4. Las regiones promotoras se amplificaron por PCR y el producto se hizo
interaccionar con las proteinas enriquecidas. Ambas proteinas, LexAra y Gpl4,
reconocieron y se unieron a las cajas SOS de los ORF32 y ORF70 (Fig. 20c y d
respectivamente). El resultado sugiere que las regiones pueden servir de sitio de
union para ambas proteinas. La determinacion de las Kq para la caja del ORF32
fueron de 2.071 uM para LexA y 9.08 uM para Gpl4, y para la caja del ORF70 los
valores de Kq fueron 2.004 uM para LexA y 9.08 uM para Gpl4 (Fig. 20 e y f). Al
igual que la caja SOS del gen lexA se requirieron concentraciones mayores de Gp14
para observar la interaccion ADN-proteina, lo cual se reflejo en una estimacion de
K¢ mayor para la proteina Gpl4 con respecto a LexApra, 4 veces mayor para el
ORF32 y 7.5 para el ORF70, sefialando que LexApra €s mas afin a las regiones

reguladoras de ambos ORFs. Cabe resaltar que entre las dos cajas SOS, se
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observa que la afinidad de Gp14 parece ser mayor a la caja del ORF32, ya que la

constante de afinidad es 2 veces menor con respecto a la calculada para el ORF70.
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Figura 20. H66 presenta cajas SOS que son reconocidas por Gpl4. a) Representacion grafica
de las regiones promotoras del ORF32y 70, en la parte inferior se indica la secuencia de nucleétidos
para cada una. Resaltada en rojo se muestran los promotores predichos por softberry, en
mayusculas y encerrado en recuadro las cajas SOS predichas. b) Alineamiento realizado por MAST
de las secuencias SOS consenso (mayusculas parte superior) y la secuencia del fago (minusculas,
parte inferior). A la izquierda el alineamiento de la caja SOS del ORF32 y a la derecha la del ORF70.
Los nucledtidos conservados se indican con el signo +. En la parte inferior se muestra el E-value
determinado por el programa. ¢) Ensayo EMSA de la regién promotora del ORF32 en presencia de
la proteina LexAra (gel superior) o0 Gpl4 (gel inferior). d) Ensayo EMSA de la regién promotora del
ORF70 en interaccion con LexAra (gel superior) o Gpl14 (gel inferior). Para c¢) y d) las concentraciones
empleadas de las proteinas se muestran la parte superior de cada gel. La migracién del ADN libre y
los complejos ADN-proteina se sefialan a la derecha. e) Cinéticas de unidn del promotor del ORF32
y la proteina LexAra (izquierda) o Gpl14 (derecha) para la estimacion de la kg que se muestra debajo
de cada grafica. f) Cinética de unién del promotor del ORF70 con la proteina LexApa(izquierda) o
Gp14 (derecha), la ka determinada para cada gréafica se muestra en la parte inferior. Para e) y f) las
cinéticas se obtuvieron del analisis de imagen de tres geles.
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Al llevar a cabo el ensayo de competencia, entre Gpl4 y LexApa, para cada una de
las cajas SOS, se repitio el fendmeno en el que los complejos ADN-Gpl4 parecen
favorecerse por la cantidad de proteina empleada (Fig. 21). Ademas, Gpl4 parece
desplazar a LexAra que se encuentra unida en los complejos, por lo que
nuevamente se infiere que reconocen la misma secuencia. De esta forma, ambas
proteinas parecen estar participando en la regulacion de genes bacterianos y
fagicos, muy probablemente reprimiéndolos. Se requiere ahondar en el trabajo
experimental para determinar el mecanismo de Gpl4 y corroborar si, como LexApa,

Gp1l4 también funciona como represor.
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Figura2l. Gpl4y LexApa cOmpiten por las cajas SOS presentes en el genoma de H66. Ensayos
de unién en presencia de ambas proteinas a) EMSA del promotor ORF32 en presencia de LexAra
constante y Gpl4 se coloca en concentraciones crecientes y b) EMSA del promotor ORF32 con
Gpl4 a concentraciones constantes y concentraciones crecientes de LexApa. ¢) EMSA del promotor
ORF70 en presencia de LexApa constante y Gpl4 se coloca en concentraciones crecientes y d)
EMSA del promotor ORF70 con Gpl4 a concentraciones constantes y concentraciones crecientes
de LexApa. Para todos geles se muestra en la parte superior las concentraciones de las proteinas
empleadas. A la derecha se indican con flechas los diferentes sitios de migracion de los complejos
formados.

8.7 Los ORF32 y ORF70 estan conservados en los fagos F116-like
Como previamente se habia observado, los ORFs 32 y 70 estan conservados en

los genomas de los fagos F116-like (Fig. 2). Con la intencién de obtener mayor

informacion se analizaron a profundidad in-silico.
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Figura 22. Alineamiento de los homdélogos del ORF32 y 70 de los fagos F116-like. a)
Alineamiento multiple de homdlogos al ORF32. b) Alineamiento multiple de homdlogos al ORF 70.
Todas las secuencias incluyen la regién reguladora. Las regiones -10 y -35 se marcan con una linea
roja en la parte superior de los alineamientos. Las cajas SOS se encierran en un recuadro. Con una
flecha verde, en la parte superior, se indica la posicién del cod6n de inicio de cada ORF. En azul
fuerte se indican los nucledétidos conservados.
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El ORF32 (gp32) corresponde a una proteina de 88 aminoécidos con un peso
molecular de 9.9 KDa, por su parte el ORF70 (gp70) es una proteina de 171
aminoacidos con peso molecular de 19.3 KDa. En primera instancia se realizo el
alineamiento de los ORFs, homdlogos a 32 y 70, del grupo de fagos tipo F116. El
alineamiento mostr6é que entre los genes homélogos hay porcentajes de identidad
mayores al 95% (Fig. 22). Los genes del Fago LKA5 resultaron ser los menos
conservados de todo el grupo. De manera interesante se observo que, tanto para
gp32 como gp70, se mantienen conservadas las regiones reguladoras que incluyen
a los promotores y las cajas SOS. La caja SOS de los homdlogos a gp70 es
conservada en todo el grupo (Fig. 22b). Para gp32 la caja SOS mantiene
conservados los nucleotidos correspondientes al repetido invertido caracteristico de

los extremos, pero presenta variaciones en la region espaciadora (Fig. 22a).

Al analizar la secuencia de Gp32 y Gp70 por BLASTp, los alineamientos indicaron
similitud con proteinas hipotéticas reportadas para cepas de P. aeruginosa, ninguna
de ellas con funcion asignada. Para Gp32 se presenté un dominio conservado
perteneciente a la super familia DUF1654, de funcion desconocida. En el caso de
Gp70 no se encontraron dominios conservados. La prediccion de las estructuras de
las proteinas, a través de I-TASSER, mostraron para Gp32 una estructura
conformada por 3 hélices-a y 3 laminas- (Fig. 23a), cuyo mejor modelo presenté el
valor de C-score de -2.53. Algo interesante a resaltar es que los primeros siete
aminoé&cidos en su extremo amino terminal, presentan una region rica en lisinas
(MAKQKKK). En el caso de Gp70, se determiné una estructura conformada por 7
hélices-a interconectadas (Fig. 23b), con un C-score de -4.22. Para predecir
posibles funciones de las proteinas se realizdé un andlisis a través de HHpred, el
cual busca homologia de las proteinas y predice estructura a través de modelos
ocultos de Markov (HMM por sus siglas en inglés) comparando las proteinas de
interés con aquellas de la base de datos PDB. A pesar de sefalarse ciertas
proteinas con posible asociacion a Gp32 o Gp70, ninguna presentd valores

confiables de analisis. En el caso de Gp32, el mejor alineamiento se obtuvo de su
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aminoacido 11 al 72 que presenté identidad del 11% con los aminoé&cidos 30 al 100
de la proteina cinasa activada por mitdégeno (2NPT_B), una proteina de humano con
tamafo 100 aminoacidos. El alineamiento present6é un E-value de 18. Para Gp70,
sus aminodcidos 14 al 70 arroj6 identidad del 11% con los aminoacidos 87 al 145
de la subunidad alfa de la tiocianato hidrolasa, proteina de 157 aminoacidos de
Thiobacillus thioparus, con un E-value de 19 para el alineamiento. Ya que los
alineamientos de las estructuras presentan E-value mayores a 1 se concluyé que la
relacion entre las estructuras es azarosa. De esta manera los andlisis in-silico para
las funciones de Gp32 y Gp70 no son concluyentes, por lo que se debera dirigir un

abordaje experimental para determinar sus funciones.

a3

Figura 23. Estructuras predichas para las proteinas de H66 a) Gp32 y b) Gp70. Los extremos
amino (NH*) y carboxilo (COO") se indican en la figura.
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9. DISCUSION

En el presente trabajo se analizé la funcién de la proteina Gpl4 del fago H66.
Nuestros resultados sugieren que Gpl4 podria tener un papel que interfiere con el
metabolismo bacteriano y regula la expresion de los genes del fago. Gpl4
representa una version corta de la proteina bacteriana LexA, al tener homologia con
su dominio amino-terminal (NTD). La homologia entre proteinas de fagos y bacterias
pueden ser indicio de una ancestria en comudn, que a su vez podria relacionarse con
la coevolucion de ambas entidades (Krupovic et al., 2011). Un ejemplo claro de
homélogos entre huésped y hospedero es la co-chaperona Gp31 del bacteriéfago
T4, que s6lo comparte una identidad de 14% con la secuencia de aminoacidos de
la proteina GroES de E. coli, sin embargo, la conformacién estructural de ambas
proteinas es similar (Hunt et al., 1997) permitiendo que presenten la misma funcién
en el plegamiento de las proteinas tanto fagicas como bacterianas. Este ejemplo
destaca el hecho de que la estructura de las proteinas es relevante en la funcién
gue desempefian. En el caso de Gpl4 resultdé de sumo interés el tamafio de la

proteina y la homologia a solo un dominio de una proteina bacteriana.

Alcances del analisis in-silico como base para la prediccién de funciones de
genes

Las técnicas de secuenciacidon masiva han permitido conocer los genomas
completos de diferentes organismos, en consecuencia, se presenta la acumulacién
de informacion genética. La gendmica comparativa ha aprovechado el acceso a
dicha informacion que, al analizarse a través de los recursos informaticos, ha podido
determinar grados de relacién evolutiva entre distintas entidades. También ha
permitido la prediccién de diferentes marcos abiertos de lectura y la asignacion de
funciones putativas mediante la busqueda de similitudes entre genomas o regiones
de ellos, a nivel nucledtidos o aminoacidos, o bien a través de analisis de la
estructura peptidica. A pesar de la acumulacion de genomas de diferentes especies
y de la posible asignacion de funciones a los ORFs putativos, la comprobacion
experimental de dichas funciones es aun incipiente y es uno de los grandes retos

gue tiene la biologia molecular (Fadrosh et al., 2008; Gilbert et al., 2017).
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En el caso de Gpl4, el andlisis bioinformatico mostraba pistas que sugerian una
fuerte asociacion al NTD de LexA (Fig. 6y 7). A pesar de contar con cierta prediccion
funcional, el reto principal estuvo representado por la falta de asociacion de la
proteina a un fenotipo que facilitara el abordaje experimental para la comprobacién
de sus funciones. Aunado a lo anterior, durante el desarrollo del proyecto surgio el
reporte de la proteina Gp6 de B. thuringiensis, la cual también presenta homologia
estructural al NTD de LexA pero, contrario a LexA, con funcién de activador
transcripcional (Fornelos et al., 2018). De manera sorprendente, el analisis de Gp14
con respecto a Gp6 sefial6 homologia estructural, pero una baja identidad de
aminoéacidos (30%), ademas de que la secuencia reconocida por Gp6 difiere de

aguella propia de las cajas SOS (Fig. 24).
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Figura 24. Andlisis comparativo de Gp14 con Gp6. a) alineamiento de aminoacidos, en la parte
inferior se indican los amino&cidos conservados con *, en recuadros negros se indican la ubicacién
de las hélices-a y en azul las laminas-f. b) Prediccién y sobreposicion de las estructuras de Gpl4
(azul) y gp6 (magenta) obtenidas por I-TASSER. c) Alineamiento de los nucleétidos de las diferentes
cajas SOS reportadas para P. aeruginosa y su comparacion con la secuencia consenso reportada
para gp6 (Fornelos et al., 2018).

Tanto Gpl4 como Gp6, presentan conservacion del dominio HTH. Este tipo de
dominio también se presenta en el extremo amino terminal (NTD) de LexA. En la
proteina bacteriana este dominio pertenece especificamente a las variantes
Winged-HTH (wHTH) (Aravind et al., 2005; Gajiwala y Burley, 2000). La
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comparacion de Gpl14 con el NTD de LexAec mostré 24 aminoacidos conservados
(Fig. 6). Con respecto a los aminoacidos involucrados en el reconocimiento de ADN,
Gpl4 mantiene diez (Q8, 115, E30, A32, R39, A42, A49, K53 R67 y R64) (Oertel-
Buchheit et al., 1992; Zhang et al., 2010), principalmente en las hélices a-2 y a-3
(Fig. 6, recuadros negros). Por su parte, la comparacion de Gp14 con Gp6 muestra
20 aminoé&cidos conservados, ubicados principalmente en el espacio entre las
hélices a-1 y a-2, y en la cadena B-1 (Fig. 24a). Las diferencias observadas en la
distribucion de los amino&cidos conservados entre Gpl4 y Gp6, con respecto a
LexA puede ser la clave en la diferencia de sus funciones. Dado que la hélice a-3
es la estructura mas relevante en el reconocimiento de la secuencia de caja
consenso SOS (Fogh et al., 1994; Gajiwala y Burley, 2000; Zhang et al., 2010), los
aminoécidos conservados de Gpl4 en esta hélice fortalecian la idea de que Gpl4
es un represor de genes bacterianos SOS.

Para el caso de Gpl4 la informacidén recabada por el analisis in-silico permitié
predecir su capacidad de unién al ADN, sin embargo, el analisis no fue suficiente
para sugerir la posible secuencia consenso de la proteina o bien su participacion
como represor o0 activador, por lo cual la parte experimental sigue siendo
fundamental. Por el contrario, el andlisis para otras proteinas es mas complicado,
ya que a pesar de conocer su secuencia de aminoacidos y poder predecir sus
estructuras, la informacién no es suficiente para poder asignar funciones. Sumado
a lo anterior, la falta de un fenotipo especifico hace que la aproximacién
experimental sea aun mas dificil, tal es el caso de las proteinas Gp32 y Gp70 del
fago H66 (Fig. 24).

Intrusion de Gp14 en la respuesta SOS de la bacteria

El punto de partida para el analisis experimental fue la hipotesis de la capacidad de
unién de Gp14 al ADN y la homologia con el NTD de LexA. Las bacterias, después
de ser irradiadas con luz UV, reparan el dafio generado en el ADN a través de la
activacion de la respuesta SOS, permitiendo la reactivacion en la viabilidad celular,

después de la inactivacion del represor LexA (Maslowska, Makiela-Dzbenska y
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Fijalkowska, 2019; Radman, 1975). En E. coli la acumulacion de LexA NTD afecta
la supervivencia celular ante un dafio sobre el ADN (Neher et al., 2003), lo cual se
relaciona con las observaciones de que el NTD mantiene su capacidad de union al
ADN después de que se ha llevado el corte auto-catalitico en el CTD de la proteina
LexA, siempre y cuando el NTD generado carezca de las sefiales de degradacion
para permitir su acumulacién (Hurstel et. al.,, 1986). Del mismo modo, en
Staphylococcus aureus la sobreproduccion del NTD, a partir de un vector de
expresion, reprime la expresion del gen sosA, regulado por LexA (Cohn et al., 2011).
En este trabajo se demostré que la sobreproduccion de Gp14, in vivo, tuvo un efecto
similar, donde se ve disminuida la recuperacion de la célula después de hacer incidir
luz UV (Fig. 9). A partir del fenotipo se sugiri6 que Gpl4 bloquea la expresion de
genes SOS bacterianos al reconocer y unirse a las cajas SOS y que esta interaccion
es responsable de la reduccion en la reactivacion de la viabilidad celular. Esta
nocion parecio confirmarse ya que al sobreproducir Gpl4, a partir de una
construccion, inhibié la induccion litica del profago H66 (Fig. 13). Los represores de
fagos con homologia al Cl de lambda requieren de un auto-procesamiento,
equivalente al de LexA, para permitir la expresion de los genes liticos de fago (Craig
y Roberts, 1980; Roberts y Roberts, 1975). Por lo tanto, el auto-procesamiento de
Cl, al igual que LexA, depende de la activacion de la respuesta SOS (Little y
Michalowski, 2010; Rokney et al., 2008). Una posible interpretacion de la falta de
induccion de fago bajo la sobreproduccion de Gpl4 era que podria participar como
el represor de inmunidad del fago H66. Este escenario no es posible ya que el
genoma de H66 codifica un represor tipo Cl (ORF33, Fig. 2) cuya expresion confiere
inmunidad a la cepa PAO1 (Martinez-Martinez, datos no publicados), ademas la
sobreproduccién de Gpl14 no confiere inmunidad contra la infeccién de H66 (datos
no mostrados). Por lo tanto, el bloqueo de la induccién del profago H66 observada
con la sobreproduccion de Gpl4 debe estar relacionado a la represion de la
respuesta bacteriana SOS, lo cual se corrobora con los titulos bajos obtenidos en
las cepas liségenas construidas PW7144 (recA’), donde la respuesta SOS no es
activa (Fig. 16).
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La represion de la reactivacion celular y de la induccion del profago va de la mano
del resultado in vitro que demuestra que Gp14 se une a las cajas SOS del gen lexA
(Fig. 10) y compite con LexAra por el sitio de union (Fig. 12). Del ensayo EMSA,
para la sonda con las cajas SOS de lexA, se observo la generacion de dos bandas
de migracion de manera independiente de la proteina empleada (Fig. 10). Este
punto resalta la presencia de dos cajas SOS. En el caso del experimento con la
proteina LexAra Se infiere que podria estar uniéndose como dimero, tal como se
reportd para LexAec. Para la proteina de E. coli el CTD de LexA permite la formacion
estable de dimeros en solucién y, en esta configuracién se une a cajas de SOS
bacterianas (Mohana-Borges et al., 2000; Schnarr et al., 1985), la proteina de P.
aeruginosa también posee un CTD, por lo que se predice su dimerizacion. En el
caso de Gpl4 el CTD esta ausente, por lo tanto, no es esperada la formacion de
dimeros, de tal manera que sélo se puede sugerir que en cada caja se unen maximo
dos monomeros de la proteina. Un dato importante fue la diferencia de afinidades;
se determind que LexAra es mas afin que Gpl4, por lo que se requiere una
concentracion molar 10 veces mayor de Gpl4, con respecto a LexApa, para
observar interaccion con el ADN en el experimento EMSA. El resultado coincide con
los reportes del NTD -LexAec en comparacion con la proteina completa LexAec,
donde se requiere un exceso molar de NTD 17 veces mayor con respecto a LexA
para observar el efecto de la interaccién completa de ADN-proteina con el promotor
de recA (Hurstel et al., 1986); y para la represion del promotor de uvrA, se requirié
una concentracion de NTD 10 veces mayor que LexAec (Bertrand-Burggraf et al.,
1987). De este resultado resalta el hecho de que es posible que la sobreproduccion
de Gpl4 sea necesaria para poder presentar un efecto sobre la célula. Sin embargo,
este detalle resulta contradictorio ya que la sobreproduccion de Gpl14 a partir de un
plasmido es toxica para las células tras largos periodos de exposicion al inductor,
arabinosa, especificamente durante una incubacion durante la noche (Fig. 9c¢). Sin
embargo, en periodos cortos de induccion, de hasta 5 h, no se notaron efectos
negativos (Fig. 8). El efecto toxico podria estar asociado a la alta concentracion de
proteina Gpl4 acumulada en la célula bajo la presencia continua de arabinosa y al

largo periodo de incubacion que puede favorecer la manifestacién de toxicidad. Es
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posible que la concentracién de Gpl4 tenga limites estrictos, tanto inferior como
superior, para llevar a cabo su funcidbn adecuadamente, por lo que resulta
interesante evaluar a futuro la temporalidad de expresion del mensajero, asi como

de la proteina en una liségena.

Relevancia de Gpl14 en el genoma de H66

El reporte de que una proteina fagica, similar a Gp14, presenta funcién en la
regulacion de genes del fago resalto la importancia de evaluar la funcién de Gpl4
en nuestro sistema. Del analisis in-silico sobresalia que gpl4 es conservada en
fagos y profagos de la familia F116 (Fig. 5), por lo que se plante6 la posibilidad de
que gpl4 fuera esencial para el fago. Sin embargo, encontramos que el fago
mutante H66y, que carece de gpl4, es capaz de infectar, lisogenizar y producir
nueva progenie, tanto de manera espontanea como inducida, sefialando que Gp14
no es esencial para las funciones béasicas del fago. De manera particular se encontré
que el titulo de fago espontaneo fue de alrededor siete veces menor para H66y
comparado al titulo del fago silvestre (Fig. 18a). Este efecto parece estar
relacionado a la ausencia de Gpl14 ya que, al complementar la proteina a través de
un plasmido, el titulo de H66y parece restablecerse (Fig. 18b). Es importante sefialar
gue la complementacion se realiz6 a bajas concentraciones de Gpl4, ya que soélo
es el efecto observado con la proteina asociada a la fuga transcripcional del vector.
Cuando se lleva a cabo la induccion de la sobreproduccion de Gpl4, mediante la
adicién de arabinosa, y se fomenta el ciclo litico del profago por MMC el resultado
es un bloqueo en la induccion del profago (Fig. 19). Esta observacion, de nueva
cuenta nos sugiere que el efecto Gpl14 depende de su concentracién, cabe resaltar
que al implicar reduccién de titulo del fago y que el gen pertenece al bloque de
reparacion y replicaciéon del ADN (Fig. 2), es probable que esté afectando alguna

etapa de sintesis de ADN.

Las pruebas con respecto a la respuesta SOS de la bacteria hospedera nos

permiten ver que Gpl4 tiene participacion en la regulacion de expresion de genes.
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En un intento por evaluar los posibles genes que podrian estar regulados por Gp14
encontramos que el genoma de H66 alberga cajas SOS reconocidas, de forma
interesante las cajas son reconocidas tanto por Gpl4 y como por LexAra (Fig. 20),
estas cajas parecen regular la expresion de los genes gp32 y gp70 de los cuales,
desconocemos su funcién. El hecho de que estas cajas SOS se superpongan con
la region -10 de los promotores predichos, sugiere que la unién de las proteinas
LexA o Gpl4 reprime los genes bajo el control de la regién promotora de la caja
SOS, sin embargo, es necesaria la comprobacion experimental para poder
confirmar la hipdtesis. La determinacion de las constantes de disociacion sefiald
gue la proteina bacteriana es mas proclive a unirse a estas cajas SOS (Fig. 20), y
gue la acumulacion de Gpl4 puede desplazar a LexA (fig. 21). Si LexA es mas afin,
es posible que la expresion de gp32 y gp70 estén reguladas primordialmente por
LexA'y, por lo tanto, estén ligadas a la respuesta SOS. El desplazamiento de LexA
por Gpl4, tal vez sea necesario para mantener una represion de gp32 y gp70 a
pesar de que la respuesta SOS esté activa. A pesar del desconocimiento de la
funcion de Gp32, llama la atencidn su cercania al represor, ademas de que su region
regulatoria parece ser mas compleja al incluir el posible sitio de union del represor
(Martinez-Martinez, datos no publicados). Se requiere mayor investigacion para
probar si Gpl4 esta involucrado en la regulacion de la expresion de Gp32 y Gp70,
asi como el circuito de regulacion global de todas estas proteinas para esclarecer

el mecanismo de funcién.

Desde la perspectiva de la bacteria, la expresion de los genes SOS se relaciona con
el grado de dafio causado en el ADN. En E. coli, la primera etapa de la respuesta
SOS enciende genes, tales como sulA, que inhiben la division celular y permiten
gue se lleve a cabo la reparacion de los dafios al genoma. En la segunda etapa el
dafio al ADN es mayor por lo que la respuesta SOS persiste y comienza la expresion
de genes, como umuD y umuC, que corresponden a polimerasas proclives a
mutaciones que ayudan a que la bacteria logre sobrellevar los altos grados de dafio
al ADN, a costo de acumulacion de mutaciones (Butala et al., 2009; Witkowski et

al., 2016). Si el dafio al genoma es aun mayor la ultima etapa de la respuesta SOS
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estaria relacionada con la muerte celular mediada por la respuesta SOS (ALD por
sus siglas en inglés). Este tipo de muerte celular esta mediada por la expresion de
genes “Edin” (del inglés Extensive damage induced genes), regulados por la
respuesta SOS (Ariel et al., 2014). Es posible que la acumulacién paulatina de Gp14
se requiera para interferir con la respuesta SOS e impedir la expresion de los genes
Edin para garantizar y frenar la muerte celular. Asi, Gpl4 podria dar tiempo
suficiente para la correcta replicacion y perpetuidad de la informacion genética del

fago H66, previo a la muerte de la célula.
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10. CONCLUSIONES

VI.

VII.

VIII.

Gpl4 es una proteina conservada en fagos y profago F116-like, y presenta
homologia con el dominio NTD de las proteinas LexAec y LexAra, permitiendo
su prediccién de unién al ADN.

Gpl4 es capaz de unirse a las cajas SOS del gen lexA. Esta union se
relaciona a la represion de la respuesta SOS bacteriana cuando Gpl4 se
sobre-expresa, lo que evita la reactivacion del crecimiento celular posterior a
la irradiacién con luz UV.

La afinidad de Gp14 hacia las cajas SOS es menor con respecto a LexApa,
por lo que su funcion parece depender de altas concentraciones de Gpl14.
La inhibicién de la induccién del profago H66 se asocia a la represion de la
respuesta SOS debida a la sobreexpresion de Gpl4.

Gp14 es una proteina no esencial para el fago H66, cuya presencia permite
mayor produccion de fago espontaneo a partir de una liségena.

Los genes gp32 y gp70 de H66 presentan cajas SOS que son conservadas
en fagos de la familia F116.

Gpl4 y LexApa reconocen y se unen a las cajas SOS de los genes gp32 y
gp70 de H66. LexAra reconoce con mayor afinidad que Gpl4 las cajas SOS
del fago.

Los andlisis bioinforméticos, hasta el momento, son insuficientes para poder

predecir la funcion de Gp32 y Gp70.

56



11. PERSPECTIVAS

I.  Estudiar el efecto de Gpl14 en la transcripcion de gp32 y gp70
Il.  Examinar la participacion de LexAra en la interaccion con las cajas SOS del
genoma de H66.
lll.  Determinar la funcion de las proteinas Gp32 y Gp70.
IV. Evaluar si Gp32 esta asociado a la expresion del represor.

V. Establecer la temporalidad de expresion de gpl4, gp32y gp70.
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13.1 CORROBORACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

13.1.1 Cepas mutantes PAO1
Para el desarrollo del proyecto, fueron solicitadas 3 cepas de la coleccion

‘Pseudomonas aeruginosa PAO1 transposén mutant library’ (Jacobs et al., 2003).
Parte de las mutantes de esta coleccion fueron generadas por la insercion del
transposén ISphoA/hah (4,829 pb), el cual es derivado del elemento IS50L del
transposon Tnb. El transposén ISphoA/hah, si se inserta apropiadamente en el gen
blanco, genera fusiones con el gen de la fosfatasa alcalina (‘phoA). También posee
secuencias de escisidbn mediadas por Cre, las secuencias reconocidas por Cre se
encuentran ubicadas entre los sitios loxP. También codifica un fragmento de 63
codones del epitope de la hemaglutinina de la influenza (hah), asi como el gen de
resistencia a tetraciclina (Fig. Al-a). Las cepas solicitadas incluyen a la cepa
PW6037 con insercion del transposon en la base 192 del gen PA3007 (lexA), la
cepa PW7144 con insercion del transposon en la base 246 del gen PA3617 (recA),
y la cepa parental denominada MPAO1 que carece de transposon. Previo a su uso,

las cepas fueron caracterizadas tanto fenotipica como genotipicamente.

Después de la recepcion, las tres cepas fueron resembradas en agar LB,
posteriormente las cepas PW6037 y PW7144 fueron seleccionadas de mediante la
resistencia al antibiético. Ambas cepas presentaron el fenotipo de resistencia a
tetraciclina (60 pg/mL), corroborando la presencia del transposon. La siguiente
etapa de caracterizacion consistié en la verificacion del genotipo de las bacterias
mutantes adquiridas. Para ello se extrajo ADN de cada una de las cepas y se
disefiaron primers para la evaluacion por PCR. Para determinar la presencia del
transposoén se disefiaron los primers pho_fwd y pho_rvs (Tabla Al, primers 33y 34),
los cuales amplifican de manera interna una seccion de 1650 pb del transposon
(Fig. Al-a). El producto de PCR fue obtenido Unicamente para las cepas PW6037 y
PW7144, pero no para MPAQOL, evidenciando la presencia del transposén que

correlaciona con la resistencia al antibiotico para las cepas mutantes (Fig. Al-b).
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Figura Al. Las cepas mutantes PW6037 y PW7144 presentan insercion del transposén
ISphoA/hah. a) Representacion grafica del transposoén, se indican los genes de fosfatasa alcalina
(‘rhoA), y el gen de resistencia a tetraciclina (tet), el recuadro negro representa los codones de la
hemaglutinina de la influenza (hah), se sefialan los sitios loxP, asi como los primers disefiados para
el transposon, colocados en su ubicacion de hibridacion y direccion de extension. b) Gel de agarosa
donde se muestra el producto de PCR obtenido del uso conjunto de los primers pho_fwd y pho_rvs.
El ADN utilizado como molde para cada reaccion se indica en la parte superior del gel.

Para determinar que el transposon se encuentra en la region correcta, indicada por
la  informacibn en el sitio de internet para la  coleccién
(https://www.gs.washington.edu/labs/manoil/libraryindex.htm), se utilizé6 el primer
phoA_bo (Tabla A1, primer 35), el cual hibrida sobre el extremo 5’ del transposén
(Fig. Al-a), este primer en combinacién con primers que hibridan en la periferia de
los genes lexA, para PW6037, y recA, para PW7144, generan un producto de PCR
definido sélo si el transposon esta presente en la orientacion correcta. En el caso
de la cepa PW6037 (lexA), se emplearon los primers Seq_LexA fwd vy
Seq_LexA rvs para la evaluacion del gen PA3008 (Tabla Al primers 36 y 37), Fig.
A2-a). Estos cebadores generan un producto de 1,272 pb para un gen silvestre. El
producto obtenido para la cepa silvestre MPAOL y para la cepa mutante PW6037
fue idéntico (Fig. A2-b, carriles 2 y 3). El tamafio del amplicon sefiald que la cepa
PW6037 no presenta el transposon en la posicion esperada. Al utilizar la

combinacion de primers lexA_fwd-phoA, no se obtuvo el fragmento de 723 pb
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esperado (Fig. A2-b, carril 4), corroborando la ausencia del transposon en el sitio

sefalado.

a - 1272 pb

lexA_fde—> <—y lexA_rvs
-< psrA lexA >-1 PA3008 >—

1500 pl

1000 pb
500 pb

Figura A2. Caracterizacion genética de la cepa PW6037 (lexA"). a) Diagrama representativo de
la regién del genoma de P. aeruginosa PAO1 donde se encuentra el gen lexA. Con flechas punteadas
se indica el sitio de insercién del transposén de 4.83 Kb, representado en azul en la direccion de
insercion. En Verde se muestran los primers lexA_fwd y lexA rvs en su ubicacion de hibridacion,
también se indica el tamafio del producto esperado en un genotipo silvestre. En morado se muestra
el lugar de hibridacion del primer pho_bo el cual, en caso de estar insertado el transposén, en
conjunto con el primer lexA_fwd genera un producto de 723pb. b) Visualizacion de los productos de
PCR obtenidos de la combinacién de primers lexA_fwd y lexA_rvs (carriles 2 y 3) o primers lexA_fwd
y pho_bo (carril 4). EI ADN utilizado como templado para las reacciones se indica en la parte superior
del gel.

Para la cepa PW7144, se realizd un andlisis similar, pero con los primers Rec_fwd
y Rec_rvs (Tabla Al primers 38 y 39, Fig. A3-a), la combinacién de primers no
genero el amplicon de 1727pb correspondientes al gen silvestre (Fig. A3-b), pero al
utilizar la combinacion de primers Rec_rvs-phoA se observo el producto de 1151pb
esperado para la correcta inserciéon del transposon (Fig. A3-b). Los resultaros
indicaron que la mutante PW7144 (recA") correspondia a la descripcion de la
coleccion, pro no asi para la cepa PW6037, por lo cual solo se trabajo con la cepa

recA.

67



1721 pb

recA_f fwd (—Y recA_rvs
—< PA3616 recA =l Pr3eis >—
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Figura A3. Caracterizacién genéticade la cepa PW7144 (recA’). a) Regién genémica del gen recA
de P. aeruginosa PAQ1l. Se indica con flechas punteadas el sitio de insercion del transposén
ISphoA/hah, esquematizado en azul. Se representan, en Verde, los primers recA_fwd y recA_rvs en
su ubicacion de hibridacion, sefialando el tamafio del producto esperado en un genotipo silvestre.
En morado se muestra el lugar de hibridacion del primer pho_bo el cual, en caso de estar insertado
el transposén, en conjunto con el prime recA_fwd genera un producto de 1151 pb. b) Gel de agarosa
donde se muestra el producto de PCR obtenido de la mezcla de primers recA_fwd y pho_bo. El ADN
utilizado como templado para las reacciones se indica en la parte superior del gel.

En un intento por obtener la cepa PW6037, se recibié la mutante P. aeruginosa
PAO1 PW6037 transformada con la construccién pUCP20(UmuD), donada por el
Dr. Cervantes de la Universidad Michoacana, la cual provenia originalmente de la
misma coleccion de mutantes MPAO1 (Diaz-Magafia et al., 2015). Al realizar la
caracterizacion fenotipica y genotipica los resultados fueron idénticos a la cepa
PW6037 que recibioé nuestro laboratorio (datos no mostrados), por lo cual también

fue descartada para su uso como control.

También fue solicitada la cepa P. aeruginosa PAO1 LexAS125A, la cual presenta
una mutacion puntual en el aminoacido 125 de la proteina LexA, cambiando la
serina por una alanina, el cambio elimina uno de los aminoacidos que permiten se
lleve a cabo el corte auto-catalitico generando una proteina LexA que no se procesa
después de un dafio al ADN (Cirz et al., 2006). La mutante PAO1 LexA-S125A, porta
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resistencia a gentamicina, ya que por recombinacion homéloga se cambia el gen
silvestre por el mutante junto con la adicion del gen de resistencia (Fig. A4-a). En el
laboratorio se recibieron las cepas PAOl LexA S125A y su par isogénico
PAO1_ LexA wt, estd Ultima presenta resistencia a gentamicina insertada por
recombinacion, pero con el gen silvestre lexA. Ambas cepas presentaron resistencia
a gentamicina. Cuando se realizO una prueba de PCR con los primers
Seq_LexA fwd y Seq_LexA rvs se obtuvo un fragmento de 2400pb (Fig. A4-b),
mayor al observado en MPAOL (1272 pb) que no presenta la insercion del gen de
resistencia a gentamicina. Al secuenciar el gen lexA de ambas cepas ninguna
presentd mutaciones en el codén correspondiente (Fig. A4-c), por lo que la cepa

también fue descartada para su uso.

a
MPAOT S S b &

i i NS &

lexA_fwd Lo «VlexA_rvs & §v° & &
NS
{ psrA H lexA > PA3008 % - P

PAO1_LexA S125A

2400 pb

lexA_fwd o <Y lexA_rvs
—< A Jul Tl 51204 @ PA3008 3000 pb
2000 pb

1200 pb

PAO1 LexA wt 1000 pb
. 2400 pb

Y

lexA_fwd == (—Y lexA_rvs
—< psrA Jm— JexA E@ PA3008

AC TacC CT BT T

PAO1_LexA_wt .
OO

Figura A4. Caracterizacion de la cepa mutante PAO1_LexA_ S125A. a) Esquema de la region
involucrada en la generacién de las mutantes (Cirz et al., 2006). Se indican en verde la ubicacién de
hibridacién de los primers utilizados para la evaluacion por PCR, asi como el tamafio de los
fragmentos esperados. Con una estrella roja se simboliza el sitio de la mutacion en el gen lexA para
le cepa PAO1_LexA_S125A. b) Visualizacién de los productos de PCR obtenidos mediante el uso
de los primers LexA_Fwd y LexA_Rvs (Tabla A1, primers 5y 6). El ADN molde empleado se indica
en la parte superior. c) Seccion del electroferograma obtenido de la secuenciacion del gen lexA para
las cepas PAOl_LexA S125A y PAO1_LexA wt. Se resalta en recuadro rojo el codon
correspondiente a la serina 125.
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13.1.2 Caracterizacion fago H66

Como base para la caracterizacion del fago se realiz6 un analisis del perfil de
restriccion de su genoma. Para ello ser realizé la extraccion de ADN y se digirieron
500ng del material gendmico con las enzimas Hindlll, EcoRI, Ncol y Ndel. Los
patrones obtenidos concuerdan con las predicciones in-silico determinadas para el
genoma de H66 (numero de acceso NC_042342.1) con el programa NEB-cutter v2.0
(Fig. A5). Con base en lo anterior se corrobor6 la identidad del fago para su uso en

el trabajo.
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e\ -
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< &
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Figura A5. Perfiles de restricciéon del ADN gendmico de H66. Gel de agarosa al 1% para la
resolucion de los fragmentos obtenidos por la restriccién de 500 ng de ADN gendmico de H66 con
las enzimas indicadas en la parte superior del gel.
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13.1.3 Secuenciacion de las construcciones

inicio

IGAG CCGCCAGTTCGCCATCCAGCAGCGCCTGACCGCCCT CGAGAACAAGGGCTACA'CCAGCGCGACCC
530 =20 550 550 T80 550

Figura A6 Electroferograma de Ia construccmn pHERD26T Gp14 En morado smo de restncmon
Ncol, verde codén de inicio, gris marco abierto de lectura de gpl4, azul bases codificantes de la
etiqueta 6His, rojo codén de paro y naranja sitio de restriccion Hindlll.

G AT ccCT c6 AGG JAT Ol GG T A CCATGC AGAAGCTIGACG CCC G CCAAGCCG ACAT CCT CTCCTTTC AT C AAGC GCT GCCTCGAAGA CCAC
70 11 ] E 00 T ik ™ ™ 0
IcClo eX,

GCTTTCCGCCBACCCGG BCGGAAAT CGCCCLGGALC_CGGC'TC-‘-AG‘C GCCGLACGCCGCCGAGGAGCAC CTCALGGCGCTGGCAC GcaaGS G Gl
Ter y =T 2

A et
I Ll LLLLL bbbt L Lo L LLLLLLLL. . Lol ol Ly Lis LA LL L LA LL L)l
GTCGBCCGBCCGBC GCACCBATCCTC GCCBAAC AGAACATCGAGBAATCCTGCCGT c;.;. CCCGCCTTCTTCAATCCTCGC GCCGACTACCTGTTGE
= T kg Eo e ™ ™ L2

lCG'GCGCGGC"GAGC"GA'GGAC&'CGGC TCCTCGACGGCGA CC'GC'GGCCG'CC'CGTC'CCCGCGAAGCGC GC AACGG ccncs'ac'cs'c(
[Ter ™0 ™ Ly Loy 20 i o0

Flgura A7 Secuenma parC|aI de Ia construccion pPROEX-LexA. Se muestra el electroferograma
obtenido a partir del primer LexA_Rvs (Tabla A1, primer 6). En verde coddn de inicio, gris 580/615
bases del gen PA3008 (lexA) de P. aeruginosa. La etiqueta de 6 histidinas (en el extremo amino de
la proteina), las bases restantes del gen, asi como los sitios de restriccion de la clonacion, no se
alcanzan a apreciar en la secuenciacion.
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Figura A8. Secuencia del fago recombinante H66a en la region de homologia 1. En la parte
superior se muestra el diagrama de la regién del genoma de H66 involucrada en la recombinacién
homéloga. Se resalta con un recuadro rojo la seccién de la secuencia obtenida con el primer
Reco_seq_fwd, cuya ubicacién de hibridacién y direccion de extensién se representa con la flecha
roja. En la parte inferior, electroferograma obtenido de la reaccién de secuenciacion. En recuadro
azul se delimitan los nucledtidos pertenecientes al ORF15. En amarillo se delimita el nuevo marco
de lectura que adiciona, al final del ORF15, 7aminoacidos nuevos. Se subraya en rojo el nuevo codon
de paro. Estos nucleétidos forman parte de la secuencia afiadida por el promotor del gen aacC1l
(resistencia a gentamicina). En rosa, se subraya la region reguladora del gen aacC1, resaltado en
recuadros rosas los sitios -10 y -35 del promotor. En recuadro verde, el codon de inicio del gen gp14,
el resto del marco de lectura se delimita con un recuadro en negro.
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Figura A9. Secuencia del fago recombinante H66a en la region de homologia 2. En la parte
superior, esquema de la regidn del genoma de H66 involucrada en la recombinacion homologa. La
seccion obtenida por la reaccién de secuenciacion con el primer Reco_seq_rvs se resalta con el
recuadro, cuya ubicacién de hibridacién y direccién de extension se representa con la flecha roja. En
la parte inferior, electroferograma obtenido de la reaccidn de secuenciacion. Se subraya, con linea
punteada color verde esmeralda, la regién intergénica entre el ORF13 y gpl4. Delimitado en
recuadro negro la parte final del gen aacC1 (secuencia complementaria), donde el codén de paro se
subraya en rojo.
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Figura A10. Secuencia del fago recombinante H66f en la region de homologia 1. En la parte
superior, esquema grafico de la region del genoma de H66 involucrada en la recombinacion
homéloga. Se resalta con un recuadro rojo la seccién de la secuencia obtenida con el primer
Reco_seq_fwd, (flecha roja). En la parte inferior, electroferograma obtenido de la reaccién de
secuenciacion. En recuadro azul se delimitan los nucleétidos pertenecientes al ORF15, subrayado
en rojo el codén de paro. En recuadro naranja se delimitan las bases correspondientes al inicio de
gpl4, que se sobreponen al ORF15. En recuadro negro se delimitan las bases del final del gen
aacCl1 (secuencia complementaria), donde el coddn de paro se subraya en rojo.
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Figura Al1l. Secuencia del fago recombinante H66f en la region de homologia 2. En la parte
superior, representacion de la region del genoma de H66 involucrada en la recombinacién homologa.
La seccién obtenida por la reaccion de secuenciacién con el primer Reco_seq_rvs (flecha roja) se
resalta con el recuadro rojo. En la parte inferior, electroferograma obtenido de la reaccion de
secuenciacion. Subrayado con linea punteada color verde esmeralda, la region intergénica entre el
ORF13y gpl4. Subrayado en rosa, la region reguladora del gen aacC1, resaltadas en cuadros rosa
los sitios -10 y -35 del promotor. Delimitado en recuadro verde el coddn de inicio del gen aacC1, en
recuadro negro, las siguientes bases de aacC1.
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CCTCAACCAGTTCCGCCGCTTCACCGG
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Figura A12. Secuencia del fago recombinante H66y en la region de homologia 1. En la parte
superior, diagrama de la regién del genoma de H66 involucrada en la recombinacion homéloga. Se
resalta con un recuadro rojo la seccién de la secuencia obtenida con el primer Reco_seq_fwd, (flecha
roja). En la parte inferior, electroferograma obtenido de la reaccién de secuenciacion. En recuadro
azul se delimitan los nucleétidos pertenecientes al ORF15, subrayado en rojo el coddn de paro. En
recuadro naranja se delimitan las bases correspondientes al inicio de gp14, que se sobreponen al
ORF15. En recuadro negro se delimitan las bases del final del gen aacCl (secuencia
complementaria), donde el codon de paro se subraya en rojo.
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Figura A13. Secuencia del fago recombinante H66y en la region de homologia 2. En la parte
superior, esquema de la regién del genoma de H66 involucrada en la recombinacion homéloga. La
seccion obtenida por la reaccion de secuenciacion con el primer Reco_seq_rvs (flecha roja) se
resalta con el recuadro rojo. En la parte inferior, electroferograma obtenido de la reaccion de
secuenciacion. Subrayado con linea punteada color verde esmeralda, la region intergénica entre el
ORF13y gpl4. Resaltado con el recuadro, verde esmeralda, el terminador putativo al final de gp14.
En recuadro naranja, el extremo final de gp14 (secuencia complementaria) donde se subraya en rojo
el coddn de paro. En rosa, se subraya la region reguladora del gen aacC1, en recuadros rosas los
sitios -10 y -35 del promotor.
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13.2 Lista de primers empleados. Tabla Al. Caracteristica de primers usados.

No. Nombre Secuencia5' 2> 3 (-[2;) Ensayo Informacion extra
L, Sitio de restriccion Ncol en rojo. En conjunto con
1 Gpl4_Fwd CACCATGGTGAAGTCGGCCCC 63 Clonacién gp14 primer 2 genera fragmento de 225 pb.
2 Gpl4_Rvs GCAAGCTTTTAGAGCGGGCGGATACT 63  Clonacion gpl4 Sitio de restriccion Hindlll en rojo. En conjunto con
- primer 1 genera fragmento de 225 pb.
3 6his Gpold a CGCGCAGTATCCGCCCGCTCCATCATCATCA 63 Mutagénesis dirigida  Codones 6his en verde, codén paro en rojo. Para
—PLa_ TCATCACTAAAAGCTTGGCACTGGCCGTCG adicion 6his emplearse en conjunto con primer 4.
4 6his Gol4d b CGACGGCCAGTGCCAAGCTTTTAGTGATGAT 63 Mutagénesis dirigida  Codones 6his en verde, cod6n paro en rojo
5P GATGATGATGGAGCGGGCGGATACTGCGCG adicion 6his Para emplearse en conjunto con primer 3.
L, Sitio de restricciéon Kpnl en rojo. En conjunto con
5 LexA_Fwd CAGGTACCATGCAGAAGCTGACG 65 Clonacion LexApa primer 6 genera fragmento de 615 pb.
6  LexA_Rvs GCAAGCTTTCAGCGCCGGATCAC 65  Clonacién LexAra Sitio de restriccion Hindlll en rojo. En conjunto con
primer 5 genera fragmento de 615 pb.
Amplifica region reguladora LexAra. En conjunto con
7 BoxSOS_Fwd AACTTCATCGGACGCAG 57 EMSA primer 8 genera fragmento de 96 pb.
8 BosSOS_Rvs CTCTGTGTTTTTATCCAGTGAC 57 EMSA Amplifica region reguladora LexApa. En conjunto con
- primer 7 genera fragmento de 96 pb.
9 Box32 Fwd GTGAAATTATCAGCGG 57 EMSA Ampllf!ca region reguladora ORF32 H66. En conjunto
- con primer 10 genera fragmento de 110 pb.
10 Box32 RVS CTGTACATCCATACAG 57 EMSA Ampllf!ca region reguladora ORF32 H66. En conjunto
- con primer 9 genera fragmento de 110 pb.
1 Box70_Fwd CAAGCCCCTCCCGGG 57 EMSA Ampllf!ca region reguladora ORF70 H66. En conjunto
con primer 12 genera fragmento de 120 pb.
12 Box70 RVS GCGGTCGGGTGGGEC 57 EMSA Ampllf!ca region reguladora ORF70 H66. En conjunto
- con primer 11 genera fragmento de 120 pb.
Amplifica region reguladora gen resistencia a
13 PromTet_Fwd TCATGTTTGACAGCTTATCATCG 61 EMSA tetraciclina. En conjunto con primer 14 genera
fragmento de 120 pb.
Amplifica region reguladora gen resistencia a
14 PromTet_Rvs GCCGAGGATGACGATGAG 61 EMSA tetraciclina. En conjunto con primer 13 genera
fragmento de 120 pb.
15 GMR_Fwd ATTGACATAAGCCTGTTCG 56 Construccién fagos Amplifica gen aacC1 con su regién promotora. En
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No. Nombre Secuencia5' 2> 3 °C) Ensayo Informacion extra
16 GMR RVS TTAGGTGGCGGTACTTG 56 Constru_cmon fagos Ampllflca gen agcCl con su regiéon promotora. En
- recombinantes conjunto con primer 15 genera fragmento de 650 pb.
. Rojo, hibrida con genoma H66. Amplifica 300 pb
17 LexA_H66_up_fwd CTACAAGCAAGCAGGCTCTGATCCACGAAC 65 Constru_cuon fago region de homologia 1 de gp14 en conjunto con
AGCAGCC recombinante H66q. h
primer 18.
g%gigrl;ﬁ(;g;fago Rojo, hibrida con genoma H66. Amplifica 300 pb
18 LexA H66 up rev GTTTACGAACCGAACAGGCTCAGAACCTCG 65 H660. construccion region de homologia 1 de gp14, en conjunto con
—10b_up_ CGAGATCCGT re igﬁ de homoloaia primer 17, se pierde codon de paro ORF15. Negro,
1 9 9 hibrida con gen aacC1(para fusion)
Rojo, hibrida con genoma H66. Amplifica 300 pb
19 LexA_H66_down_f = ACCCAAGTACCGCCACCTAAGCGATTCAACC 65 Construccion fago regién de homologia 2 de gp14, en conjunto con
wd ATGCCTCGT recombinante H66a..  primer 20, se pierde terminador putativo. Negro,
hibrida con gen aacC1(para fusion)
qa Rojo, hibrida con genoma H66. Amplifica 300 pb
20 LexA_H66_down_r  TACCAGGAAGCTGGGTCCTGCTTATCAGCAA 65 Constrqcmon fago regi6nide homelogia 2.de gpl4, en conjunto con
ev GACATCATCC recombinante H66a. ;
primer 19.
Construccion fagos . e .
21 ZH1_fwd CTGATCGACGAACAGCAGCC 65  recombinantes Hibrida con genoma H66. Amplifica 300 pb region de
- homologia 1 de gp14, en conjunto con el primer 22.
H66pB y H66y
» Rojo, hibrida con genoma H66. Amplifica 300 pb
ACCCAAGTACCGCCACCTAAGTTTCGTTCTG Constru_cmon e regién de homologia 1 de gp14, en conjunto con
22 ZH1 rv 65 recombinantes ; : X
= CATCGTCGAG HE6B v HE6 primer 21, se mantiene codon de paro ORF15.
By v Negro, hibrida con gen aacC1(para fusion)
L Rojo, hibrida con genoma H66. Amplifica 300 pb
CCGAACAGGCTTATGTCAATTCGGCGATTCA Construccion fagos region de homologia 2 de gp14, en conjunto con
23 ZH2_fwd 65 recombinantes : . . ;
— ACCATGCCTCGT HB6B v HEG primer 24, se pierde terminador putativo. Negro,
By v hibrida con gen aacC1(para fusion).
Construccién fagos Rojo, hibrida con genoma H66. Amplifica 300 pb
24 ZH2_rv CCTGCTTATCAGCAAGACATCATCC 65 recombinantes region de homologia 2 de gp14, en conjunto con
H663 y H66y primer 23
Construccion fago Rojo, hibrida con genoma H66. Amplifica 300 pb
o5 ZH2 ter am CCGAACAGGCTTATGTCAATTCAGTATCCGC 65 recombinante region de homologia 2 de gp14, en conjunto con
—terg CCGCTCTAACG H66y, region de primer 23, se mantiene terminador putativo. Negro,
homologia 2 hibrida con gen aacC1(para fusién).
26 RecoSeq_Fwd AAAGCCTTCAGCGACTTCGT 63 Construccién fagos Hibrida fuera de la region de recombinacion, se
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No. Nombre Secuencia5' 2> 3 °C) Ensayo Informacion extra
27 RecoSeq_Rvs TCGTGTTCGATGACACCAAGG 63 Constru_ccmn fagos Hl_b_rlda fuera de la regién de r_ecomblnacmn, se
— recombinantes utilizan para obtener secuencia
Hibrida sobre genoma PAOL1 para producir fragmento
) _ ) Presencia del de 500 pb en conjunto con primer 29. En liségenas
28 F-PAOL-H66-long TGAATACAGGTGCCGGACEG 63 profago en PAO1 PAO1(H66) en conjunto con primer 32 genera
fragmentos de 635 pb.
29 R-PAO1-H66 ATCATGTTGTGCTGGACCCG 63 Presencia del Hibrida sobre genoma PAO1 para producir fragmento
profago en PAO1 de 500 pb en conjunto con primer 28.
30 F-PAO1-H66-short ATAAAATCCCTCGCCCTGCTC 63 Presencia del Hibrida sobre genoma PAO1 para producir fragmento
profago en PAO1 de 381 pb en conjunto con primer 29.
Presencia del Hibrida sobre genoma de H66, en su extremo de la
31 R-H66-pro-left CATCCCCCAGCCATGTCG 63 rofado en PAOL integrasa. Genera fragmentos de 555 pb en conjunto
protag con el primer 30 en una liségena PAO1(H66).
Hibrida sobre genoma de H66, en su extremo del
. Presencia del ORF70. En una liségena PAO1(H66) genera
82 F-HB6-pro-right CCCACGATTCCGCACTGGTA 63 profago en PAO1 fragmentos de 470 pb en conjunto con el primer 30, 0
fragmentos de 635 pb con el primer 28.
Verificacién cepas Hibrida sobre el gen phoA en el transposon
33 pho_fwd GCAGATGACCGACAAAGCCA 55 P IsphoA/hah. Genera fragmentos de 1650 pb con
PAO1 mutantes primer 34
Verificacion cepas Hibrida sobre el gen tet en el transposon IsphoA/hah.
34 pho_rvs AGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAG 55 PAO1 mutantes Genera fragmentos de 1650 pb con primer 33.
35 pho_bo CGGGTGCAGTAATATCGCCCT 55 VEIEEEIT GHER Hibrida en el extremo 5’ del transposén IsphoA/hah.
PAO1 mutantes
36  seq_LexA fwd ATCAGGTGCATCACCTGCTC g1  verificacion cepas Hibrida fuera del ORF de lexA.
PAO1 mutantes
37 seq_LexA Rv TGGATGGGCTGTTACAATGTC 61 VBT TGS I SEREs Hibrida fuera del ORF de lexA
PAO1 mutantes
38 RecA Fwd GCTGGCTACGTGACCTACTC 63 Verificacion cepas Hibrida fuera del ORF de recA
PAO1 mutantes
39  RecA_Rvs CTTTCGAGATAGCGGGATTCGT sE  CHITBEEIN GEES Hibrida fuera del ORF de recA
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13.3 Construccién vector suicida para la recombinacién homoéloga

a Genoma de H66 Vector pUCP24
25— RH1
2 15— ’—’ ‘
.21
4—16

b obtencién de

fragmentos
individuales [ aacCi |

c |

24— SOE PCR

e ] *

a |

Fragmento de PCR (fusion)

RH2

Clonacion del fragmento
fusionado en pJET 1.2/blunt

SV

Figura Al4. Diagrama de flujo para la estrategia de construcciéon del vector suicida. a)
Representacion grafica de la region del genoma de H66 involucrada en la recombinacion (izquierda),
en recuadros se delimitan las regiones de homologia 1 (RH1) y 2 (RH2), se ejemplifican los primers
empleados para la construcciéon de H66y en su ubicacion de hibridacién (flechas); representacién del
gen de resistencia a gentamicina aacC1 (derecha) amplificado a partir del vector pUCP24, se indica
la regién de hibridacién de los primers utilizados (flechas rojas). b) Diagrama representativo de los
fragmentos obtenidos de PCR individuales para cada par de primers empleado, las regiones rojas
en RH1y RH2 corresponden a secuencia con homologia al gen aacC1 que permite la fusién. c) Para
generar la fusién de los tres fragmentos, estos se colocan en un mix de reaccién en presencia de los
primers externos, (SOE-PCR). d) Representacion grafica de la fusion de los fragmentos de PCR.
Este fragmento de extremos romos puede clonarse en el vector comercial p-JET. e) Esquema del
posible producto de clonacion del fragmento fusionado para generar la construccion pJET-reco.
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