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1.1. LAS BACTERIAS DEL ACIDO LACTICO (BAL)

Las bacterias del acido lactico comprenden un grupo heterogéneo de microorganismos
Gram positivos, generalmente inmdviles, que obtienen la energia a partir de la fermentacion
de los azticares dando lugar a 4cido lactico (Dellaglio y col., 1994). No forman esporas, no
producen pigmentos y no reducen nitratos. Son anaerobios aerotolerantes o estrictos; los
primeros pueden sintetizar peroxidasas y superoxido dismutasas, lo que les permite sobrevivir
en presencia de oxigeno (Desmazeaud y de Roissart, 1994). Debido a su limitada capacidad

biosintética, son muy exigentes nutricionalmente.

Constituyen un grupo de bacterias ubicuo en el ambiente natural, apareciendo tanto en
la superficie de los vegetales como en el suelo. A partir de aqui colonizan los productos
agropecuarios y fermentan los azucares presentes en los mismos, siendo asi esenciales para la
obtencion de productos lacteos, carnicos y de pescado, cervezas, vinos, encurtidos y ensilados

(Venema y col., 1996).

Figura 1.- Apariencia de células de Lactobacillus casei vistos con microscopia electronica de barrido. Imagen
obtenida de Dellaglio y col. (1994).

También forman parte de la microbiota normal que se encuentra en el tracto
nasofaringeo, gastrointestinal y urogenital de los animales, donde participan activamente en
los procesos de antagonismo microbiano, tendentes a limitar o excluir a los patdgenos de la

superficie de las mucosas. Su papel es triple; por un lado, impiden la adherencia de los
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microorganismos indeseables mediante la formacion de una biopelicula que impide que
alcancen el epitelio; por otro, generan compuestos antimicrobianos, principalmente acido
lactico (hasta 2,7%), pero también bacteriocinas y H,O; y, por ultimo, co-agregan con los
patogenos, dificultando ain mas su adherencia a las superficies mucosas y maximizando el

efecto toxico de dichos antimicrobianos.

1.1.1. CLASIFICACION

Las bacterias lacticas pueden clasificarse en funcion de los productos finales del

metabolismo de los azucares en tres grupos (Kandler, 1983):

1. Homofermentativas estrictas. Fermentan exclusivamente hexosas y unicamente
producen acido lactico. A este grupo pertenecen L. acidophilus, L. delbrueckii, L.
helveticus y L. salivarius.

2. Heterofermentativas facultativas. Fermentan hexosas y generan acido lactico,
pero también pentosas, dando lugar a acido lactico y acético o etanol. Ejemplos de
este grupo son L. casei, L. curvatus, L. plantarum 'y L. sakei.

3. Heterofermentativas estrictas. Fermentan hexosas originando &cido lactico,
acético o etanol y CO,, y pentosas dando lugar a acido lactico y acético o etanol,
pudiéndose generar en algunos casos, ademas, acido férmico y succinico. L.
brevis, L. buchneri, L. fermentum 'y L. reuteri son algunos de los miembros de esta

categoria.

Desde un punto de vista filogenético, se dividen en dos grandes grupos. El primero esta
representado por microorganismos incluidos en la subdivision Clostridium del grupo de
bacterias Gram positivas, y se caracterizan por poseer genomas con bajo contenido en G+C
(inferior al 50%) (Stackebrand y Teuber, 1988, Collins y col., 1991; Gasser y col., 1994).
Incluye los géneros Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Carnobacterium, Leuconostoc, QOenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus y Vagococcus. El segundo grupo comprende los géneros Bifidobacterium y
Propionibacterium, que se incluyen en la subdivision Actinomycetes, y se caracterizan por sus
genomas con un elevado contenido en G+C (superior al 50%). Esta division ha sido
confirmada con los datos de la comparacion de secuencias de sus ARNr 16S (Scheifer y col.,

1995).
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1.1.2. APLICACION DE LAS BACTERIAS LACTICAS EN LA INDUSTRIA

Las bacterias lacticas desempefian un importante papel en la industria alimentaria
como iniciadores de la fermentacidn, contribuyendo al cambio de las cualidades sensoriales de
las materias primas de partida y aumentando el periodo tutil de consumo de los alimentos
fermentados respecto a los productos agropecuarios de los que proceden. Como consecuencia
de ello, alcanzan grandes concentraciones en los productos finales (por ejemplo, en el yogur,
las concentraciones minimas de L. delbrueckii y de S. thermophilus han de ser de 10° ufc/g;
BOE de 3 de Julio de 1987), sin que ello suponga ningun problema para la salud publica, por
lo que se les ha calificado como organismos GRAS (Generally Regarded As Safe) y QPS
(Qualified Presumption of Safety) por la FDA (Food and Drug Administration de Estados
Unidos) y por la EFSA (European Food Safety Authority) respectivamente.

El principal factor responsable de los cambios en la materia prima es la acidez que
generan, la cual dificulta el desarrollo de organismos patdgenos y alterantes, pero ademas
contribuye de manera fundamental a mejorar sus propiedades sensoriales, nutricionales e
incluso promotoras de la salud. Asi por ejemplo, el acetaldehido y el diacetilo resultantes de la
fermentacion del citrato, otorgan al yogur y a la mantequilla su sabor y aroma caracteristicos.
Las actividades lipolitica y proteolitica también influyen en la formacion de compuestos que
confieren las caracteristicas organolépticas tipicas a variedades de quesos madurados, como
son los acidos grasos libres y los derivados de la transformacién enzimatica de algunos
aminoacidos (Borgeosis y Larpent, 1995). El uso de cultivos iniciadores productores de
polisacaridos se ha incrementado en los Ultimos afios, ya que aumentan la calidad reoldgica,
mejoran la textura e incrementan la viscosidad (Mollet y col., 1999) Las bacterias acido
lacticas también son usadas como probidticos en determinados yogures, ya que se
complementan con las bacterias presentes en nuestra microbiota intestinal y contribuyen al

buen funcionamiento del aparato digestivo (Reid y Burton, 2002).

El empleo de la manipulacidén genética ha incrementado las posibilidades de aplicacion
de estas bacterias en la industria. Algunos ejemplos incluyen el desarrollo de cepas de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus para la produccion de yogures menos acidos y

para evitar la sobreacidificacion durante el almacenamiento; la mutagénesis y seleccion de
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Lactococcus lactis que promueven la aceleracion de la maduracion de quesos mediante el
incremento de las actividades que dan lugar a compuestos responsables de sabor y aroma, o la
modificacion de las rutas que conducen a la produccion de determinados péptidos y derivados
volatiles de la protedlisis y del catabolismo de aminoacidos, que dan lugar a nuevos perfiles de
sabor y aroma en los productos. También se han obtenido nuevas cepas por transferencia de
plasmidos que codifican para la sintesis de bacteriocinas, con el objetivo de establecer barreras
al desarrollo de microorganismos patdgenos y alterantes en los alimentos y para la resistencia
a la infeccion por fagos, para asegurar el éxito de la fermentacion lactica. Se estan
desarrollando ademés métodos que buscan la utilizacion de las BAL para la sintesis de
compuestos de interés como vitaminas (acido félico, riboflavina, cobalamina), edulcorantes no
caldricos, exopolisacaridos con accién texturizante y oligosacaridos con caracteristicas
prebioticas (Sybesma y col., 2003; Welman y Maddox, 2003; Hanniffy y col., 2004; Santos y
col, 2008). Aparte de en la industria de alimentos, actualmente se esta invirtiendo en el empleo
de bacterias lacticas para la produccion industrial de compuestos quimicos tales como

biopolimeros, enzimas, etanol y acido lactico, entre otros.

En lo que respecta al campo de la salud, la aplicacion de la biotecnologia de bacterias
lacticas ha llevado a estudios dirigidos al empleo de estos microorganismos como vehiculos de
vacunas por via oral, por ejemplo para la proteccion frente a la toxina tetanica, colérica o la
brucelosis (Mercenier y col., 2000). También se las utiliza como inductoras de la sintesis de
citocinas, para modular la respuesta inmune en el tratamiento de individuos con enfermedad
inflamatoria intestinal (Steidler y col., 2002). El sistema proteolitico de las bacterias lacticas se
ha analizado para la generacion de péptidos bioactivos con interesantes propiedades en salud
como antihipertensivos, opioides, inmunomoduladores, antimicrobianos, antitromboéticos e

incluso con capacidad quelante de minerales.

Principal inconveniente para el empleo de las bacterias lacticas en la industria: los

bacteriofagos

Las BAL son esenciales para las industrias de fermentacidon alimentaria, por lo que
cualquier circunstancia que afecte a su viabilidad serd un problema serio para la fabricacion.
Es lo que ocurre con los antibidticos que, en ocasiones, aparecen en la leche como

consecuencia del tratamiento de las infecciones del ganado o con los desinfectantes que se

4
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usan en la higienizacion en las propias factorias. Sin embargo, la infeccion por bacteriéfagos
es el problema mas frecuente, grave y dificil de controlar al que se enfrentan. Esto es porque
las condiciones que favorecen la preponderancia de las bacterias que se utilizan como
organismos iniciadores, promueven asi mismo el desarrollo de sus bacteriéfagos (Mata y col,
1986, Neve y co., 1998). Los fagos son capaces de enmascararse en los cultivos sensibles
mediante los procesos de lisogenia y pseudolisogenia, ademds de ser muy resistentes al
ambiente, por lo que su eliminacion resulta ser muy problematica. Provocan la lisis de las
células en los cultivos iniciadores interfiriendo con el proceso fermentativo, lo que da lugar a
productos de baja calidad y en muchos casos, a la pérdida de la materia prima. El problema no
ha podido eliminarse a pesar de la adopcion de medidas preventivas de proteccion como la
rotacion de iniciadores, el uso de fermentadores herméticos, el mantenimiento de ambientes
hiperbdricos en las factorias, la incubacion de los iniciadores en medios pobres en cationes
divalentes y ricos en fosfato, que los quela (el Mg*" y Ca*" son necesarios para la estabilidad

de los viriones), etc. (Accolas y col., 1994; Klaenhammer y col., 1984; Moineau y col., 1996).

Esto ha llevado al estudio intensivo de los bacteriéfagos que infectan a las bacterias
lacticas y que ha dado como resultado el aislamiento y a la secuenciacion de un gran nimero
de ellos, y al mismo tiempo ha estimulado el analisis de los métodos de defensa frente a la
infeccion desarrollados por las propias bacterias, en un intento de desarrollar sistemas para la

mejora de las cepas de valor aplicado (Allison, 1998; Madera y col., 2004).

1.2. BACTERIOFAGOS

1.2.1. CARACTERISTICAS GENERALES

Los bacteriéfagos o fagos son los virus de las bacterias y arqueas. Por tanto son
parasitos intracelulares obligados que utilizan la maquinaria biosintética celular para su
multiplicacion. Infectan a todo tipo de organismos procariotas y juegan un papel importante en

la regulacion del balance microbiano de los ecosistemas.

Los fagos estan constituidos por una cubierta proteica o capside en cuyo interior se
encuentra el material genético, que puede ser ADN o ARN de cadena simple o doble. El
tamafio del acido nucleico varia dependiendo del fago. Los mas simples sdlo tienen el

suficiente para codificar entre 3 y 5 productos génicos, mientras que los fagos mas complejos
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pueden codificar para mas de 100 proteinas. En cuanto al tamafo, la mayoria oscila en un

rango de 24-200 nm de longitud.

1.2.2. CLASIFICACION

La clasificacion de los fagos se basa en el tipo de acido nucleico que poseen y la
morfologia de las particulas virales (figura 2) (Ackermann, 2006). Los fagos con ADN de
cadena doble lineal y con cola se agrupan en el orden Caudovirale. Los viriones incluidos en
este grupo presentan capsides con simetria regular y forma icosaédrica y no poseen envueltas
lipidicas. El orden se subdivide en tres familias: Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae, en
funcidn de la longitud y estructura de la cola. Los fagos de la familia Myoviridae poseen cola
contractil con una vaina externa y un tubo central. Los de la familia Siphoviridae poseen una

cola larga no contractil, y los de la Podoviridae tienen colas cortas (figura 3).
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Figura 2.- Representacion esquematica de las 13 familias de fagos de acuerdo con la clasificacion del Comité
Internacional de Sistematica de Virus. Encuadradas se encuentran las tres familias pertenecientes al orden

Caudovirales (extraido de Ackermann, 2006).
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Figura 3.- Morfologia de virus de bacterias lacticas. A) Bacteriéfago A2 de Lactobacillus casei con cola larga
no contractil (familia Siphoviridae). B) Bacteriofago LI65 de Lactobacillus jensenii con cola larga contréctil
(familia Myoviridae). C) Bacteriofago C2 de Lactococcus lactis (familia Siphoviridae). D) Bacteriofago 434 de

Lactococcus lactis con cola corta (familia Podoviridae).

1.2.3. CICLOS VIRALES

El primer paso en el proceso de infeccion es la adsorcién del fago a la célula
bacteriana y estd mediado por las fibras de la cola o por alguna estructura analoga. Las fibras
se unen a receptores especificos en la célula que pueden ser lipopolisacaridos, acidos
teicoicos, proteinas e incluso flagelos. Cada fago so6lo podra infectar ciertas bacterias
dependiendo de sus receptores. Una vez el fago ha logrado unirse a la envoltura bacteriana, el
acido nucleico que se encuentra en la capside pasa a través de la cola hueca y penetra en la
célula. A partir de aqui el ADN viral puede seguir dos caminos: el primero, denominado ciclo
litico, termina con la ruptura de la célula infectada y la liberacion de la progenie viral; por el
segundo, el genoma del fago se va a integrar en el de la célula hospedadora y a transmitirse a
los descendientes de la misma como parte de su material genético (ciclo lisogénico). Los fagos
que sdlo llevan a cabo el ciclo litico se denominan virulentos, a los que pueden elegir entre

ambos ciclos se les conoce como atemperados. El genoma viral insertado en la célula
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hospedadora se llama profago. El mantenimiento del estado lisogénico depende de la
expresion del gen c/, cuyo producto génico, CI, mantendrd reprimidos todos los promotores

virales, excepto el suyo propio, impidiendo asi la generacién de nuevos virus (figura 4).
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Figura 4.- Etapas de los ciclos de desarrollo de los bacteriofagos.

1.24. ACTIVACION DE LA RESPUESTA SOS E INDUCCION DE LOS
PROFAGOS

El estado de aparente armonia que se establece entre la célula lisogenizada y sus
profagos puede romperse espontaneamente o tras un proceso de induccion mediado por la
denominada respuesta SOS. Se trata de un mecanismo de emergencia frente al dafio en el
material genético o el bloqueo de su replicacion. Durante ella se induce la sintesis de los
productos génicos de mas de 40 determinantes destinados a la reparacion del dafio (sfi4, sfiB,
uvrA, uvrB, uvrC, recA, umuC, umuD, polA, dinD, entre otros) cuya expresion, regulacion y
modulacion esta mediada por el circuito recA/lexA, (Janion, 2008). La proteina LexA es el

represor comun a todos los genes SOS.
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RecA participa en la recombinacion y tiene afinidad por ADN en cadena sencilla.
Cuando se dafia el ADN celular, RecA se une a los extremos que se generan y eso provoca que
se pegue a LexA. Esta ultima tiene actividad proteasa latente que se activa al unirse RecA, lo
que provoca su autolisis. La eliminacion de LexA libera los promotores de los genes SOS y se
pone en marcha el mecanismo de reparacion. RecA activada tiene también afinidad por el
represor del ciclo viral CI. Al unirse a €l provoca su ruptura e inactivacion, de manera que los
promotores virales, que estaban bloqueados por CI, quedan accesibles a la ARN polimerasa,

iniciandose asi el ciclo litico.

1.3. BACTERIOFAGOS DE Lactobacillus

Desde que se aislé el primer fago de Lactobacillus a partir de las aguas residuales de
Nueva York (Kopeloff y col.,, 1936), se han caracterizado otros muchos que infectan a
practicamente todas las especies (Brussow y Suarez, 2006). Hasta la fecha se han identificado
un total de 231 fagos, de los que 186 han sido observados por microscopia electrénica. Todos
poseen capsides isométricas y cola, lo que permite clasificarlos dentro del orden Caudovirales,
habiéndose encontrando que 109 de ellos pertenecian a la familia Siphoviridae, 76 a la
Myoviridae y 1 a la Podoviridae (Villion y Moineau, 2009). El genoma de los bacteriéfagos
de Lactobacillus, en los casos en que se conoce, esta constituido por una molécula lineal de
dsADN, oscilando su tamafio entre 30 y 50 kb, aunque los fagos de L. plantarum B2 (Nes y
col., 1988), LP1-A y LP1-B (Caso y col., 1995) y LP65 presentan tamafios mayores (Chibani-
Chennoufi y col., 2004). La lisogenia es relativamente frecuente (Coetzee y col., 1964); un
estudio de 148 cepas (15 especies) concluyd que el 27% de ellas liberaban fagos tras ser

expuestas a mitomicina C (Yakokura y col., 1974).

En la actualidad se conocen las secuencias de 10 genomas completos de fagos de
lactobacilos. Es el caso de dgle, LP65 y dJL-1 (L. plantarum) (Kodaira y col., 1997; Chibani-
Chennoufi y col., 2004; Lu y col., 2005), dadh (L. gasseri) (Altermann y col., 1999), A2 y
GAT3 (L. casei) (Garcia y col., 2003, Lo y col., 2005), LL-H (L. delbrueckii) (Alatossava y
col., 1998; 1991), Lc-Nu (L. rhamnosus) (Forsman y col., 1991), Lvl (L.jenseni) (Martin y
col., 2008) y KC5a (L. crispatus) (Killi¢ y col, 2001). Nos encontramos con un gran
polimorfismo genético, que guarda relacion con la diversidad encontrada en los genomas de

los hospedadores. No obstante, todos ellos parecen poseer una organizacion similar, en la que
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los genes se encuentran agrupados en mddulos funcionales que guardan un mismo orden.
Dichos modulos son: empaquetamiento del genoma viral en la cdapside; estructural,
subdividido a su vez en agrupaciones génicas para la morfogénesis de la capside, del cuello y
de la cola; lisis del hospedador; integracion de su genoma; decision entre ciclo litico—

lisogénico y replicacion.

1.4. EL BACTERIOFAGO A2

1.4.1. CARACTERISTICAS GENERALES

El bacteriofago A2 se aislo a partir del suero de una fermentacion fallida de queso
Gamonedo, un queso azul asturiano de produccion artesanal (Herrero y col., 1994). Se trata de
un fago atemperado que infecta a cepas de L. casei y L. paracasei, dos especies con
propiedades probioticas que son utilizadas en la fabricacion de quesos y leches fermentadas.
Presenta viriones desnudos, compuestos por una cabeza isométrica de 60 nm de diametro y
una cola larga, flexible y no contractil de 290 nm de largo y 12 nm de ancho, que termina en
una placa basal con una espina sobresaliente de 28 nm (Garcia y col., 2003); por ello se
incluye dentro de la familia Siphoviridae (figura 5). Su genoma reside en una molécula de
ADN de doble cadena de 43.411 pb, que presenta extremos cohesivos 3" sobresalientes y un
contenido en G+C del 44,8% (Garcia y col., 1997, 2003). En él se identificaron 61 pautas
abiertas de lectura, organizadas en los mddulos funcionales enumerados en el parrafo anterior:
el correspondiente al interruptor genético, implicado en la decision entre ciclo litico-lisogénico
(Garcia y col., 1999; Ladero y col., 1998; 1999; 2002), el que media la integracién en el
hospedador (Alvarez y col., 1998), el de lisis (Ribelles y col., 2011), el responsable de la
generacion de los extremos cohesivos y empaquetamiento del genoma viral (Garcia y col.,
1997), el de replicacion (Moscoso y col., 2000) y el que comprende los genes que originan las
proteinas estructurales del fago (Garcia y col., 2003, 2004; Rodriguez y col., 2005) (figura
6A).

10
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Figura 5.- Micrografia electrénica del fago A2 (la barra se corresponde con 100 nm)

1.4.2. EL INTERRUPTOR LISIS-LISOGENIA

La region que comprende el modulo de decision entre los ciclos litico o lisogénico de
A2 presenta dos promotores adyacentes (PL y Pr) que promueven la expresion de genes con
sentidos de transcripcion divergente (figura 6B). PL gobierna la expresion de los genes c/,
orf22, una pauta que podria codificar una excionasa y el determinante de sintesis de la
integrasa, enzima que cataliza la insercion del genoma viral en el del hospedador bacteriano.
Pr dirige la expresion de cro, ant y de los genes de replicacidon que se encuentran aguas abajo
de ellos. En la zona intergénica se encuentran tres regiones operadoras de secuencias similares
(01, 02 y O3) que solapan con los promotores PL y Pr y que son reconocidas por CI y Cro
con distintas afinidades. CI se une preferentemente a Ol y O2, bloquea el promotor Pr y por
lo tanto la expresion de cro y de los genes de replicacion, promoviendo la entrada del fago en
un ciclo lisogénico. Cro, en cambio, tiene mayor afinidad por O3, con lo cual reprime a ¢/ y
probablemente a los genes siguientes, favoreciendo que el fago siga un ciclo litico (Briissow y
Suarez, 2006; Garcia y col., 1999; Ladero y col., 1999, 2002). Existen resultados preliminares
que indican que la presencia de uno de los represores sobre la regidn operadora estimula el
posicionamiento de la ARN polimerasa sobre el promotor opuesto, es decir, que los represores
serian, ademas, activadores de su propia sintesis hasta que, cuando se hacen muy abundantes,

se unen a los tres operadores y bloquean la expresion viral temprana.
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El gen cro codifica para un polipéptido de 81 aminoéacidos, con un peso molecular
aproximado de 9,1 kDa y un pl basico (10,8). Durante la traduccidn en Escherichia coli, parte
de los ribosomas sufren un desplazamiento a la pauta -1, provocado por la presencia de una
secuencia deslizante U UUU UUU (pauta 0) que se corresponde con los codones 66 y 67, y
de una secuencia invertida adyacente capaz de formar una estructura secundaria en el ARN
[las secuencias deslizantes se caracterizan porque los codones presentes en los sitios A y P del
ribosoma en la pauta 0 y los resultantes del deslizamiento a la -1 deben ser compatibles con
los anticodones de los ARNt alojados en dichos sitios; es decir, que la traduccion del
heptanucleodtido da lugar a los mismos dos aminoacidos en ambas pautas (Baranov y col.,
2001; 2002)]. Como consecuencia del desplazamiento de pauta, cro genera dos polipéptidos,
el canodnico y otro que es idéntico a €l hasta el aminoacido 67 y que tiene solo dos residuos
mas porque en la nueva pauta aparece un codon de terminacidon prematuro. Al inicio de esta
Tesis se ignoraba si el desplazamiento de pauta ocurria también durante la traduccion de cro
en L. casei. Cro presenta homologia de secuencia con una proteina de un pseudobacteridfago
de Pseudomonas aeruginosa (Lee y col., 1999) y con los productos de genes localizados en
posicién similar en los bacteridfagos Sfi21 y TP-J34 de Streptococcus thermophilus (Bruttin y
col., 1997; Neve y col., 1998). El coddn de terminacidon de cro se solapa con el inicio de ant.
Este gen codifica un polipéptido de 160 aminoacidos, con un peso molecular estimado de 17,8
kDa y un pl de 5,39. Su localizaciéon y el hecho de poseer similar localizacion a genes
auxiliares de otros bacteriéfagos de BAL como BKS5-T (Desiere y col., 2001), r1t (Nauta y
col., 1996) Sfi21 (Brutin y Brussow, 1996), Lc-Nu (Tuohimaa y col, 2006) y Lv-1 (Martin y
col., 2008) sugiere que podria jugar algiin papel en la decision lisis/lisogenia del fago A2. Las
proteinas deducidas de los genes de todos esos fagos presentan homologia con el antirrepresor
de P1 (Riedel y col., 1993), aunque el Ant de A2 no tiene un parecido significativo con dicho

antirrepresor.

El producto del gen ¢/ es un polipéptido de 224 aminodacidos, que corresponde a un
peso molecular de 25,2 kDa y un pl de 4,5. Posee un motivo de unién al ADN y un dominio
de reconocimiento para la proteasa RecA, y se ha demostrado que confiere al hospedador
inmunidad a la superinfeccién (Alvarez y col., 1999, Ladero y col., 1998). Su secuencia de

aminoacidos presenta homologia con represores del ciclo litico de otros bacteriofagos como CI
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de lambda (Sauger y Andreg, 1978) y de ¢80 (Ogawa y col., 1988) y Rho del bacteridfago rlt

(Nauta y col., 1996).
La pauta de lectura localizada inmediatamente detras del gen c/, orf22, codifica para

un polipéptido de 24,4 kDa compuesto por 225 aminoacidos y con un pl de 4,4. La
comparacion de la secuencia de su producto génico con proteinas de la base de datos revelo
similitud con una del bacteriofago Lmrl, que infecta a L. ramnhosus (Durmaz y col., 2008) y
TcdC, de un operon policistronico que codifica las enterotoxinas A y B de Clostridum difficile
(Dupuy y col., 2008). También se encontr6 homologia con dos Orfs de funcidon desconocida
pero situadas en una posicidén similar, entre el gen ¢/ y los genes de integracion sitio-

especifica, Lmrl (Durmaz y col., 2008) y phiMH1 (Jang y col., 2010), que infectan L.

ramnhosus 'y L. pseudomesenteroides respectivamente.
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Figura 6.- A) Representacion esquematica del genoma del bacteriofago A2 mostrando la localizacion de los
diferentes modulos funcionales y los ARNs sintetizados por el fago durante los periodos temprano (flechas
azules), intermedio (flecha fucsia) y tardio (flechas rojas). B) Detalle de las pautas abiertas de lectura localizadas
en la region correspondiente al interruptor genético e integracion. Se indican con lazos los terminadores de la
transcripcion. artP: sitio de integracion del fago, inz: integrasa, xis: excionasa, ¢/ y cro: represores del ciclo litico
y lisogénico respectivamente, ant y orf22: determinantes de proteinas hipotéticas, posiblemente implicadas en la

decision lisis-lisogenia C) Esquema de la region intergénica c/-cro. Se muestran los inicios de la transcripcion

con flechas, los operadores en rojo y las cajas -10 y -35 de los promotores.
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1.4.3. MODULO DE INTEGRACION

Incluye los genes que codifican para la integrasa, que media la recombinacion entre las
regiones attP y attB del fago y la bacteria (Alvarez y col., 1998: 1999) y una proteina que
podria ejercer las funciones de excionasa. A continuacién se encuentra la region attP, que
presenta identidad con una secuencia de 19 pb presente en la region 3’ de un gen de L. casei
codificante para el ARNt especifico para leucina que presenta el anticodon CAA. La region
attP posee una alta proporcidon A+T y una serie de repeticiones invertidas y directas que se
corresponden con posibles sitios de unidon de la integrasa y de los factores implicados en la

recombinacidn sitio especifica.

El gen de la integrasa se ha utilizado para generar una familia extensa de vectores
integrativos, que median la incorporacidon de secuencias cualesquiera al genoma de cualquier

bacteria lactica (Alvarez y col., 1998; Martin y col, 2000)

1.4.4. EL MODULO DE REPLICACION

Comprende nueve pautas abiertas de lectura, situadas entre ant y la secuencia ori, la
mayor parte de las cuales presenta homologia con Orfs de otros fagos de BAL. Sin embargo,
solo tres de ellas se han podido asociar con funciones relacionadas con replicacion: una
proteina que presenta motivos tipicos de helicasas, otra de unién a ADN de cadena sencilla y
una primasa. La secuencia ori actia como origen de replicacioén y se ha usado como sefiuelo
en trans para inhibir el desarrollo viral (Moscoso y Suarez, 2000). A continuacion de ori se
encuentra una regién dispensable (mutantes con deleciones en ella no muestran ningin
fenotipo especial) que se ha propuesto que podrian estar involucradas en el mantenimiento del
genoma dentro de los limites de empaquetamiento de la capsida (Ladero y col., 1998; Garcia y

col, 2003).

1.4.5. EL MODULO ESTRUCTURAL O DE MORFOGENESIS

Se trata de la region del genoma de A2 que comprende los genes que originan las

proteinas implicadas en la formacion de los viriones maduros.
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Region de la cabeza

De las tres orfs incluidas en este modulo, la primera da lugar a la proteina portal, la
segunda es una proteasa y la tercera origina la proteina de andamiaje y las mayoritarias de la
capsida. Durante la traduccion de esta ultima, parte de los ribosomas sufren un desplazamiento
a la pauta -1, lo que origina dos polipéptidos idénticos hasta el punto donde aparece la
secuencia deslizante y que no tienen ninguna relacion a partir de ese punto (véase en el
apartado 1.4.2 cuales son los requisitos para que el deslizamiento pueda tener lugar, que se
describen en el parrafo dedicado al gen cro). Posteriormente, se libera el polipéptido
correspondiente a los 123 primeros aminoacidos de ambas proteinas, se supone que por accion
de la proteasa codificada por el gen adyacente, que constituira la proteina de andamiaje. Los
otros dos polipéptidos se incorporan a la capsida en proporciones de aproximadamente el 75%
(traduccion en la pauta 0) y el 25% (traduccion en la pauta -1). Aunque ambas proteinas por
separado pueden ensamblar para dar lugar a precabezas, éstas son incapaces de albergar el
genoma viral, por lo que ambas son indispensables para la generacion de viriones infectivos

(Garcia y col, 2004).

Region del cuello

A continuacion de los genes de la capsida se localizan los codificantes para las
proteinas implicadas en la unioén cabeza-cola. Se les ha adscrito esta funcion por su posicion
entre dichos modulos y por presentar homologia parcial (30%) con genes que se postula tienen
esa funcion en el fago PVL de S. aureus. Ademas, coinciden los codones de terminacion de
cada gen con los de inicio de los adyacentes, lo que sugiere que desempefian una funcidon

comun.

Region de la cola

El primer gen en esta region, de 6 orfs, codifica las proteinas mayoritarias de la cola. A
partir de €l se generan también dos proteinas, como consecuencia de un fenémeno de cambio a
la pauta -1 (Rodriguez y col., 2005). Otro gen identificado es el correspondiente a la proteina
determinante de la longitud de la cola, que se procesa para dar lugar a un polipéptido de 154
kDa (el mayor del fago) y que actua como molde sobre el que polimerizan las otras proteinas
de la cola. Por ultimo, en esta region se localiza el determinante que da lugar a la proteina que

reconoce el receptor de la célula hospedadora (Duplessis y Moineau, 2001). Los otros genes
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codifican proteinas pequefias, que no presentan similitudes significativas con las incluidas en

las bases de datos.

1.4.6. EL MODULO DE EMPAQUETAMIENTO

Se encuentra a ambos lados de los extremos cohesivos del fago. A un lado esta el
determinante de la subunidad pequefia de la terminasa (Garcia y col., 1997) y al otro el
correspondiente a la subunidad grande (Garcia y col., 2003). La secuencia cos esta formada
por una extension de cadena simple de 13 nucledtidos en los extremos 3’ del genoma lineal.
La subunidad pequefia de la terminasa reconoce esta secuencia en los concatémeros de ADN y
se une a ella en presencia de ATP, dando lugar a las condiciones para la union de la subunidad
grande, que hara el corte para generar los genomas de tamafio unidad durante el

empaquetamiento (Garcia y col., 1997).

1.47. EL MODULO DE LISIS

Esta compuesto por dos genes que codifican para la holina y lisina del fago. La holina
es una proteina pequefia que contiene tres dominios transmembrana y que puede clasificarse
por ello dentro de la familia I (Young y Wang, 2006). Esta proteina es letal en E. coli cuando
el gen se expresa a partir de un promotor inducible (M. Herrero, tesis doctoral). La lisina es
una endopeptidasa que corta entre la D-Ala terminal de un tetrapéptido del peptidoglicano y el
residuo de acido aspartico que hace de puente con un tetrapeptido de una cadena adyacente. La
enzima hidroliza la pared de los lactobacilos, los pediococos y L. lactis, todos los cuales
presentan el puente de acido aspartico (peptidoglicano de tipo A4a y ). La lisina presenta dos
dominios funcionales, su mitad amino terminal presenta el centro activo, mientras que la

carboxi terminal reconoce el sustrato (Ribelles y col, 2012).

1.4.8. TRANSCRIPCION

Durante el ciclo lisogénico solo se detectan dos especies de ARN, una que comprende
a cl y otra que abarca, ademas, a orf22. Por tanto, ambos transcritos son el resultado de la
expresion del promotor Py. Al iniciarse el ciclo litico, sea por induccidn o tras infeccion, se
generan los ARNs descritos mas los correspondientes al promotor Pr, que también son dos,

uno mas corto que abarca a cro y a ant 'y otro mucho mayor que incluye asimismo los genes
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del modulo de replicacion. A los 45 min postinfeccion se detecta la sintesis de nuevas
moléculas de ARN a partir de una serie de genes que se encuentran unas 15 orfs por detras de
la secuencia ori y que podrian sefialar el operdn intermedio del fago. Por ultimo, a los 60 min
postinfeccidon se inicia la sintesis de una molecula de ARN que comprende los modulos de
empaquetamiento y morfogénesis y que tendria mas de 20 kb. E1 modulo de lisis es también

de expresion tardia pero su transcrito es diferente del ARN de morfogénesis.

1.5. ANTIRREPRESORES

Un mecanismo clasico para la regulacion negativa de la iniciacion de la transcripcion
consiste en el bloqueo del acceso de la ARN polimerasa al promotor mediante la unidon de un
represor a un sitio operador que solapa con elementos de dicho promotor (Browning y col.,
2004; Rojo, 2001). Este bloqueo transcripcional puede ser eliminado mediante sistemas que
provoquen la separacion del complejo operador-represor. Entre ellos estaria la union no
covalente del represor a factores proteicos, denominados antirrepresores (Oppenheim y col.,
1970). Dicha unién bloquearia la unién del represor al ADN y podria conducir a su
inactivacion, bien por alteracion de su conformacion, por separacion de subunidades en los
casos en que la forma funcional es un oligdmero, aumento de la susceptibilidad a la proteolisis
o0 agregacion en complejos inactivos (Navarro-Avilés y col; 2007)

La regulacion de la decision lisis-lisogenia en los bacteriéfagos atemperados depende
de represores, que impiden la expresion de los genes que conducen hacia uno u otro de los
ciclos (véase en el apartado 1.4.2 una explicacion detallada del proceso en el caso del fago A2)
por lo que podria haber antirrepresores que modularan su actividad. Uno de los primeros
sistemas descritos de este tipo fue el del fago P22, donde un antirrepresor (Ant) se une al
represor C2 e impide su interaccion con la region operadora del promotor correspondiente a
los genes liticos (Susskind y col., 1980). En el genoma del fago $24g, que forma parte de los
bacteriofagos lambdoides Stx (Shiga toxin encoding) responsables de la toxicidad de E. coli
shigatoxigénica (STEC), también se encontrd6 un gen cuyo producto podria ser un
antirrepresor, porque presentaba un 82% de homologia con el extremo carboxi-terminal del
antirrepresor del bacteriéfago P22. Los mutantes con el gen ant delecionado presentaban una
menor expresion de los genes tardios tras la induccion del ciclo litico y ésta aumentaba al ser

complementado con un plasmido expresando el gen, alcanzandose niveles proximos a los de la
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Introduccion

cepa silvestre. Su papel seria pues el de aumentar la expresion de estos genes durante la
induccion del ciclo litico (Fogg y col.,, 2010). La misma funcidn parecian tener los
antirrepresores codificados por los genes antl y ant? del bacteridfago 2851, cuya

sobreexpresion en la célula hospedadora, provocaba el aumento en el numero de placas
obtenidas al ser infectadas con el fago (Strauch y col., 2008). Los fagos P1 y P7 codifican un

represor primario, Cl, que reprime las funciones del ciclo litico, y un represor secundario, C4,
que es un ARN antisentido que se une al ARNm del antirrepresor de CI inhibiendo su sintesis

(Riedel y col., 1993: Citron y Schuter, 1992; Biere y col., 2011).
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Objetivos

La decision del fago A2 de seguir un ciclo litico o uno lisogénico, depende de la
biosintesis temprana de los dos represores CI y Cro y de su interaccidon con los operadores
situados en la regién intergénica c/-cro, que dificultara el asentamiento de la ARN polimerasa
sobre los promotores Pr o Py, respectivamente. Por lo tanto, es un modelo de regulacién
sencillo, cuyo estudio puede arrojar luz sobre los mecanismos que gobiernan la regulacion de

la expresidn génica en sistemas mas complejos.

Sin embargo, esta aparente simplicidad podria no serlo tanto, debido a que existen
evidencias de que cro da lugar, cuando se expresa en Escherichia coli, a dos productos
diferentes, mientras que existe transcripcion acoplada de ¢/ y de cro con orf22 y con ant
respectivamente. Esto sugiere que los productos de todos estos genes podrian interaccionar
entre si, de manera que la decision ultima sobre el ciclo de desarrollo del fago dependeria del

resultado de dicha interaccion.

Por todo ello, en esta Tesis nos planteamos un objetivo general, la mejor comprension de
los procesos que influyen sobre la decision lisis-lisogenia en el fago A2, que se articula en

tres objetivos parciales, los cuales se enumeran a continuacion:

- La expresion del gen cro en E. coli induce la sintesis de dos formas de Cro como
consecuencia de que, durante la traduccién, parte de los ribosomas se retrasan a la pauta -1
en un punto concreto del ARNm. El primer objetivo pretende determinar si dicho
desplazamiento tiene también lugar durante la infeccion de Lacobacillus casei y, de ser asi,
investigar el efecto que tiene la expresion de ambas proteinas, respecto a la de cada una de

ellas, sobre el tipo de desarrollo que seguira el fago A2.

- El gen ant, que se cotranscribe con cro, presenta homologos en la mayoria de
fagosatemperados que infectan a bacterias Gram positivas de la Division Clostridium. Sin
embargo, no se ha determinado experimentalmente cual es su funcidn. Se postula que las
hipotéticas proteinas Ant actuarian como antirrepresores, porque su extremo
carboxiterminal presenta homologia con el antirrepresor del fago P22. Sin embargo, ant de
A2 presenta un triplete de terminacioén que elimina la regién de homologia, lo que pone en

entredicho la asuncion anterior. Por tanto, un segundo objetivo de esta Tesis sera
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Objetivos

caracterizar estructural y funcionalmente la proteina Ant de A2 y determinar si forma parte

del interruptor genético del fago.

El gen orf22 se cotranscribe con c/. Al contrario de lo que ocurre con ant, no estd presente
en practicamente ningin otro fago, por lo que la funcién de su producto génico ha de ser
peculiar del fago A2. El tercer objetivo serd, al igual que en los otros casos, conocer cudl es

dicha funcidn.
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Material y métodos

3.1. MICROORGANISMOS Y REPLICONES

3.1.1. MICROORGANISMOS
El bacteridfago y las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se detallan en la tabla 1.

Organismo Caracteristicas Referencia
) ) Herrero y col.,
Bacteridfago A2 Siphoviridae, atemperado, ADN con extremos cohesivos
1994
Lactobacillus casei
ATCC 393 Cepa hospedadora de A2 ATCC

Lactobacillus casei

Derivado lisogénico para A2 de L. casei ATCC 393

Herrero y col.,

393-A2 1994
Lactobacillus casei Derivado lisogénico para A2 que solo expresa el producto Presente
393-A2-crol candnico de cro trabajo
Lactobacillus casei | L. casei con los genes nisR y nisK integrados en el sitio a#zB del | Martiny col.,
393 nisRK fago A2 (sistema de expresion controlado por nisina, NICE) 2004
Lactobacillus casei L. casei con los genes nisR y nisK integrados en gen de Presente
393 nisRK?2 ARN, **" (attB del fago mv4 de Lactobacillus delbrueckir) trabajo
F mcrA AlacX74 deoR recAl endAl araD139 A(ara,leu) 7697
Escherichia coli Casadaban y

DH10B

galU galK X rpsL(Str™) nupG A(mrr” hsd RMS merBC) @80d
lacZ AM15 rpsL

Cohen, 1980

Escherichia coli

(DE3)/pLysS

F~ ompT gal dem lon hsdSg(rg” my’) MDE3) pLysS(Cm®)
codifica la ARN polimerasa del fago T7 bajo el control del
promotor lac UV54. El plasmido pLysS codifica la lisozima del
fago T7 que reprime el promotor P10 de dicho fago

Studier y
Moffatt, 1986

Escherichia coli

XL1-Blue

F’ [::Tnl0 (Tet") prodB" lacl’ AllacZ) M15 ] recAl endAl
2yrd96 (Nal®) thi-1 hsdR17 (v, my) supE44 relAl lac

Bullock y col.,
1987

Tabla 1.- Microorganismos utilizados en esta tesis.
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3.1.2. VECTORES

DE CLONACION Y DERIVADOS

Los vectores utilizados y los plasmidos mds importantes construidos a partir de ellos

durante el transcurso de este trabajo se presentan en la tabla 2.

pETl1a Ap", vector de expresion con el promotor P10 del fago T7 Studier y col.,1990
pET3a Ap", vector de expresion con el promotor P10 del fago T7 Studier y col. ,1990
pUCI9E Ap" Em", derivado de pUC19 Leenhouts y col., 1990
R ) ) o Yanisch-Perron y col.,
pUCI18 Ap", seleccion por inactivacion del gen lacZ
1985
Derivado de pNZ8048, vector de expresion con el promotor
pNGS8048E ) ) o Pavan y col., 2000
inducible por nisina P,,;, Cm" Em"
pET1la:cro pET11a expresando cro de A2 Ladero y col., 1999

pETl11a:crol

pET11a con el gen cro de A2 mutado expresando solo el

producto canénico

Apartado 4.1.2.

Apartado 4.2.1.

pET3a:ant-142

pET11a:orf22 pET11a expresando orf22 de A2
pET11a:c/ pET11a expresando c/ de A2 Ladero y col., 1999
pET3a:ant pET3a expresando ant de A2 Apartado 4.3.4.
pET3a expresando ant-142 de A2 Apartado 4.3.8.2.

pUCI19E:crol

pUCI19E con un segmento del ADN de A2 que incluye el

gen cro mutado para expresar solo la forma canonica

Apartado 4.1.2.

pUCI18-T7 cro51

pUCI18 con el promotor de T7, bajo el que se clonaron los

primeros 51 nucleétidos de cro

Apartado 4.3.7.

pUCI18-T7 cro67

pUCI18 con el promotor de T7 bajo el que se clonaron los

primeros 67 nucleétidos de cro

Apartado 4.3.7.

pUCI18-T7 cro250

pUCI1S8 con el promotor de T7 bajo el que se clonaron los

primeros 250 nucleétidos de cro

Apartado 4.3.10.

pUCI18-T7 cro450

pUCI1S8 con el promotor de T7 bajo el que se clonaron los

primeros 450 nucledtidos de cro

Apartado 4.3.10.
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pUCI18 con el promotor de T7 bajo el que se clonaron los
pUCI8-T7 ¢l ) ) Apartado 4.3.7.
primeros 57 nucledtidos de ¢/

pUO183 pUC18 con la region intergénica entre c/ y cro del fago A2 Ladero y col., 1999
pPNG8048E expresando el gen ant de A2 bajo el promotor
pNG8048:ant P Apartado 4.3.2.1.
nisA

pNG8048:ant255 | pNG8048E expresando ant-255 de A2 bajo el promotor P s Apartado 4.3.8.1.

pNG8048E expresando el gen orf22 de A2 bajo el promotor
pNG8048:0rf22 b Apartado 4.2.3.
nisA

Tabla 2.- Vectores utilizados y plasmidos generados a partir de ellos durante el presente trabajo

3.2. REACTIVOS Y MATERIALES

Producto Casa comercial

[0*P]-dATP, [o*?P]-UTP Perkin Elmer

Sephadex G-50 DNA grade, blue sefarosa, hidroxiapatita, membrana PVDF,

anticuerpo secundario anti-conejo IgG-horseradish peroxidasa Bio-Rad
Q sefarosa, SP sefarosa, heparina GE-Healthcare
LiteAblot Chemiluminescent substrato para western blot. EuroClone
SDS, Tris, urea ICN
Metanol Fluka

Seroalbtimina bovina, mitomicina C, nisina, 1,4-ditiotreitol, 2-

mercaptoetanol, triton X-100, fenol, antibidticos, bromuro de etidio,

Sigma
desoxinucleoétidos trifosfato (ANTPs), rifampicina, IPTG, adyuvante
incompleto de Freund
Enzimas de restriccion, T4 polinucleodtido kinasa, T4 DNA ligasa, ARN
New England Biolabs,
polimerasa de T7
Takara
Fosfatasa alcalina (SAP) USB
Proteinasa K, ribonucleasa A (RNase A), cloruro de cesio Roche

Acetato sodico, sulfato magnésico, acido borico, acido cloridrico, alcohol

isoamilico, coomasie blue, xylencyanol, bromofenol blue, cloroformo,
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dimetil sulfoéxido, etanol, alcohol isopropilico, glicina, hidréxido sodico, Merck
cloruro calcico, PEG-1500, 6000, 8000, titriplexIIl (EDTA)
Filtros Millex (0,22), filtros VM (0,05 um), filtros HAWP (0,45 wm) Millipore
Acido acético, vaselina Panreac
Acido subérico Pierce
Agarosa, agar bacteriologico Pronadisa
Acrilamida, bisacrilamida Serva
Glicerol, cloruro sodico, sulfato amodnico MP Biomedicals
Membranas de dialisis Thermo scientific
Medio MRS, LB Difco
Kits de extraccion de plasmido y purificacion de banda Quiagen
Prime Start polimerasa, Taq polimerasa Takara
Marcadores de peso molecular Fermentas, Bio Rad

Tabla 3.- Lista de reactivos y materiales empleados y sus respectivas casas comerciales

3.3. OLIGONUCLEOTIDOS

Oligonucleétido Secuencia de ADN (5-3")
A2-1 GGGATGACCATATGAACG
A2-2 CACCGACCTAGGTGGTTG
A2-3 CGCGGATCCTTAAGCCGTAAGTTCCGCTG
A2-4 GCCACAAGTCATACAACCATCTTGG
A2-5 CCAAGATGGTTGTATGACTTGTGGC
A2-6 CCTGTGTGGATCCGTTCATTTAGAC
A2-7 GTTCGTCTCACATGAACGAATTACAGCATTT
A2-8 GCGACTTGGATCCGTTTTCCTTACTTGG
A2-9 TTTAAATTTAGTGTCATTGGATTGCC
A2-10 TAAATTTAGTGTCATTGGATTGCCTC
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A2-11 AATTTAGTGTCATTGGATTGCCTCC
A2-12 AGTGTCATTGGATTGCCTCCTTTCG
A2-13 CATTGGATTGCCTCCTTTCGTTTC
A2-14 GAAGTTAGCGGATCCACATTGCAC
A2-15 CAGCGCGAGGATCCTTTTAAATTTAGTG
A2-16 CCCTTCACGGATCCGAAGATCATTTAAAGTC
A2-17 GGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTTCCCAAAAGGAAACGAAAGGAGG
A2-18 GGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGGTGAGATACATGAAAAC
A2-19 GGAGGCAATCATATGACACTAAAT
A2-20 CAAACATTGGATCCTTATCAACAACCAC
A2-21 AACAATAAGCTTTTGACGATCATTATAGAAATATTTG
A2-22 TAGTCGGCACGGATCCGTTTATCAAATAGCCTTGC
CACCAATCAACTTGACCTTTTCTTTACAAATAACGTTCCCGATAGAGAACGAA
A2-23 A
A2-24 CGTTATTTGTAAAGAAAAGGTCAAGTTGATTGGTGCCATACCCCAAAATGC
A2-25 ATGACCATGATTACGCCA
A2-26 GACTGATCGCCGTTTCCGTTC
A2-27 GGAGGGGAATCATGAAACTACTTATCTTAATTGCC
A2-28 CAGCCAGATCTCCGGCTTGCACGGGGAC
A2-29 CAGCCCAGATCTCCGGCTTGCACGGGGAC
A2-30 CAGGGGACATATGAAACTACTTATCTTAATTGC
Oligonucleotido Secuencia de ARN (5°-3")
A2-31 GUUCCCAAAAGGAAACGAAAGGAG
A2-32 GUUCCCAAAAGGAAACGAAAGGAGGCAAUCCAAUGAC

Tabla 4.- Cebadores utilizados en la realizacion de este trabajo. Subrayados aparecen los sitios de corte afiadidos
artificialmente, que se utilizaron para las clonaciones del producto de PCR correspondiente; en rojo aparecen los
cambios de base introducidos para las mutagénesis puntuales y en azul la secuencia de reconocimiento de la ARN

polimerasa de T7.
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3.4. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

3.4.1. BACTERIOFAGO A2

El bacteriéfago A2 se propag6 sobre cultivos de la cepa Lactobacillus casei ATCC 393
en medio MRS liquido suplementado con CaCl, y MgSQOy a una concentracion final de 10 mM
(MCM). La incubacion se llevéd a cabo a 30°C sin agitacion. Los medios solido y semisélido
utilizados para la obtencion de placas de lisis por el método de la doble capa de Adams (1959),

contenian 1,5 y 0,75% de agar-agar respectivamente.

La induccién del fago A2 a partir de los derivados lisogénicos de L. casei ATCC 393
se llevd a cabo afiadiendo mitomicina C (1 pg/ml, concentracion final) a un cultivo en fase

exponencial (DOgpo= 0,1) de la bacteria.

3.4.2. Lactobacillus casei

L. casei ATCC 393 y todos sus derivados se propagaron en medio MRS y se incubaron

a 30°C sin agitacion.

La concentracidn de eritromicina para la seleccion de los recombinantes transformados
con pUCI19E fue de 2,5 pg/ml. Cuando transformamos los plasmidos obtenidos a partir del
vector pNG8048E, la seleccion se hizo con 5 pg/ml de cloranfenicol. Para inducir la expresion
de los genes clonados en dicho vector bajo el promotor Pnisa afiadimos nisina (5 ng/ml) a

cultivos en fase exponencial (D.Oggo = 0,2).

3.4.3. Escherichia coli

Las cepas de Escherichia coli utilizadas se incubaron a 37°C en medio LB (Sambrook
y col., 1989) con agitaciéon forzada cuando el medio era liquido. La concentracion de
ampicilina utilizada para la seleccion de transformantes fue de 100 pg/ml. Para la induccion

del operdn lac se us6é IPTG a una concentracion final de 1 mM.

3.4.4. CONDICIONES DE CONSERVACION DE LAS CEPAS
Los cultivos bacterianos, incubados durante toda la noche, se centrifugaron y el
sedimento obtenido se resuspendid en partes iguales de medio liquido fresco y glicerol

(concentracion final 25 %). Estas suspensiones se guardaron a -70 °C.
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3.5. OBTENCION Y PURIFICACION DE LOS VIRIONES

3.5.1. A GRAN ESCALA

La propagacion de A2 se realizé en medio MCM liquido inoculado con un cultivo de
una noche de L. casei al 1% e incubado a 30°C hasta alcanzar una DOgp= 0,1. En ese
momento se infectd con el fago A2 a una multiplicidad de infeccién (moi) de 0,1 y la
incubacion se prolongd durante 8 horas. Transcurrido ese tiempo la suspension se centrifugo a
baja velocidad para eliminar células y residuos celulares, los fagos se precipitaron usando 10%
polietilenglicol (PEG 8000), concentracion final a 4°C durante la noche, se centrifugaron a
10.000 rpm en un rotor Kontron por 10 min y el sedimento se resuspendié en tampén SM (20

mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 10 mM MgSO,, pH 7.5).

La suspension obtenida se ultracentrifugd a 35.000 rpm en un rotor Beckman 42Ti
durante 90 minutos a 4°C. El precipitado se resuspendid en un pequefio volumen de tampdon
SM, al que se afiadio CsCl a una concentracidon final de 0,5 gr/ml, se dispuso sobre un
gradiente preformado de CsCl (1,7, 1,5 1,45 y 1,15 gr/ml) y se centrifugd a 35.000 rpm
durante 3 horas. La banda resultante se extrajo mediante puncidon lateral del tubo. A la
suspension obtenida se le afiadio CsCl hasta una concentracion final de 750 mg/ml y se
centrifugd en un rotor Beckman SW40Ti durante 24 h (Sambrook y col., 1989). La banda
correspondiente al fago se almacen6 a 4°C. Cuando fue necesario usar los fagos se dializaron
alicuotas de la suspension en tampon SM. La pureza de las preparaciones se analizd por

microscopia electrénica.

3.5.2. A PEQUENA ESCALA

En este caso, las suspensiones se obtuvieron a partir de placas Petri en las que se habia
propagado el fago para dar lisis semiconfluente, mediante la resuspension de los viriones en
tampon SM. Las preparaciones se limpiaron por centrifugacion a baja velocidad, seguida de
una ultracentrifugacion a 35.000 rpm en un rotor Beckman 42Ti durante 90 minutos, a 4°C. El
precipitado se resuspendid en un pequefio volumen de tampon SM, la suspension se paso a

través de filtros de nitrocelulosa con poros de 0,45 um de didmetro y se almacen6 a 4°C.
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3.6. CUANTIFICACION DE LA CINETICA DE PRODUCCION DE
VIRIONES

3.6.1. INFECCION

Con el fin de determinar el efecto que la sobre-produccion de la proteina Ant tendria
sobre el proceso de infeccion por A2, se inoculd medio MCM liquido con un cultivo de toda la
noche de L. casei 393 nisRK portando el plasmido pNG8048:ant y se incubo a 30°C hasta
alcanzar una densidad optica DOgoo = 0,1. En ese momento se le afiadié nisina a una
concentracion final de 5 ng/ml, para inducir el promotor Ppisx y media hora mas tarde se
infect6 con el fago A2 a una m.o.i. de 0,1. Se extrajo 1 ml de cultivo en el momento de afiadir
el fago y a distintos tiempos postinfeccion y las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm
durante 20 minutos. Los sobrenadantes se diluyeron en tampdén SM y se usaron para infectar
cultivos en fase exponencial de L. casei 393 que se crecieron en agar MCM semisdlido,
dispuesto sobre la superficie de placas de MRS solido. Se incubaron a 30°C durante 15 horas y

se procedid al contaje de las placas de lisis obtenidas a cada tiempo.

3.6.2. INDUCCION

Para determinar el efecto de la sobre-produccién de Ant y Orf22 sobre la induccion de
cultivos lisogénicos para A2, se incubaron toda la noche cultivos de L. casei 393 nisRK2
portando los plasmidos pNG8048:ant o pNG8048:0rf22. Al dia siguiente se diluyeron al 1%
en medio MCM fresco y se incubaron a 30°C hasta que alcanzaron una DOgg = 0,1, momento
en que se afiadid nisina (5 ng/ml) y se prosiguid la incubacion media hora mas, pasada la cual
se agregd mitomicina C a una concentracion final de 1 pg/ml y se procedio a extraer muestras

a distintos tiempos y a cuantificar los fagos del modo descrito en el apartado anterior.

3.7. OBTENCION, MANIPULACION Y ANALISIS DE ADN in vitro

3.7.1. EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO

El método utilizado para la obtencion de ADN plasmidico de E.coli a pequeiia escala
fue el de la lisis alcalina, descrito por Birnboim y Doly (1979), o bien se uso6 el kit comercial

“Plasmid MiniPrep Kit” de Qiagen.
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En el caso de los plasmidos de Lactobacillus, se centrifugd 1 ml de cultivo de una
noche y el sedimento obtenido se resuspendié en 100 pl de una solucién de sacarosa al 25%
conteniendo mutanolisina (1U/pl) y lisozima (1,5 mg/ml). Después de una breve incubacidn a
37 °C, se le afiadieron 200 pl de SDS alcalino (10% SDS, pH=13 con sosa) y 300 ul de acetato
de sodio 3 M (pH 4,8), se dejo reposar 10 min en hielo y a continuacidn se centrifugd a 10.000
rpm durante 15 minutos. Se recuperd el sobrenadante, al que se afiadiéo un volumen de fenol
neutralizado y otro de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se agitd. Tras una nueva
centrifugacidon recogimos la fase superior y repetimos los dos pasos anteriores. Por ltimo, el
sobrenadante se mezcld con igual volumen de cloroformo-alcohol isoamilico y se centrifugd a
13.000 rpm durante 5 min. Se recupero la fase superiore y se precipitd con tres volimenes de
etanol al 100% a -20 °C durante 2 horas. La suspension se centrifug6 a 14.000 rpm durante 20
min a 4°C, se lavd con etanol al 70% y el ADN se resuspendio en tampén TER (10 mM Tris-

HCI, 1 mM EDTA, 10 pg/ml de ribonucleasa A; pH 8).

3.7.2. OBTENCION DE ADN GENOMICO
3.7.2.1. Lactobacillus casei

La extraccidon del ADN total se llevd a cabo a partir de cultivos en fase estacionaria.
Las células se lavaron con agua destilada, se resuspendieron en solucion de lisis (50 mM Tris-
HCI, 50 mM NacCl, 10 mM EDTA; pH 8) conteniendo lisozima (1,5 mg/ml) y mutanolisina (1
U/ul) y se incubaron a 37°C durante 15 minutos. Para romperlas se afiadié a la suspension
SDS a una concentracion final del 10 % y se calentdé durante 5 minutos a 65°C. Se afadio
NaCl hasta una concentracion final 1 M y la suspension se dejo en hielo durante una hora. La
mezcla resultante se centrifugd, el sobrenadante obtenido se tratd dos veces con fenol
neutralizado y el ADN se precipitdé con 3 volumenes de etanol al 100% durante 2 horas a -

70°C. Después se lavo con etanol al 70% y se resuspendio en tampdn TER.

3.7.2.2.  Bacteriéfago A2

La extraccion del ADN del fago A2 se llevo a cabo a partir de viriones purificados
como se indica en el apartado 3.5.1. A 100 ul de suspension fagica en tampon SM se le
afiadieron 20 pl de mezcla litica (500 mM Tris-HCI, 250 mM EDTA, 2,5% SDS; pH 8) y se

incubd a 65°C durante 30 minutos. Tras afiadir 25 pl de acetato potasico 8 M y dejar 15 min en
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hielo se recupero el sobrenadante, al que se le afiadieron 3 volimenes de etanol absoluto y se
mantuvo a -20°C durante 2 horas para precipitar el ADN. La suspension se centrifugd a 14.000
rpm durante 20 min a 4°C y el sedimento se lavd con etanol al 70%. EI ADN se resuspendi6

en tampon TER.

3.7.3. TRATAMIENTOS ENZIMATICOS

Los tampones y condiciones utilizados en las digestiones con endonucleasas de

restriccion fueron los recomendados por la casa comercial correspondiente (tabla 3).

Para las ligaciones empleamos la ligasa del fago T4 que es apropiada tanto para la
unién de extremos cohesivos como de extremos romos. La proporcion molar del vector y el

fragmento a clonar fue de al menos 4 veces favorable al inserto.

3.7.4. MARCAJE RADIACTIVO

El marcaje radiactivo de los fragmentos de 183 pb BamHI-HindIIl del plasmido
pUO183 (Ladero y col., 1999) conteniendo la region intergenica cl-cro, se llevo a cabo
mediante su incubacién con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa [ de E. coli durante
15 minutos a temperatura ambiente, en presencia de dCTP, dGTP, dATP y [«’’P]- dCTP
(3000 Ci/mmol). Tras la inactivacion del enzima a 65°C durante 10 min, los nucledtidos no

incorporados se eliminaron mediante filtracion por una columna de Sephadex G-50.

3.7.5. ELECTROFORESIS DE ADN Y PURIFICACION A PARTIR DE GELES DE
AGAROSA

Los fragmentos de ADN se separaron en geles de agarosa segun el método descrito por
Meyers y col (1976), utilizando como electrolito tampoén Tris-borato (89 mM Tris, 8,9 mM
acido boérico y 2,5 mM EDTA; pH 8). Los geles se prepararon a concentraciones de agarosa
que oscilaban entre el 0,7 y el 1,5 % en funcion del tamafio de los fragmentos que se querian
visualizar. Las muestras de ADN se mezclaron con tampoén de carga 10X (100 mM EDTA,
43% glicerol y 0,5% azul de bromo-fenol). Como patrones se utilizaron diversos marcadores
de peso molecular. La electroforesis se llevd a cabo en cubetas horizontales, utilizando

habitualmente una diferencia de potencial de 100 V. Para la visualizacion de los fragmentos de
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ADN tras la electroforesis, se sumergieron los geles en una solucion de BrEt a una
concentracion final de 0,5 pg/ml en agua (Sambrook et al.,, 1989) y se observaron en un

transiluminador de luz UV.

La purificacion fragmentos de ADN, separados en geles de agarosa por electroforesis,
fue llevada a cabo siguiendo las instrucciones del kit comercial “Quiaquick Gel Extraction

Kit” de Quiagen.

3.7.6. AMPLIFICACION GENICA POR PCR
3.7.6.1. Oligonucledtidos cebadores

El disefio de los oligonucledtidos cebadores se realizd en base a la secuencia
nucleotidica de los fragmentos a amplificar, las mutaciones que deseabamos introducir y las
secuencias de las dianas de restriccion necesarias para generar las construcciones utilizando el

programa “Primer3” (tabla 3).

3.7.6.2. Composicion de una mezcla tipica de reaccion

Las mezclas para la PCR tenian habitualmente un volumen final de 50 pl y la siguiente
composicion: 100 ng de ADN molde, 30 pmoles de cada oligonucledtido cebador, 7,5 ul de 2
mM dNTP mix, 5 pl de tampon de reaccion x10, 1 pl de 50 mM MgSOy y 1,25 unidades de
ADN polimerasa “Prime Start” (de fidelidad elevada) o Taq. La reaccion se llevé a cabo en un
aparato iCiclerIQ (BioRad). Las temperaturas y tiempos de elongacion utilizados oscilaron
entre 50 — 60°C y 30 a 60 seg, en funcion de la temperatura de anillamiento de los cebadores y

el tamafo del fragmento a amplificar.

3.7.7. MUTAGENESIS SITIO-ESPECIFICA

Se llevd a cabo mediante la técnica de la “PCR solapante” (Adey y col., 1996),
empleando como cebadores cuatro oligonucleétidos. Dos de ellos se situan en los extremos del
fragmento que se quiere amplificar (1 y 4) y los otros dos en el interior del gen (2 y 3), con

sentidos opuestos solapantes entre si y con la mutacion deseada (figura 7).

Inicialmente se llevaron a cabo dos amplificaciones independientes, limitadas por los

oligonucledtidos 1-2 y 3-4, usando como molde el ADN de A2. Los productos de ambas
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amplificaciones, una vez purificados, se mezclaron y se usaron como molde para realizar una

nueva amplificacion utilizando los oligonuclétidos 1 y 4.

1
PCRI — ¢

—XT' 47 PCRII

Mezclar, eliminar cebadores,
desnaturalizar y renaturalizar

~ — — - PCRIl

Oligonucleotidos 1y 4

&

Figura 7.- Esquema general de la metodologia del PCR solapante empleada en la construccion de los mutantes
en cro y ant para dar crol y ant-255, respectivamente. Las parejas de oligonucleotidos A2-23-A2-24 y A2-4-A2-5

(tabla 2) fueron disefiados para introducir los cambios de base correspondientes.

Para obtener la proteina Ant-142, se disefié un oligonucleo6tido que introducia un codon
de terminacidn tras el aminoacido 141 de Ant seguido de un sitio de reconocimiento para
BamHI (oligo A2-3) que se utilizd, junto al cebador A2-1 para amplificar el gen e introducir

el fragmento en el vector correspondiente.

3.7.8. SECUENCIACION DE ADN

Las secuenciaciones para verificar las construcciones se llevaron a cabo en el Centro

de Secuenciacion de la Universidad de Oviedo.
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El estudio, analisis y comparacion de las secuencias de nucledtidos y aminoacidos se
realizd con ayuda del EMBL-EBI: Clustal W2 se utilizd para realizar el alineamiento de
secuencias, FASTA para la comparacion de proteinas, y BLAST se us6 en la comparacion de
nucledtidos y proteinas desde el servidor SEARCH de NCBI (Altschul et al, 1990) utilizando
las bases de datos disponibles en Genbank y Uniprot.

Para el andlisis de la estructura y propiedades de proteinas y ARN se utilizd, ademas,
el servidor de protedmica del instituto suizo de Bioinformatica ExPASy y RNAfold

respectivamente.

3.8. PROCEDIMIENTOS DE TRANSFORMACION GENICA

La introduccion de plasmidos en las cepas bacterianas se llevdo a cabo mediante

electroporacion con un equipo “Gene Pulser” de Bio-Rad.

3.8.1. Escherichia coli

Las células electrocompetentes de E. coli DH10B y E. coli BL21 (DE3)/pLysS se
obtuvieron siguiendo el método de Dower y col. (1988). Segun éste, partiendo de cultivos de
E. coli en fase exponencial (DOsoo= 0,6), se recogieron las células por centrifugacion a 10.000
rpm en un rotor Kontron A6.14 durante 10 minutos a 4° C y se lavaron usando la mitad del
volumen del cultivo inicial con HO milliQ. Este paso se repitid 3 veces y, tras la tltima
centrifugacion, las células se resuspendieron en glicerol al 10 % y se guardaron a -70°C. La

concentracién de la suspension era de 1-3 x 10' células/ml.

Para llevar a cabo la electroporacion, se descongeld una alicuota de la suspension
celular y se le afiadié el ADN (0,05-4 ng) resuspendido en agua milliQ. Las condiciones del
pulso fueron de 25 pF, 2500 V y 200 Q. Una vez electroporadas, las células se resuspendieron
en medio LB, se incubaron durante 1 hora a 37°C con agitacién y se sembraron en placas del

mismo medio conteniendo el antibidtico de seleccion apropiado.

3.8.2. Lactobacillus casei

La electroporacion de las células electrocompetentes de L. casei se llevd a cabo segun

el protocolo de Chassy y Flickinger (1987). Se parti6 de un cultivo de una noche en medio
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MRS suplementado con glicina al 1%. Se recogieron las células centrifugando a 10.000 rpm
durante 10 minutos y a 4°C en un rotor Kontron A6.14 y se resuspendieron en 5-10 volumenes
del mismo medio fresco, en el que se dejaron incubando a 30°C durante 1 hora. Las células se
lavaron 3 veces con el mismo volumen de H20 milliQ. Tras el altimo paso se resuspendieron

en 30% PEG-1500 y se usaron en fresco.

Las condiciones del pulso fueron 25 pF, 2500 V y 400 Q. Tras la electroporacion, se
afiadieron 450 pl de MRS liquido y se incubaron las células durante 1 hora a 30°C. Después se
lavaron con MRS para eliminar el PEG y a continuacion se sembraron en placas de MRS

solido con el antibiotico apropiado para seleccionar los transformantes.

3.9. OBTENCION DE BACTERIOFAGOS RECOMBINANTES

La obtencion de bacteriofagos portando la mutacidon (cro/) que daba lugar solo al
producto candénico de cro se llevd a cabo en liségenos de L. casei mediante doble
recombinacién. Para ello, el fragmento portando la mutacidon generada segin se indicé en el
apartado 3.7.7, que presentaba sitios de restriccion para los enzimas HindIIl y BamHI (A2-21
y A2-22 respectivamente) se inserto en el vector pUCI9E (Ap', Em"), y la mezcla de ligacion
se transformé en E. coli DHI10B, seleccionando por Ap'. Los plasmidos recombinantes se
usaron para transformar células de L. casei lisogeno para A2 silvestre, seleccionando los
clones resistentes a eritromicina, que seran aquellos en los que el plasmido se ha introducido
por recombinacidon en el genoma bacteriano, puesto que el vector pUCI9E no replica en
Lactobacillus. Mediante PCR y empleando los oligonucleotidos A2-19 y A2-20, se comprobd
que efectivamente se habia insertado el plasmido en el profago de estas colonias resistentes. A
continuacion las células recombinantes se incubaron a 30°C durante 2-3 dias sin antibidtico y
cambiando el medio de cultivo liquido cada dia. Al cabo de este tiempo, las células de dichos
cultivos se sembraron en medio s6lido para obtener colonias aisladas. De entre ellas se
seleccionaron las sensibles a eritromicina, cuyas células habrian sufrido la segunda
recombinacidon que daria lugar a la liberacion del plasmido, lo que igualmente se comprobo

por PCR (figura 10).
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3.10. TRANSCRIPCION in vitro Y PURIFICACION DE ARN
MARCADO RADIACTIVAMENTE

Los ensayos que muestran la interaccidon entre los ARNm de cro y ¢/ con Ant, se
realizaron partir de ARN sintetizado in vitro por la ARN polimerasa de T7.

Los ARNm de 35, 40, 45, 47 y 49 nucleotidos se sintetizaron utilizando como molde
para la ARN polimerasa fragmentos resultantes de la amplificacion, utilizando un
oligonucleodtido que presenta el sitio de reconocimiento de la ARN polimerasa de T7 (A2-17)
y los cebadores A2-13, A2-12, A2-11, A2-10 y A2-9 que dan lugar a transcritos de dichos

tamafios.

Los transcritos de mayor tamafio se obtuvieron mediante la clonacioén de los segmentos
de interés en el vector pUCI18. El oligonucleétido directo que se empled para amplificar estos
segmentos contenia un sitio EcoRI y la secuencia del promotor P10 de T7 justo antes del sitio
+1 del inicio de la transcripcion (A2-17 para cro y A2-18 para cl). El cebador reverso portaba
un sitio BamHI situado a 51, 67 o 250 nucledtidos del inicio de la transcripcion de cro
(oligonucleotidos A2-15, A2-8, A2-14) y a 57 del de ¢/ (A2-16). Tras la clonacion de los
fragmentos se obtuvieron los plasmidos pUCI18-T7 cro51, pUCI18-T7 cro67 y pUCI18-T7
cro250 y pUC18-T7 cl. En el caso de pUC18-T7 cro450, se usé igualmente el cebador A2-17
(directo) y se aproveché para el reverso un sitio Smal que se encuentra a 450 nucleétidos del
inicio de la transcripcion de cro. Previamente a llevar a cabo la transcripcion, los plasmidos

recombinantes se linearizaron con BamHI o, en el caso de pUC18-T7 cro450, con Smal.

La transcripcion se realizé durante 16 horas a 20°C en el tampon de la ARN polimerasa
de T7 (tabla 3). La concentracion de los componentes de la reaccion fue la siguiente: 0,4 mM
ATP, GTP y CTP y 0,04 mM UTP, 10 pmoles [**P]-UTP (3000Ci/mmol). 40 U de RNAsin, 5
mM DTT, 0,1 g de ADN molde y una unidad de ARN polimerasa de T7. Los ARN marcados
se cargaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida-urea del 8% y se sometieron a una
diferencia de potencial de 2000 V durante 90 minutos. Tras retirar uno de los cristales, se
expuso a una pelicula durante 1-5 minutos. De este modo se localizé la posicion del ARN
marcado. Se corto la banda deseada y se dejé toda la noche en una solucion conteniendo 0,5 M
acetato de amonio, 0,1% SDS y 1 mM EDTA; por ultimo, el ARN eluido se precipitd con 3

volumenes de etanol a -20°C durante 2 horas y se resuspendié en agua DEPC.
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3.11. EXPRESION, ANALISIS Y PURIFICACION DE PROTEINAS

3.11.1. SINTESIS Y PURIFICACION DE ANT, Ant-142 y Orf22

Los genes codificantes para las proteinas de interés, clonados en los vectores de
expresion pET11a y pET3a, se introdujeron por electroporacion en la cepa hospedadora E. coli
BL21 (DE3)/pLysS para su sobreexpresion mediante la adicion de 1 mM IPTG a cultivos en
fase exponencial (D.Ogp0=0,5). Proseguimos la incubacidon 30 minutos, transcurridos los cuales
afiadimos rifampicina (200 pg/ml) y procedimos a la recoleccidon de las células después de 3
horas por centrifugacion. Los sedimentos se lavaron con tampdén 50 mM fosfato potéasico pH 5
y se resuspendieron en el mismo tampon conteniendo 10% glicerol, | mM EDTA, 1 mM DTT,
I mM PMSF y 200 mM NaCl, a una concentracion de 200 mg/ml y se lisaron con
ultrasonidos. El extracto se aclard por centrifugacién durante 1h a 17.000 rpm y se comprobd
que las proteinas Ant y Ant-142 eran solubles, mientras que Orf22 permanecia en el
sedimento, formando cuerpos de inclusion. En los dos primeros casos, se afiadio
polietilenimina al 0,25% al sobrenadante, se mantuvo en hielo y con agitacion durante 30 min
y se centrifugo para eliminar el ADN. A continuacion, las proteinas se precipitaron con sulfato
amonico al 70%, a 4°C, durante una hora. El precipitado, suspendido en ese mismo tampon sin
sal, se carg6 en una columna de SP sefarosa y se eluyé con un gradiente (0 — 500 mM) de
NaCl. Las fracciones que contenian la proteina (correspondientes a la eluciéon con 200 mM
NaCl) se diluyeron con tampdn hasta 50 mM NacCl, se cargaron en una columna de heparina y
se eluyeron como en la columna anterior. Las fracciones con Ant o Ant-142 se cargaron
nuevamente en la columna de SP Sefarosa y la proteina se eluyd con 0,5 M NaCl para
obtenerla concentrada. Las fracciones correspondientes se dializaron frente a 25 mM Tris-
HCI, 50% glicerol, 1 mM DTT, 0,5 M NaCl (pH 7,5) y se guardaron en este tampdn a -70°C

hasta su utilizacion.

3.11.2. SINTESIS Y PURIFICACION DE Ant-255

Para la produccion de Ant-255 se insert6 el gen ant con la mutacidon que transformaba
el codon de terminacion TAA en CAT, codificante de histidina, en pNG8048E y se introdujo

en Lactobacillus casei 393 nisRK. Los cultivos se incubaron a 30°C sin agitacion hasta una
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D.0g00=0,2, momento en que se indujo la expresion de la proteina mediante la adicion de
nisina (5 ng/ml). Cuatro horas después se recogieron las células, se resuspendieron en tampdn
50 mM Tris-HCI conteniendo 10% glicerol, | mM EDTA, 1 mM DTT, 300 mM NaCl (pH
7,5) y se lisaron con ultrasonidos. La proteina aparecio en el sedimento del extracto crudo, por
lo que se someti6 a solubilizacion en tampdn con 1 M NaCl y se dializo tres veces frente a
volimenes iguales de tampon sin sal. De este modo, la concentracion de sal bajé hasta 0,125
M, lo que permitid cargar el extracto en una columna SP sefarosa. Las proteinas se eluyeron
con un gradiente desde 0 a 0,5 M NaCl y las fracciones que contenian Ant-255 (alrededor de
200 mM de sal) se diluyeron con tampon hasta 100 mM NacCl, se cargaron en una columna
Blue sefarosa y se eluyeron como antes. Finalmente, Ant-255 se concentrd en la columna de

SP sefarosa y se almacend como se ha descrito anteriormente para Ant.

3.11.3. SINTESIS Y PURIFICACION DE CI

Para proceder a la purificacion de CI se introdujo por electroporacion el plasmido
pET11a-c/, cuya construccion se describe en Garcia y col (1999), en E. coli BL21(DE3)/pLys.

La sobreexpresion se consiguié mediante la adicion de 1 mM IPTG a estos cultivos
cuando alcanzaron una DO= 0,5. Al cabo de 30 min se afiadid rifampicina a una concentracion
final de 200 pg/ml y se incubaron otros 90 min., se recogieron por centrifugacidn, se
resuspendieron, a concentracion final de 200 mg/ml, en tampdén A (50 mM Tris-HCI, 10 mM
MgCl,, 1 mM DTT, 0,1% Tween 20, 250 mM NaCl; pH. 7,5) y se lisaron con ultrasonidos.
Los extractos crudos se centrifugaron y se observo que mas del 95 % de Cl se encontraba en el
sedimento. El precipitado se lavd dos veces con 25 ml de tampdn A conteniendo 1 M NacCl. El
sedimento resultante, que contiene mayoritariamente la proteina CI, se resuspendid en el
mismo tampon hasta conseguir su completa disolucion y posteriormente, la concentracidon de
sal se rebajo a 250 mM, mediante dos didlisis sucesivas frente al mismo volumen de tampdén A
sin NaCl. Esta muestra se cargo en una columna Q-sefarosa equilibrada con tampon A sin
DTT. La columna se lavo con 10 volimenes del mismo tampén y se eluyd con un gradiente
lineal de NaCl (250 mM - 1M) en tampén A. Las fracciones se analizaron por SDS-PAGE y
las que contenian CI pura se guardaron a -20°C en glicerol a una concentracion final del 50%.

Todos los pasos seguidos durante la purificacion se llevaron a cabo a 4 °C.
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3.11.4. SINTESIS Y PURIFICACION DE CRO

La sobreexpresion de cro se llevo a cabo tras la introduccion del plasmido pET11a-cro
(Ladero y col., 1999) en E. coli BL21 (DE3)/pLys y se consigui6é de modo similar a la descrita
para CI. Tras la induccién con 1 mM IPTG, las células se lavaron dos veces con tampon B (50
mM Tris-CIH, 50 mM NaCl, 1 mM DTT; pH 7,5), se resuspendieron en el mismo tampon a
una concentracidon final de 200 mg/ml y se rompieron con ultrasonidos. Los extractos crudos
se centrifugaron a 10.000 rpm, 4°C, durante 30 min y el sobrenadante se cargd en una columna
Q-sefarosa equilibrada con tampon B. Cro no se pega a esta columna. La fraccion resultante
de este lavado se tratd con sulfato amodnico al 40% (concentracion final), la mezcla se agito
durante 1 h y se centrifugd a 10.000 rpm durante 30 min. El sobrenadante se sometio de nuevo
a una precipitacion con sulfato amoénico al 80%. La muestra se centrifug6 (10.000 rpm, 30
min.), el precipitado se resuspendié en tampon C (50 mM fosfato sddico; pH 7,5) y se cargd
en una columna Mono-S (FPLC) equilibrada con el mismo tampon. Después del lavado, las
proteinas se eluyeron con un gradiente lineal de NaCl (0,25 - 0,5 M) en tampon C. Las
proteinas Cro y Cro* se liberaron a una concentracion aproximada de 0,3 M NaCl. Las
fracciones que contenian ambas proteinas se mezclaron y se diluyeron hasta una concentracion
final de 0,1 M NaCl en tampon C. Para separar Cro candnica y Cro*, se realizdé una nueva
cromatografia en la misma columna con un gradiente tendido de NaCl (0,25 M a 0,35M). Las
fracciones se analizaron en geles de Tricina-SDS-PAGE y aquellas que contenian Cro y Cro*
puras se guardaron a -20 °C en glicerol al 50 % para su posterior utilizacién. Todos los pasos

seguidos durante la purificacion se llevaron a cabo a 4 °C.

3.11.5. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La concentracién de proteina se determind mediante el procedimiento de Bradford

(Bradford, 1976) usando el kit “Quick-Start Bradford 1x Dye Reagent”(BioRad).

3.11.6. ANALISIS AMINOACIDICO

Las proteinas purificadas se identificaron por MALDI-TOF-TOF de los péptidos
obtenidos tras digestion con tripsina, en el servicio de Protedmica del Centro Nacional de

Biotecnologia.
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3.11.7. DETERMINACION DEL GRADO DE OLIGOMERIZACION POR UNION
COVALENTE

Para obtener informacion acerca del grado de oligomerizacion de las diferentes formas
de la proteina Ant, se incubd cada una de ellas con acido subérico disuelto en dimetil
sulfoxido, que da lugar a uniones covalentes entre lisinas que se encuentran a 11 A. La
reaccion se realizo en un volumen final de 20 pl siendo la concentracion de proteinas de 2,8
UM (Ant), 3,1 uM (Ant-142) y 1,8 uM (Ant-255). Las preparaciones se incubaron durante 30
min a 30°C en tampoén 50 mM Tris-HCI, 2 mM MgCl,, 1 mM DTT, 50 mM NacCl (pH 7,5),
con una concentracion final 0,5 mM de acido subérico. Las muestras se analizaron por SDS-

PAGE con un 15 % de acrilamida.

3.11.8. INTERACCION PROTEINA-PROTEINA

Para ver si la proteina Ant interaccionaba con Cro o con CI se incubaron mezclas de
dichas proteinas con acido subérico. La reaccion se llevo a cabo en las condiciones descritas
en el apartado anterior, siendo la concentracion de proteinas de 2,8 uM (Ant), 5,4 uM (Cro) y
2 uM (CD).

3.12. ANALISIS DE LA INTERACCION DE PROTEINAS CON
ACIDOS NUCLEICOS

La afinidad de las proteinas por ADN o ARN se midio por la variacion de la movilidad

del 4cido nucleico marcado cuando esta libre o cuando forma un complejo con ellas.

3.12.1. ENSAYO DE RETARDO DE ADN EN GEL

El ADN se marc6 en el extremo 5 como se describe en el apartado 3.7.4. Las proteinas
CI o Cro se afadieron a la reaccion simultdneamente con el ADN marcado y se incubaron
durante 30 min, a 30°C en tampon 50 mM Tris-HCI, 2 mM MgCl,, 0,1% Tritén X-100, 50
ng/ml BSA, 50 6 100 mM NacCl. Se afadio tampon de carga a la reaccidon y se procesaron las
muestras en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 5 % utilizando TAE como
electrolito y aplicando una diferencia de potencial de 100 V durante una hora a temperatura

ambiente. La deteccion de las bandas se realizo por exposicion a peliculas “Hyperfilm MP”".
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3.12.2. ENSAYO DE RETARDO DE ARN EN GEL

Los oligonucleotidos de ARN usados para los ensayos, obtenidos y purificados como
se describi6 en el apartado 3.10, se incubaron en tampon 50 mM Tris-HCI pH 7°5) 10 mM
Mg,Cl durante 3 minutos a 95 °C y se dejaron 1 minuto en hielo. El ARN marcado con [**P]
UTP se incubd con la proteina Ant en tampon 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 100 mM NacCl
(pH7’5) durante 30 min, a 30°C. Se afiadi6 tampon de carga a la reaccion y se procesaron las
muestras en un gel de Tris Glicina no desnaturalizante con un 12% de acrilamida. Las bandas

se detectaron por exposicion a peliculas “Hyperfilm MP”.

3.13. METODOS INMUNOLOGICOS

3.13.1. OBTENCION DE ANTICUERPOS

Los anticuerpos policlonales especificos frente a las proteinas Ant, Cro y CI se
obtuvieron por hiperinmunizacion de conejos con muestras de los antigenos purificados como

se describe en los apartados 3.11.1 y 3.11.4, respectivamente.

Los animales se inocularon por via intramuscular con 1 mg de proteina suspendida en
adyuvante incompleto de Freund en proporcién 1:1. La inyeccion se repitid al menos tres
veces con intervalos de dos semanas. La inmunizacidn se monitorizé por inmunoblot mediante
la deteccion de anticuerpos en sangre extraida de la oreja, hasta que se detectd un nivel
elevado de los mismos. Dos semanas después de la ultima inmunizacidn, los animales se
anestesiaron y se sangraron mediante puncion cardiaca. La sangre recogida se dejo a 37 °C
durante 2 horas y después toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente se elimin6 el coagulo

resultante con una centrifugacion a baja velocidad y se guardoé el suero en alicuotas a -20 °C.

3.13.2. DETECCION DE PROTEINAS POR INMUNOBLOT

La deteccion de proteinas con anticuerpos se llevo a cabo tras su separacion en un gel
de poliacrilamida en presencia de SDS y posterior transferencia a una membrana de PVDF
activada con metanol y lavada con agua destilada, utilizando un sistema “Mini Trans-Blot
Cell” (BioRad). La electrotransferencia se realizo en frio durante 1 hora a 75 V utilizando
tampdn de transferencia (25 mM Tris-HCI; 128 mM Glicina, 0,1% SDS, 20% metanol; pH

8,3). Se bloquearon los radicales libres que pudieran reaccionar inespecificamente con los
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anticuerpos, con una solucion de leche descremada al 3% en TBS (50 mM Tris-HCI, 140 mM
NaCl; pH 7,5). Tras este paso, la membrana se incubd con una dilucién 1:10.000 de los
anticuerpos especificos frente a la proteina (apartado anterior) en solucion de bloqueo al 1,5%.
Finalmente se incubd con IgG anti-conejo conjugada con peroxidasa de rabano diluida

(1:10.000) en solucion de bloqueo al 1,5%.

Para revelar la membrana se uso el kit “Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrate” siguiendo las instrucciones del fabricante. La deteccion se hizo en peliculas
Hyperfilm-HP.
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4.1. TRADUCCION DIFERENCIAL DEL GEN cro EN Escherichia coli Y

Lactobacillus casei

4.1.1. EN L. casei SOLO SE DETECTA LA FORMA CANONICA DE Cro

Al inicio del estudio del interruptor genético del fago A2 (Tesis Doctoral de Victor
Ladero) se descubridé que el gen cro, sobreexpresado en Escherichia coli, daba lugar a dos
polipéptidos. Ambos poseian extremos amino terminales idénticos, que se correspondian a lo
esperado de la traduccion del gen cro. Tras la espectrometria de masas, se determind que el
mayor, de 9.180 Da, tenia el tamafio esperado de la proteina Cro, mientras que el menor, de
7.887 Da, parecia ser el resultado de un procesamiento postraduccional del extremo C-
terminal, que eliminaba los tltimos 12 residuos. La posesion de ambas proteinas nos permitio
identificar los dominios funcionales de Cro, ya que las dos se unian especificamente al

segmento intergénico c/-cro, pero solo la mayor formaba dimeros (Ladero y col., 1999).

Posteriormente se descubrio (Tesis Doctoral de Isabel Rodriguez) que durante la
traduccidon que los genes correspondientes a las proteinas mayoritarias de la cabeza y de la
cola se generaban dos polipéptidos en cada caso, debido a que se producia un cambio a la
pauta -1 de parte de los ribosomas en puntos concretos de su ARNm (Garcia y col., 2004;
Rodriguez y col., 2005). Esto hizo que nos plantearamos la posibilidad de que eso mismo
fuera lo que pasaba durante la traduccion de cro. Al analizar su ARNm encontramos, en la
zona correspondiente a aquella en la que se habia postulado que ocurria el procesamiento de
Cro, una posible secuencia deslizante, el heptanucledtido U UUU UUU (pauta 0) y una
posible estructura secundaria adyacente y en posicion 3°, aunque la energia libre de esta ultima
era de tan solo -9 kcal/mol. El analisis por MALDI-TOF-TOF de los péptidos tripticos
derivados de la digestion de las dos formas de Cro reveld que los dos péptidos eran iguales
hasta el aminoécido 67 y que a partir de ahi diferian, de manera que el menor solo tenia dos

aminoacidos mas porque el tercer codon en la pauta -1 era de parada (Figura 8).
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CUL_ U UL ACA AAU AAC GUU CCC GAU AGA GAA CGA AAG GGG AUG ACG GUA TUGA
Co L F F T N N v P D E E E K G M T ¥V stop

Cro* F F % K stop

Figura 8.- Secuencia deslizante y region invertida adyacente identificadas en el ARNm correspondiente al gen

cro. Se presentan también las secuencias de aminoacidos que resultarian de su traduccién en las pautas 0 y -1.

En esta Tesis nos propusimos averiguar si el desplazamiento de pauta observado en F.
coli, ocurria también durante la infeccion del fago, ya que ello podria afectar a la decision de
seguir un ciclo litico o bien uno lisogénico; por ejemplo, la forma truncada de Cro podria
competir con el Cro canoénico por los operadores e influir sobre la expresion de los promotores

PL y PR.

Para ello nos planteamos, en primer lugar, detectar las proteinas derivadas de la
expresion de cro en cultivos infectados de L. casei, utilizando anticuerpos policlonales
generados frente a la mezcla de los dos polipéptidos. Sin embargo, el andlisis Western
realizado tras el SDS-PAGE de los extractos celulares solo detectaba la forma candnica de Cro
(Figura 9), al igual que ocurria tras la induccioén de cultivos de L. casei lisogénico para A2.
Esto sugeria que en condiciones fisioldgicas reales el desplazamiento a la pauta -1 no tenia
lugar o, si ocurria, la proporcion de ribosomas que la sufrian era tan pequefia que el

polipéptido no se detectaba en los geles.

Figura 9.- Inmunoblot frente a la proteina Cro de cultivos de L. casei, (calle 1), L. casei infectado con el fago A2
(calle 2) y L. casei lisdgeno para el fago A2 inducido con mitomicina C. Las células se recogieron después de 3

horas y se sometieron a SDS-PAGE en geles de Tris-Tricina (16 %).
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4.1.2. GENERACION DE UN PROFAGO EN EL QUE EL RETROCESO DE LOS
RIBOSOMAS ES GENETICAMENTE IMPOSIBLE

Para diferenciar entre las dos posibilidades enunciadas, llevamos a cabo un
experimento de mutagénesis in vitro en el que se cambio la secuencia deslizante U UUU UUU
(pauta 0), que codifica Phe-Phe, por U UUC UUU que seguiria codificando Phe-Phe en la
pauta 0, pero que pasaria a ser Phe-Leu en la -1. Asi eliminariamos la posibilidad de retroceso
del ribosoma sobre el ARNm y, con ella, la de generar la forma pequefa de Cro, ya que los

apareamientos codon anticodon en ambas pautas dejarian de ser equivalentes.

El experimento se inicié con la amplificacion de un segmento del genoma de A2 que
abarcaba desde 808 pb por delante de cro hasta 610 pb por detrds, usando los cebadores A2-21
y A2-22 (Tabla 4), que generan, respectivamente, los sitios de restriccion para HindIIl y
BamHI en los extremos del amplicoén. A continuacidn, se utilizo la técnica del ADN solapante
(seccidn 3.7.7 de Material y Métodos) para introducir la mutaciéon en el segmento, usando los
cebadores A2-23 y A2-24 (tabla 4). El amplicon resultante se ligd entre los sitios HindIIl y
BamHI del vector pUCI9E, dando lugar al plasmido pUCI19E-cro/ y se secuencio, para
confirmar que portaba la mutacion. El plasmido hibrido se introdujo en células
eletrocompetentes del L. casei lisdgeno para A2 y los transformantes se seleccionaron en
placas de MRS con eritromicina (2,5 pg/ml) (recuérdese que pUCI9E no se replica en L.
casei, por lo que los transformantes deberan tener el plasmido integrado en el ADN bacteriano

(Figura 10A).

Para comprobar este Gltimo extremo, se extrajo el ADN de las células ery' y se llevo a
cabo una PCR con los cebadores A2-25, que anilla con la secuencia contigua al sitio HindIII
en pUCI9E, y A2-26, que es complementario a la secuencia que se encuentra aguas abajo de
cro en el genoma de A2 (tabla 4). El amplicon resultante (Figura 9B) se secuencio de nuevo

para confirmar la presencia de la mutacidn introducida en el gen cro.
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Figura 10.- A) Esquema de las recombinaciones que tienen lugar en las células de L. casei 393-A2 para dar lugar
a un cultivo lisogénico con el profago mutado. El gen alterado aparece en azul, la mutacion se representa por una
estrella. Al final del proceso aparece integrada en el genoma bacteriano. En rosa se representan las secuencias de
A2. Se indican también los cebadores utilizados para comprobar que la primera recombinacion habia tenido
lugar. B) Amplicén resultante de la PCR utilizando los cebadores A-25 y A2-26, que demuestra que ha tenido
lugar la integracion de pUC19Ecro/ en el genoma de L. casei. C). Amplicon obtenido a partir de la PCR de los

revertientes ery” de L. casei, utilizando los cebadores A2-19 y A2-20, que flanquean el gen cro.

Los clones recombinantes se incubaron en MRS liquido sin antibidtico durante 3 dias a
30°C (con cambio diario de medio de cultivo) para facilitar una segunda recombinacién. El
objetivo era obtener una cepa de L. casei lisogeno, cuyo profago contuviera la mutacion
deseada en el gen cro y que hubiera perdido la secuencia correspondiente al vector pUC19E

(Figura 10A). Dichos clones se seleccionaron por reversion a sensibilidad a eritromicina. Para
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comprobar el genotipo se extrajo el ADN total de las colonias ery®, se amplifico cro usando los

oligonucleodtidos A2-19 y A2-20 (Figura 10C) y se secuenci6 el amplicon resultante.

A2-20
o Lo
> A
v
Genoma de L.casei
e ET11
lisogénico pr A
5677 bps

Amplificacion por PCR ‘
Digestion
— Ndel

crol \ BamHI

lacl pET11a-crol
5923 pbs

Ny - -
9l crof ‘BamHI

B)

116

662
45
35

25
18,4

14,4
< Crol

< Cro*

Figura 11.- A) Esquema de la clonacion del gen crol de A2 (que solo puede expresar el producto candnico) en el
vector pET11a para su sobre-expresion bajo el promotor P10 del fago T7 en E. coli BL21(DE3)/pLysS. B) SDS-
PAGE de cepa sobre expresando el gen crol (calle 2), cro silvestre (calle 3) y control negativo sin afiadir IPTG

(calle 4). .En la calle 1 Los patrones de peso molecular se indican en kDa.
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Este ultimo amplicdn se utilizo también para comprobar que el gen mutado no permitia
el cambio de los ribosomas a la pauta -1. El cebador A2-19 contiene un sitio Ndel que
coincide con el triplete de inicio de la traduccion de cro, mientras que A2-20 posee un sitio
BamHI localizado aguas debajo de cro, lo que nos facilité la clonacion del segmento en el
vector pET11a bajo la direccidon del promotor P10 del fago T7. La sobrexpresion del gen en E.
coli BL21 reveld que se producia un solo polipéptido, lo que contrasta con el gen silvestre, que

como se esperaba, daba lugar a dos (figura 11B).

4.13. LA MUTACION EN LA SECUENCIA DESLIZANTE DEL GEN cro ES
SILENCIOSA

Si el fago silvestre produce ambas formas de Cro seria esperable que la menor tuviera
algun efecto sobre la produccion de progenie viral, aunque su proporcion fuera tan pequeiia
que no se pudiera detectar con anticuerpos. Sin embargo, si en L. casei se genera solo el
producto resultante de la traduccién estandar de cro, no deberian encontrarse diferencias en el

comportamiento de los lisogenos que portaban los profagos silvestre y mutante.

Para determinar cual de las dos posibilidades era cierta, se incubaron ambas cepas en
medio MCM liquido y, una vez alcanzada la fase exponencial, se indujeron los profagos con
mitomicina C y se sacaron muestras periodicamente, en las que se determind la concentracion
de viriones viables por el método de la doble capa. En la tabla 5 se muestran los resultados
promedio de tres experimentos independientes. Como se puede observar, no parece haber
diferencias significativas entre los tamafios de progenie resultantes de la induccion de los dos
tipos de lisogenos. Estos datos, junto a la falta de deteccion de la forma de Cro resultante de su
traduccion en la pauta -1, indicarian que dicho desplazamiento de pauta no tiene lugar durante

el desarrollo intracelular del fago A2 en L. casei.

0h 4 h 6 h 8h
Liségeno silvestre 6x10° 7,2 x10° 52 x10° 8,1 x10°
Liségeno mutante 1x10° 4,2x10" 3,2 x10° 1,8 x10°

Tabla 5.- Concentraciones de fagos obtenidas a diferentes tiempos postinduccion de cepas lisogénicas de L.

casei, albergando el profago silvestre y el mutado en la secuencia deslizante del gen cro.
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4.2. ESTUDIO DE LA POSIBLE FUNCION CODIFICADA POR EL
GEN orf22 DEL FAGO A2

4.2.1. ANALISIS DE LA SECUENCIA DE orf22 Y COMPARACION CON LAS DE
OTRAS PROTEINAS

El gen orf22 esta situado adyacente a ¢/ y forma una unidad transcripcional con ¢l
(figura 6). Da lugar a Orf22, una proteina de 225 aminodcidos, que presenta tres partes
claramente diferenciadas (figura 12A). La primera estad constituida por dos dominios
transmembrana localizados entre los residuos 5-23 y 37-56 respectivamente (figura. 12B), la
segunda va desde el aminoécido 58 al 104 y se caracteriza por presentar una concentracion
inusualmente alta de serina (17 de 46 residuos), acidos aspartico-glutamico (12/46) y lisina-
arginina (5/46). Finalmente, tenemos la segunda mitad de la proteina, que es la unica que

presenta homologia con varias otras depositadas en las bases de datos (figura 12C).

A)
MKLLILIAFL GSLLLAAIFG TLSIVQRKDP RKLKRNLIIT ALSAVAFIAI FFWIGTYSGE
SNRSAASSSS SKLNRQRSKS SQEDDDSYGE SDSDDSDSEE SSSTEAFNAA DYNTGITYEQ
LARTPDDYKG KNITLTGKVI QVVEGDDEND LRVAVDGNYD NIVMVGYDPD IMNGSRILEN
DKITFYAESL GTTTYKSTMG GKITVPLALA KKIDDAGTAP DDYGD

B)
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Figura 12.- A) Secuencia de la proteina Orf22 del fago A2 con indicacién, en azul, de los aminoacidos
componentes de las regiones transmembrana y, en verde, de los correspondientes al segmento rico en serina y
residuos con carga. B) Probabilidad de presencia de segmentos transmembrana en la secuencia de Orf22. C)

Comparacion de las secuencias de Orf22 con las de Orf25 del fago Lmrl y TcdC de Clostridium difficile.

Sin embargo y en contraste con Ant, cuyo determinante estaba presente en todos los
fagos que infectan a bacterias del acido lactico, la homologia de Orf22 con otras proteinas se

limita a Orf25 del fago Lrm1, con la que presenta una identidad del 95%. Dicho fago se parece
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a A2 e infecta a cepas de Lactobacillus rhamnosus, una especie muy relacionada con L. casei,

el hospedador de A2.

Aparte de ésta, aparece otra proteina con homologia significativa a Orf22, la cual esta
limitada a su mitad C-terminal, desde los residuos 111-112 hasta 214-217: TcdC. Su
determinante aparece en el genoma de una cepa de Bacillus cereus y en el de todas las cepas
virulentas de Clostridium difficile, ya que forma parte de la agrupacion responsable de la
sintesis de las enterotoxinas A y B, dos determinantes de virulencia que median la colitis
pseudomembranosa que causa este microorganismo (Matamouros et al., 2006). El grado de
homologia de las mitades C-terminales de todas estas proteinas con la de Orf22 se sittia en
torno al 60%. La proteina TcdC presenta un dominio transmembrana en su extremo N-
terminal, de modo semejante a lo que ocurre con Orf22, siendo precisamente ésa su

localizacion en la célula (Govind y col, 2006).

4.2.2. SOBRE-EXPRESION DE orf22 EN Escherichia coli

La secuencia del gen se amplificd por PCR y se inserto en el vector pET11a bajo la
direcciéon del promotor P10 del fago T7. El plasmido resultante se introdujo en E. coli BL21
(DH3/pLysS) y se indujo la sintesis de la proteina Orf22. Dicha proteina didé lugar a cuerpos
de inclusion, posiblemente debido a la abundancia de secuencias hidrofobicas de sus dominios
transmembrana, a pesar de haber usado multiples estrategias de incubacion de los cultivos
(temperaturas entre 18 y 40°C, medios de cultivo complejos y sintéticos) de induccion de su
sintesis (concentraciones de IPTG entre 0,1 y 1 mM) y de solubilizaciéon de los conglomerados
de proteina (urea 7M, cloruro de guanidina SM). Este fracaso limit6 seriamente la posibilidad

de llevar a cabo estudios in vitro y de sintetizar anticuerpos contra ella.

4.2.3. EXPRESION EN TRANS DE orf22 EN L. casei Y EFECTO SOBRE LA
GENERACION DE PROGENIE VIRAL.

El gen se inserto en el vector pPNG8048E bajo el promotor Py;sa inducible por nisina y
se introdujo en L. casei nisRK?2, lisogeno para A2. A cultivos en fase exponencial de esta cepa

se les afiadié mitomicina C para inducir el ciclo litico del profago residente y /o nisina para
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estimular la produccién de Orf22. Se tomaron muestras a diferentes tiempos postinduccion y

se cuantifico la concentracion de fagos en los sobrenadantes de los cultivos (tabla 6).

A) 5 B)

150
100
754

pNG8048:0r/22 gg

4944 bps

204
15-

Figura 14.- A) Esquema del plasmido pNG8048:0rf22 y expresion de éste ultimo en L. casei.. El gen
amplificado por PCR a partir del ADN gendmico de A2 y digerido con los enzimas de restricciéon BspHI y Bgl 11
fue insertado utilizando los sitios Ncol y BamHI en el vector pNG8048E. B) Sobreproduccion de Orf22 en los
cultivos de L. casei nisRK2. Calle 1: Marcador de masas moleculares; calle 2: L. casei con pNG8048E; calle3: L.

casei pPNG8048:0rf22 inducido.

Los resultados obtenidos no permitieron evidenciar ninguna diferencia respecto a los
datos procedentes de la induccion de un liségeno sin el plasmido pNG8048:0rf22 o de uno con
el vector Unicamente. Tampoco se observé ningun efecto fenotipico tras estimular la sintesis

de Orf22 mediante la adicion de nisina a los cultivos.
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2h 4h 6h 15h
pNGS048E+MC 7x10° 4,9 x10" 6,3x10° 3,8x10"
pNG8048:0rf22+MC 8,8x10° 6,7x10" 7,3x10° 2,3x10°
PNG8048:0rf22+nis+MC 2,8x10" 5,8x10" 9,2x10° 4,9x10°

Tabla 6.- Generacion de progenie viral en cultivos de L. casei nisRK2 lisdgenos para A2 sin plasmidos, con el
vector pPNG8048E y con pNG8048:0r/22. La induccién de la sintesis de Orf22 se llevod a cabo con nisina (5

ng/ml) y la del ciclo litico con mitomicina C (1 pg/ml).

La imposibilidad de obtener la proteina en forma soluble, unida a la ausencia de efecto
de la sobreproduccion de la misma sobre la generacion de nuevos fagos, nos oblig6 a
interrumpir la investigacion sobre la funcidon que podria jugar Orf22 en los ciclos de desarrollo

del fago A2.

4.3. ANALISIS DE LA FUNCION REGULADORA DE Ant

43.1. COMPARACION DE LAS SECUENCIAS DE DIVERSOS GENES ant Y DE
LOS PRODUCTOS DEDUCIDOS DE ELLAS

La pauta abierta de lectura del fago A2 que denominamos ant codifica para un
polipéptido de 160 aminoacidos con un peso molecular estimado del7.844 Da. Su codon de
inicio solapa con el de parada de cro en la secuencia ATGA, lo que sugiere una traduccidon
acoplada. La proteina que se deduce a partir de su secuencia muestra homologia con Orfs de
muchos otros bacteriofagos atemperados que infectan bacterias Gram positivas (figura 15),
estando sus determinantes localizados en posiciones similares de sus respectivos genomas. Por
ello, postulamos que Ant podria ejercer una funcion reguladora, modulando la actividad del
represor del ciclo litico, Cro, de bacteriofagos atemperados. En apoyo de esta hipotesis esta el
hecho de que Ant de A2 (y de todos los demas fagos) presenta similitud con los productos de
los genes de la familia bro de baculovirus, los cuales presentan un dominio de union a acidos

nucleicos.
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Ant-A2 MNELQHFDFKGRQVRTVVVDNEPMFVGKDIAEVLGYSKPANAVNKYVPDK
P28-77 MQALQTFNFKELPVRTVEIENEPYFVGKDIAEILGYARSNNAIRNHVDSE
Gp27-LV-1 MKDLQIFNFRGLDVRTVLIDGEPYFVGKDVADVLGYKKPENAVANHVDEE
Orf23-AT3 MNELQLFQFEDNQIRTVSSNGIIWFSAPDVTNALKLTNTTVALKS-LDG-
Gp36-A006 MSNLQIFNFEGNEVRTVFIENEPHFIGKDVAKVLGYSNSRDALKRHVFLK
kR ok ok i H o, Ko, ¥ .. *
Ant-A2 FKGVTKLMTPGGK--QDFVVIAEPGLYKLVF---K-SD---M-PNADEFT
P28-77 DKLTHQFSASGQON--RNMITINESGLYSLIFDASKQSKNEKIRETARKFK
Gp27-LV-1 DKTTTLIQGTGSNYKSKTVIVNESGLYSLIL---S-SK---L-PTAKKFK
Orf23-AT3 DE-VTKFNLGGLS--GETNFISEPGLYKLIG---A-SR---K-PAAKRFN
Gp36-A006 NKGVVKHDSLGGS - -QNLTAINEAGLYQLIF---K-SK---L-ESAERFQ
. * . ok kkk k. * * *
Ant-A2 DWVAEKVLPSIRKHGAYMTPETIEKAIYNPDFIINLATQLKDEQAKTAEL
P28-77 RWVTSDVLPAIRKHGIYATDNVIEQTLKDPDYIITVLTEYKKEKEQNLLL
Gp27-LV-1 HWVTSEVLPAIRKHGAYMTDEKAFDVVNNKSGLADLLQQAAD-QLKQKDI
Orf23-AT3 RWVTHEVLPSIRKHGAYMTPETIEKAIYNPDFIINLATQLKDEQAKTAAL
Gp36-A006 DWVTSEVLPSVRKHGAYMTNDTIEKAITDPDFLIRLATNLKEEKTKRIEA
kk o kkk..kkkk x K . e . . . ..
Ant-A2 TADNETMKPKALFADAVATS*TTILVGDLAKVIKQNGVDIGAKRLFAWLR
P28-77 QQQVEVNKPKVLFADSVAGSDNSILVGELAKILKQONGVDIGQONRLFKWLR
Gp27-LV-1 QIA-E-MKPKALFADSVATSNSTILVGELAKILRGNGIEIGQONRLFDWLR
Orf23-AT3 TADNETMKPKALFADAVATSHTTILVGDLAKVLKQONGVDIGAKRLFAWLR
Gp36-A006 EQRLEIQKPKVMFAEAVSDARGTILIRDLAKLIQONGIDIGEKRLFEWMR
* ***.:**::*: . :**: :***::: **::** :*** *:*
Ant-A2 EQGYLIKRIGADYNSPTQRAMELGLFEVKETAISHSDGHVTVQKTPKVTG
P28-77 NNGYLIKKSGESYNLPTQKSMDLKILDIKKRIINNPDGSSKVSRTPKVTG
Gp27-LV-1 KNGYLISKKGSSYNLPTQKSMNLGLFKIKETTINHSNGSVSISKTAKVTG
Orf23-AT3 EQGYLIKRIGADYNSPTQRAMELGLFEVKETAISHSDGHVTVQKTPKVTG
Gp36-A006 QRGYLISRKGTDYNRPTQKSMELGLFKIKETAIIRSSGAQTAI -TAKVTG
Sokkkk . Kk kk kkk..k.k .. 2k * . X *  kkkk
Ant-A2 KGQQYFINKFLQK---------- BA---------- v
P28-77 KGQQYFVNKFLG--------- EKQT---------- S
Gp27-LV-1 KGOQYFINKFLNCMSHIYGSGEKVAVAFVDEADEIK
Orf23-AT3 KGQQYFINKFLQK---------- GMT--------- A%
Gp36-A006 KGQLYFVNKFLEQ---------- SLK-------- TI

skoksk skoklskeskoskok

Figura 15.- Alineamiento de la secuencia de aminodcidos codificada por el gen ant de A2 y la regioén
inmediatamente posterior al codén de terminacion (flecha verde vertical) hasta la siguiente sefial de parada, con
la de antirrepresores de otros bacteriofagos (AT3, A006, @77, y Lvl infectan a Lactobacillus casei, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus 'y Lactobacillus jensenii respectivamente). Los aminoacidos

correspondientes a los dominios Bro y Ant se representan en rojo y azul, respectivamente
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No obstante, Ant de A2 es mucho mas corta que sus homologos (figura 15). Cuando se
analiza su secuencia nucleotidica se puede deducir que presenta un codon de terminacion
prematuro porque la secuencia aminoacidica que resultaria de la traduccidn tras dicho codon
de terminacidn sigue siendo semejante a Ant de los otros fagos de bacterias lacticas. Ello
sugiere que A2 derivaria de un virus ancestral con una proteina Ant de 255 aminoacidos y que
la mutacidn puntual que determind el acortamiento de su secuencia, ha ocurrido recientemente
(ver figura 12). Por tanto, el estudio del papel de Ant de A2 es interesante por dos razones: a)
Para conocer el papel de estas proteinas, dada su distribucion en los fagos atemperados de
bacterias lacticas y b) para saber si la delecion del tercio C-terminal de Ant de A2 respecto a

las proteinas homdlogas de otros fagos, afecta al desarrollo de este virus.

4.3.2. EFECTO DE LA SOBREXPRESION DE ant SOBRE LA GENERACION DE
PROGENIE VIRAL

4.3.2.1. En cultivos de Lactobacillus casei sensibles al fago A2

Para investigar cual podria ser el papel de Ant durante el desarrollo intracelular de A2
nos planteamos conseguir la expresion regulada del gen mediante la utilizacion del sistema

NICE adaptado a Lactobacillus casei ATCC 393 (Martin, 2004).

Para ello, a partir de la secuencia de ADN del bacteriéfago A2 se amplifico por PCR
un fragmento correspondiente al gen ant y se clond, en el vector pNG8048E, bajo el promotor
P,is4, inducible por nisina (Kuipers y col, 1995). Asi se obtuvo el plasmido pNG8048:ant
(figura 16) con el que se electroporaron células de L. casei nisRK, un derivado de L. casei
ATCC 393 que lleva incorporado el sistema de dos componentes nisRK en el locus attB, a
través del cual se integra el profago A2 en el genoma bacteriano. Dicho sistema detecta la
nisina en el medio de cultivo mediante la activacion de una histidin quinasa de membrana
(NisK) que fosforila a un regulador citoplasmatico (NisR) que, a su vez, se une al promotor

P54, iInduciendo su expresion en un proceso dependiente de la dosis del antibiotico aplicada.
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Figura 16.- A) Esquema de la clonacién del gen ant en el vector pNG8048E y de la sobreexpresion resultante

tras la adicion de nisina a los cultivos de L. casei conteniendo el sistema NICE. B) Gel de agarosa mostrando la

digestion de pNG8048:ant con Ndel-BamHI.

Una vez obtenida la cepa de L. casei pNG4048:ant, se trataron cultivos en fase
exponencial con diferentes concentraciones de nisina (entre 1 y 50 ng/ml) para determinar
aquella a la que la induccion de la produccion de Ant fuese maxima, sin comprometer la

viabilidad de los cultivos tratados con el lantibiotico. Se determind que la concentracion

optima de bacteriocina eran 5 ng/ml (Figura 17).
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- -m — Ant

Figura 17 .- Induccidn de la sintesis de Ant en células de L. casei pNG8048:ant por concentraciones crecientes
de nisina. A los cultivos en fase exponencial (Agyy = 0,2) (calle 1) se les afiadid nisina para conseguir
concentraciones finales de 0, 1, 5, 10, 25 y 50 ng/ml (lineas 2 a 7), se incubaron durante una hora, se lisaron, se
separaron sus proteinas por SDS-PAGE y se puso de manifiesto la presencia de Ant con anticuerpos especificos.

En la calle 8 se cargd la proteina Ant pura.

Una vez determinada la concentracion de la bacteriocina que inducia éptimamente la
expresion de ant, se llevd a cabo el experimento de infeccion de L. casei pNG8048:ant con el
fago A2, que se afladio a cultivos exponenciales a una multiplicidad de infeccion de 0,1.
Tomamos muestras a partir de ese momento y cuantificamos las placas de lisis generadas para

conocer la cinética de produccion de nuevos viriones (Tabla 7).

0h 4h 5h 8h 15h
L. casei sin plasmido | 3x10” | 2,.8x10" | 1,2x10" | 2.8x10° | 1.1x10"
pNG8048E 7x10* | 2.6x10" | 5x10° | 1.4x10°| 2x10°

pNG8048:ant 1,2x10° | 1.5x10* | 2x10* | 1.8x10° | 3,5x10°
pPNG8048E +nis | 6.5x10” | 1.4x10* | 1x10* | 3.8x10° | 1,5x10"
pNG8048:ant + nis | 7,5x10° | 2.1x10* | 5x10° | 1.2x10° | 1.3x10®

Tabla 7: Rendimiento de la infeccion (placas de lisis/ml) de cultivos de L. casei ATCC 393, la misma cepa con
el vector vacio (pNG8048E) y su derivado con el gen ant bajo la direccion del promotor P,;, en ausencia y

presencia de nisina (5 ng/ml).

De los datos podemos deducir que a las 4 h se ha producido ya un ciclo de propagacion
del fago, que va seguido de la internalizacién de parte de esa progenie a las 5 h y de una
segunda explosion a las 8 h de incubacion. Por tanto, el periodo de latencia del fago es de

entre 3 y 4 h. No se aprecian diferencias notables entre los valores obtenidos en cada caso,

56



Resultados

hasta las 8 h de incubacion; esto nos indica que la sintesis basal de Ant, e incluso su
sobreexpresion por efecto de la nisina, no parecen influir sobre el ciclo litico/lisogénico que
seguiran las células infectadas. Sin embargo, a las 15 h post-infeccion se detectan cambios
drésticos entre los diferentes cultivos. En primer lugar, queda patente una disminucion de la
concentracion viral debida, probablemente, a la inactivacion de los viriones por adsorcion a
restos celulares u otras causas (muy evidente en los valores de los cultivos que no tenian
plasmido o que portaban el vector sin ant, tanto en presencia como en ausencia de nisina). Por
otro lado, queda también patente que los cultivos con el gen ant clonado en pNG8048
experimentan un incremento en la produccién de fagos de unas 10" y10* veces respecto a sus

controles respectivos, segiin se hubiera omitido o no el tratamiento del cultivo con nisina.

4.3.2.2.  En cultives de Lactobacillus casei lisogénicos para el fago A2

Previamente a realizar este experimento tuvimos que generar la cepa lisogénica de L.
casei que portara los genes nisR y nisK. La razén es que en la cepa usada en los experimentos
anteriores, dichos genes estan integrados en el sitio a#tB sobre el que recombina el DNA del
fago A2 para formar el liségeno, lo cual eliminaba la posibilidad de construirlo a partir de dicha
cepa. Asi pues, partimos de L. casei ATCC 393, que se transformo con el plasmido pMECI0.
Este vector es un derivado de pUC19 que no replica en Lactobacillus pero que porta un gen de
resistencia a eritromicina, la secuencia int-attP del fago mv4 y los genes nisR-nisK bajo el
control del promotor nisR (Pavan y col, 2000). Los transformantes se seleccionaron por
resistencia a eritromicina y lincomicina y se comprob6 que poseian el plasmido integrado en el

*). A continuacion se infectaron con el fago A2 y

sitio artB para el fago mv4 (un gen de RNA;
se seleccionaron lisogenos en base a su resistencia a la infeccion por dicho fago y a su
inducibilidad con mitomicina C, que generaba viriones activos sobre L. casei ATCC393. Dichos
lisbgenos, como era de esperar, presentaban el profago integrado en su sitio a#tB (un gen de
RNA{®). Como ultimo paso, estas cepas se transformaron con los vectores pNG8048E y

pNG8048:ant.
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Para realizar los experimentos de induccion del ciclo litico partimos de cultivos en fase
de crecimiento exponencial a los que afiadimos nisina (5 ng/ml) para inducir la sintesis de Ant,
una vez alcanzada una DOsoo = 0,1. Se prosigui6 la incubacidn media hora mas, transcurrida la
cual afiadimos mitomicina C (1 pg/ml) y, al igual que en los experimentos de infeccion,
tomamos muestras partir de ese momento para evaluar la generacion de progenie fagica. Los

resultados se recogen en la tabla 7.

0Oh 4h 6h 8h 15h
L. casei lisogeno A2 6x10* | 4,1x10" | 1,3x10" | 2,8x10" | 4,1x10°
pNG8048E 2,9x10" [ 2x10" | 7x10* | 8x10* | 1,8x10°
pNG8048:ant 3x10* | 1,2x10% [ 6x10* | 4x10* | 1x10°
pNGS8048E + nis 3,2x10% | 2,4x10* | 7x10* | 3x10" |2,1x10"
pNG8048:ant + nis 4x10* | 1,8x10% | 1x10* | 5x10* | 3x10°
L. casei lisbgeno A2 + MC | 1,2x10" | 3,1x10" | 2,2x10° | 2,2x10° | 3x10°
pNG8048E + MC 3,6x10% [ 2,2x10* | 2x10° | 1,8x10° | 4,3x10"
pNG8048:ant + MC | 3,8x10* | 1x10* |2,6x10° | 2x10° | 5,2x10°
pNG8048E + nis + MC | 2,8x10" | 1,1x10° | 2,6x10° | 7,6x10° | 9x10*
pNG8048:ant + nis + MC | 2x10* | 2x10° | 1x10™ | 1,2x10° | 3,8x0°

Tabla 8. Concentraciones de fagos (ufp/ml) obtenidas a diferentes tiempos de cultivos de L. casei nisRK,
lisogénicas para el fago A2 sin plasmidos, con el vector pPNG8048E y con el mismo vector conteniendo el gen
ant, tras afiadir nisina (para inducir la sobreexpresion de dicho gen), mitomicina C (para inducir el ciclo litico del

profago) o ambas. El tiempo 0 es el de adicién de la mitomicina C.

De los datos obtenidos se desprende que ni el gen ant plasmidico, ni la adicion de
nisina a los cultivos, ni ambas circunstancias a la vez, inducen el ciclo litico de los profagos
residentes en el genoma de L. casei, ya que no se observan cambios significativos en las
progenies virales resultantes de dichos tratamientos, con respecto a los obtenidos a partir de

los cultivos sin vector o con pNG8048E.
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En los cultivos inducidos con mitomicina C observamos, en primer lugar, que la
progenie viral se libera en torno a las 4 h de tratamiento, es decir que la fase de latencia es
algo mas larga que la que se obtiene tras la infeccion de las células sensibles. En segundo
lugar, queda patente que los cultivos que albergan el gen ant en trans generan una progenie
mucho més abundante que los lisdgenos sin el pldsmido o conteniendo unicamente el vector
pNG8048E. Asi, en esos ultimos casos los incrementos obtenidos son de aproximadamente
10% ufp/ml sobre los valores caracteristicos de la induccién espontinea, mientras que en el
caso de cultivos con el gen ant ascienden a 10° 0 a 10°, segin que el cultivo no/si hubiera sido

tratado con nisina para inducir su sobreexpresion.

En la figura 15 se presentan fotos de la apariencia de los cultivos de L. casei
nisRK::pNG8048:ant, lisogeno de A2, a las 15 h de incubacion sin tratamiento, tras induccion
del ciclo litico de A2 con mitomicina C y tras activacion de la sobreexpresion de ant con
nisina, previa al tratamiento con mitomicina C, que corroboran los datos presentados en la

tabla 8.

Figura 18 .- Cultivos de L. casei::pNG8048:ant, lisdgeno de A2, a las 15 h de incubacion a 30°C (tubos 1), tras
induccion con mitomicina C durante la fase exponencial (tubos 2) y tratados con nisina para inducir la
sobreexpresion de ant media hora antes de la adicién de mitomicina C (tubos 3). La foto 1 muestra los cultivos

recién sacados del incubador; la foto 2, después de haberlos agitado.

Por ello, tanto los experimentos de infeccion como los de induccion del ciclo litico
parecen indicar que Ant no tiene capacidad para desencadenarlo por si misma, pero, una vez
que éste se ha puesto en marcha, induce un incremento muy significativo en la progenie viral

que se obtiene.
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4.3.3. EXPRESION DE ¢/, cro Y ant DURANTE EL CICLO LIiTICO

Una vez visto el efecto de Ant promoviendo el incremento del nimero de viriones que
se obtienen tanto tras la infeccion de cultivos sensibles como tras la induccion de cepas
lisogénicas, nos planteamos estudiar el mecanismo molecular por el que se obtenia este

cambio fenotipico.

En un principio, dado que Ant por si sola no induce el ciclo litico de los profagos
residentes en los cultivos lisogénicos, nos planteamos que su papel podria ser coadyuvar a la
neutralizacién de CI por RecA una vez se ha inducido el ciclo litico o bien, cooperar con Cro
en la promocion de la entrada y mantenimiento de los profagos en él. Por ello, el primer
experimento que llevamos a cabo fue determinar la evolucion de las concentraciones relativas

de las proteinas CI, Cro y Ant durante el periodo critico de paso del ciclo lisogénico al litico.

W‘

o . ”-‘ — Ant

=Clu

- Cro

Figura 19.- Sintesis de Cro y de Ant y aparicion de Clg, resultante de la protedlisis de CI, en cultivos de L. casei
lisogeno para el fago A2, inducidos con mitomicina C. La deteccion de las proteinas se llevd a cabo por reaccion
tipo western con anticuerpos especificos para cada proteina. Calle 1: cultivos sin inducir; calles 2 a 6: muestras

tomadas 30, 60, 90, 120 y 180 minutos postinduccion, respectivamente.

Para ello, recogimos muestras de cultivos de L. casei lisdgeno de A2, antes y a
distintos tiempos postinduccion con mitomicina C para, posteriormente, realizar ensayos tipo
western, utilizando anticuerpos especificos para cada una de las proteinas (figura 19). Pudimos
apreciar que las proteinas Cro y Ant se empiezan a expresar a los 90 minutos postinduccion y

que se produce un aumento considerable de Clg, resultante de la proteolisis de CIL.
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Para ver si el incremento de la dosis génica de ant tendria algin efecto sobre la
expresion de cro y/o la degradacion de CI, se compararon los datos obtenidos a partir de
cultivos lisdgenicos inducidos, conteniendo pNG8048E y pNG8048:ant (figura 20). En primer
lugar, se observa que la presencia de ant plasmidica se traduce en una gran concentraciéon de
su producto, Ant, incluso antes de la induccion de los cultivos (calle 6) probablemente debido
a que el plamido vector es multicopia y a que el promotor Ppisa es rezumante (Kuipers y col,
1995). Sin embargo, esto no modifica el momento de aparicién de Cro ni su concentracion y

tampoco influye en la cinética de formacion de Clg, es decir, de degradacion de CI.

W’

Tiempo

pPNG8048E pNG8048ant
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 20.- Efecto de la sobreexpresion de ant sobre la sintesis de Cro y la generacion del fragmento Cly,
procedente de CI, en cultivos de L. casei lisogéno para A2, inducidos con mitomicina C y revelados con
anticuerpos especificos, tras transferencia tipo western. Calles 1 y 6: cultivos sin inducir; calles2y 7,3y 8,4 y9,

5y 10: cultivos tomados a 30, 60, 90 y 120 min postinduccion respectivamente.

43.4. PURIFICACION DE Ant Y DE Ant-142 Y DETERMINACION DE SU
ESTRUCTURA FUNCIONAL

El gen ant se clono en el vector de sobre-expresion pET3a, bajo el promotor P10 del
bacteriofago T7. Se obtuvo asi el plasmido pET3ant con el que se electroporaron células de E.
coli. A los transformantes, en fase de crecimiento exponencial, se les afladio IPTG para sobre-
expresar ant. Los cultivos se lisaron con ultrasonidos y la proteina se purifico pasando
sucesivamente el extracto clarificado por una columna de intercambio cationico y una de

heparina, tal como se indica en Material y Métodos (figura 22, calle 1).
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Figura 21.- Esquema de la clonacion y expresion del gen ant en el vector pET3a.

En esa misma calle puede observarse una segunda banda, algo mas pequefia que Ant,
que co-purificaba con ella, lo que sugeria que podia ser un producto de su procesamiento. Para
comprobarlo, se sometid la banda a protedlisis con tripsina y los péptidos resultantes se
identificaron por espectrometria de masas. Se comprob¢ asi que la proteina se correspondia
con una forma truncada de Ant a la que le faltaban los tltimos 18 aminodcidos, razon por la

que se le denomind Ant-142.
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Figura 22.- SDS-PAGE de las proteinas Ant y Ant-142 (calle 1) purificadas como se indica en Material y
Meétodos. En la calle 2 se muestran los marcadores de masa molecular, cuyos tamafios se indican a la derecha en

kDa.

Para obtener informacion acerca del grado de oligomerizacion de las proteinas Ant y
Ant-142 purificadas, que pudiera darnos pistas sobre su estructura funcional intracelular, se
llevd a cabo un experimento de ligacion con acido subérico (actua como puente de unidn entre

residuos de lisina de polipéptidos adyacentes) (Tsudo y col., 1987).

Los productos de las reacciones se analizaron por SDS-PAGE (figura 23). Se observo
que ambas proteinas forman mayoritariamente dimeros en solucidén, que aparecen sefialados
como complejos A, y A-142,. Asumimos que también se formara el producto hibrido, que
migraria entre las bandas homodiméricas, aunque no pudimos ponerlo bien de manifiesto,
dada la proximidad de estas en el gel. Por encima de los dimeros aparecen bandas poco
marcadas que podrian corresponder con trimeros y tetrameros. Finalmente, el hecho de que
observemos dimeros de Ant-142 nos indica que dominio carboxilo terminal de Ant no es

esencial para la interaccion entre los mondémeros.
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Figura 23.- Determinacion del grado de oligomerizacion de Ant en solucidén. Se incubaron 4 pg de Ant pura
(conteniendo Ant-142) en tampon (calle 1) y de concentraciones crecientes de acido subérico (0,025, 0,05, 0,1,
0,2 y 0,5 mM concentracion final; calles 2 a 6). Las muestras se resolvieron en un gel del 15 % SDS-PAGE. En la
calle 7 se muestran los marcadores de masa molecular, cuyos tamafios se indican a la derecha en kDa. A y A-142:

mondémeros de Ant y Ant-142 respectivamente; A, y A-142,: los dimeros correspondientes.

4.3.5. INTERACCION DE Ant CON PROTEINAS IMPLICADAS EN LA DECISION
LISIS-LISOGENIA

4.3.5.1.  Ant no forma complejos con CI

La proteina CI se sobre-expreso en E. coli BL21/pLys a partir de un plasmido que lleva
gen ¢l clonado en el vector pET11a bajo la influencia del promotor P10 del fago T7 y se
purificé tal y como se describe en Garcia y col (1999). Ant y CI se incubaron en presencia de
acido subérico y posteriormente la reaccion se resolvido en un gel del 15% SDS-PAGE de
forma similar a como se procedié en el apartado anterior (figura 24A). Como se aprecia en la
calle 1, CI migra como un polipéptido de aproximadamente 28.000 Da en condiciones
desnaturalizantes. En las calles 7-9 del gel, en las que se presentan muestras con concentracion
fija de Ant y crecientes de CI, se observa que ambas proteinas forman homodimeros (véanse

las calles 2 y 5) pero no aparecen heterodimeros.
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Complementariamente, se llevd a cabo la deteccion de Ant tras una transferencia tipo
Western (figura 24B). Se puede observar que los anticuerpos detectan las mismas bandas en la
calle 5 que contiene solo Ant tratada con 4cido subérico, que en las 6-8, en que también estaba

presente CI; es decir, no aparecen bandas indicativas de la formacion de heterooligdmeros.

A B
/I - /I CI = /I - /| CI
-+ o+ Ant + = = - + + + + Ant
= = =N
ARG a,.
cr |1 il P =
A Az-y
Ch____h | 'uuug,,_.ﬂ
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2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 24.- Analisis de la posible interaccion entre Ant y CI. A) SDS-PAGE de las proteinas; calle 1: 2 pg de
Ant y de CI; calles 2 y 6: Ant incubada con acido subérico 0,5 mM durante 15 min a 37°C; calles 3-5: 1,2y 4 ug
de CI tratada con acido subérico; calles 7-9: mezcla de Ant (2 pg) y CI (1, 2 y 4 pg) en presencia de acido
subérico; calle 10: patrones de masa molecular. CI;, A;, Cl, y A, indican respectivamente los mondmeros y
dimeros de CI y Ant. B) Hibridacion de Ant con anticuerpos especificos tras transferencia tipo Western; calle 1: 2
png de Ant; calles 2-4: 1, 2 y 4 pg de CI tratada con acido subérico; calle 5: Ant incubada con acido subérico;
calles 6-8: mezcla de Ant (2 pg) y CI (1, 2 y 4 ng) en presencia de acido subérico.

4.3.5.2. Ant interacciona con Cro

La proteina Cro se purifico, tras la sobre-expresion del gen cro insertado en el vector

pET11a, siguiendo el método publicado por Ladero y col (1999).

Cuando incubamos Cro con Ant en presencia de acido subérico, observamos la

aparicion de una banda que migraba a la altura de un heterodimero (figura 25A, calle 5).

Este dato se confirm¢ tras una transferencia tipo Western y revelado de Ant con

anticuerpos (figura 25B, calle 4). El analisis por MALDI-TOF de esta banda demostré que en

ella estan presentes Ant y Cro.
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Figura 25.- Analisis de la interaccion Ant-Cro. A) SDS-PAGE teflido con azul de coomassie. Calles 1 y 2: 2 pg
de Ant incubada sin y con 4acido subérico respectivamente; calles 3 y 4: 1 ug de Cro sin tratar y con 4cido
subérico; calle 5: mezcla de ambas proteinas en presencia de acido subérico. B) Analisis por Western Blot de la
interaccion Ant-Cro revelada con anticuerpos anti Ant. Calle 1: 1 pg de Cro; calle 2: 2 ng de Ant; calle 3: Ant
incubada con acido subérico; calle 4: mezcla de Ant y Cro en presencia de acido subérico.Al: Ant; A2: dimero de

Ant; AC: heterodimero.

4.3.6. INTERACCION DE Ant CON LA REGION INTERGENICA cl-cro Y
COMPETENCIA CON LOS REPRESORES CI Y Cro

4.3.6.1. Interaccion de Ant con la region intergénica cI-cro

Esta region contiene los dos promotores divergentes y los operadores de A2 que actian como
interruptor, gobernando la entrada del fago en un ciclo litico o bien en uno lisogénico. Para ver
si el aumento de la progenie viral que se obtenia tras la sobre-expresion de Ant estaba
relacionado con su posible competicion con Cro o CI por los operadores, este fragmento, de
183 pb, se marcéd radiactivamente, se incubd con concentraciones crecientes de Ant y la

posible interaccion se detectd por retardo en gel (EMSA) (figura 26).
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Se encontrd que Ant puede unirse a la region intergénica, aunque con poca afinidad, ya que la

formacion de complejos solo tiene lugar a concentraciones elevadas de la proteina.

o [—— Ant

L

1 2 3 4 5
Figura 26. Determinacion de la capacidad de unidon entre Ant y el segmento intergénico cl-cro. El ADN,

marcado con **P (calle 1), se incub6 con concentraciones decrecientes de Ant (800, 400, 200 y 100 nM, calles 2-

5) durante 30 minutos a 30°C. Los complejos se resolvieron en un gel de poliacrilamida al 5 %.

4.3.6.2. Competicion de Ant con CI por el segmento intergénico

En ensayos previos se habia observado que CI se unia de forma especifica a la region
intergénica, generando dos bandas con movilidad electroforética retardada, los complejos I y
IT (Garcia y col., 1999). El complejo I se forma preferentemente a concentraciones bajas de la
proteina (figura 27A, calle 2), mientras que a concentraciones altas se empieza a detectar el
complejo II (figura 27B, calle 2). Se incubo Ant en presencia de CI para ver si era capaz de
desplazar al represor del ADN vy asi favorecer la transcripcion desde el promotor Pg. La co-
incubacion de CI con Ant revela que a las concentraciones de la segunda que inducian retardo
en el experimento anterior, aparecen nuevas bandas de menor movilidad (figura 27A y 27B,
calles 3 y 4) que solo pueden explicarse asumiendo que ambas proteinas coexisten sobre el
segmento de ADN. Obsérvese que en el gel A desaparece el complejo I, mientras que en el gel
B, calle 3, se observa una banda que migra menos que el complejo II. Igualmente, en la calle 4
del gel B, aparece una banda intermedia entre los complejos I y 11, que seria precisamente la
resultante de agregar la proteina Ant al complejo I, lo que sugiere, de nuevo, que Ant se ha

incorporado al mismo.
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Figura 27.- Interaccién de Ant y CI con el segmento intergénico cl-cro. El fragmento de ADN, marcado con **P
(calles 1), se incubo con concentraciones constantes de CI (1,5 nM en el panel A y 12 nM en el B, calles 2) y
decrecientes de Ant (800, 400, 200 y 100 nM, calles 3 a 6) durante 30 minutos a 30°C. Los complejos se

resolvieron en un gel de poliacrilamida del 5 %.

4.3.6.3. Competicion con Cro

Al igual que en el caso de CI, la unién de Cro a la region intergénica origina dos
complejos con movilidad electroforética retardada (Ladero y col., 1999), apareciendo el
complejo I a concentraciones bajas de la proteina (Fig. 28A; calle 2), mientras que el II se
forma preferentemente a concentraciones mayores (Fig 28B; calle 2). La adicion de Ant a la
reaccion provoca la paulatina desaparicion de los complejos I (figura. 28A, calles 3 y 4) y 11
(figura 28B, calle 3) y la aparicion de bandas con menor movilidad, sugiriendo que Ant se

incorpora al ADN y coexiste con Cro sobre él.

La unién de Ant al ADN es especifica para el segmento intergénico, ya que ensayos
realizados con otros fragmentos de ADN no dieron lugar a la aparicién de complejos de menor

movilidad electroforética en experimentos de retardo en gel (datos no mostrados).
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Figura 28.- Interaccion de Ant con el complejo Cro-segmento intergénico cl-cro. El fragmento de ADN,
marcado con P (calles 1), se incub6 con concentraciones constantes de Cro (1,5 nM en el panel A y 12 nM en el
B, calles 2) y decrecientes de Ant (800, 400, 200 y 100 nM, calles 3 a 6) durante 30 minutos a 30°C. Los

complejos se resolvieron en un gel de poliacrilamida del 5 %.

4.3.7. INTERACCION DE ANT CON LOS ARNm DE ¢/ Y DE cro

En experimentos anteriores vimos que Ant muestra baja, aunque significativa
especificidad por la region intergénica y que co-existe en el ADN con Cro y CI. Por ello,
hipotetizamos que quizas podria interaccionar con los ARNm de uno o ambos genes. Para ello,
sintetizamos los segmentos 5’ terminales de 51 y 59 nucledtidos de los transcritos de cro y de
cl respectivamente, los incubamos con concentraciones crecientes de Ant y determinamos si
ello provocaba un retardo en la migracion en gel de los acidos nucleicos. En la figura 14
podemos apreciar que Ant se une al ARNm de cro a partir de una concentracion 6-12 nM,
mientras que los primeros indicios de retardo del ARNm de ¢/ aparecen tras incubacion con, al
menos, 100 nM de la proteina. Podemos deducir, por tanto, que Ant tiene mayor afinidad por

el ARNm de cro que por el de cl.
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Figura 29.- Interaccion de Ant con los ARN mensajeros de cro (calles 2 a 10) y de ¢/ (calles 12 a 19) con
cantidades decrecientes de Ant (800, 400, 200, 100, 50, 25, 12, 6 y 3 nM). En las calles 1 y 11 se muestran los
ARN,, libres de cro y cl respectivamente.

Para determinar cudl era la region del ARNm reconocida por Ant, sintetizamos varios
polinucledtidos con longitudes comprendidas entre 35 y 67 residuos (el ARNm de cro tiene un
extremo 5’ no traducible de 32 nucledtidos, es decir el polinucledtido de menor longitud
unicamente poseia el codon de inicio AUG de la proteina Cro). Con ellos, realizamos
experimentos de retardo en gel, en todos los cuales observamos la aparicion de complejos con
movilidad reducida; en la figura 15 se muestran los resultados obtenidos con los fragmentos de
35 y 67 nucledtidos a modo de ejemplo. Sin embargo, no fuimos capaces de ver union de Ant
a un oligonucledtido que comprendia solo los primeros 24 residuos del ARNm (datos no
mostrados). Podemos deducir, por tanto, que Ant se une al extremo 5’ no traducible del
ARNm de cro y que el tamafio minimo del segmento reconocible estd entre 25 y 35

nucleotidos.
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Figura 30.- Retardo de la movilidad electroforética de polinucledtidos de 35 (A) y 67 (B) residuos,
correspondientes al ARNm de cro, tras incubacion con concentraciones decrecientes de Ant (800, 400, 200, 100,

50, 25, 12, 6 y 3 nM; la concentracion se calculd asumiendo que Ant actia como un dimero). En las calles 1 se

muestra la movilidad de los ARNs de 35 y 67 nucleodtidos en ausencia de proteina.
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43.8. GENERACION DE NUEVOS GENES ant Y PURIFICACION DE SUS
PRODUCTOS

Como mencionamos con anterioridad, la sefial de parada de la secuencia que codifica
Ant de A2 parece ser el producto de una mutacion puntual que ha originado el acortamiento de
la proteina a 160 aminoacidos, mientras que sus homologas, presentes en otros fagos, tienen

una longitud de aproximadamente 250 residuos (apartado 4.3.2 de esta Tesis).

Por otra parte, Ant co-purificaba con una forma truncada de la misma, a la que le
faltaban los ultimos 18 aminoacidos (apartado 4.3.4). Aunque probablemente esto es un
artefacto que se genera como consecuencia de la sobre-expresion de ant en E. coli, también es
posible que el procesamiento ocurra en células de Lactobacillus infectadas por A2 y que tenga
un significado fisiologico (datos no mostrados). De hecho, en la figura , en que se detecta la
expresion de ant en L. casei con anticuerpos, se observan bandas en varias muestras que

sugieren que Ant-142 también se genera en el hospedador del fago A2.

Por todo ello, decidimos llevar a cabo experimentos de mutagénesis para obtener

ambas formas de la proteina Ant y comparar sus propiedades con las de la proteina “silvestre”.

4.3.8.1. Obtencion de Ant-255 y efecto de su expresion sobre el ciclo litico del profago
A2

La generacion de Ant-255 se llevo a cabo mediante mutagénesis in vitro, sustituyendo
el codon de terminacion TAA del gen, localizado en la posicion 161, por el codon CAT,
codificante de histidina. Una vez obtenido, el gen se clond en pNG8048E para dar
pNG8048:ant-255, que se electropord a células de L. casei nisRK, lisdgeno de A2 y se
determin6 la inducibilidad del promotor P,;,, mediante el analisis de la produccion de la

proteina Ant-255 en cultivos inducidos con nisina (figura 31).
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Figura 31. Induccién de la sintesis de la proteina Ant-255 por nisina. A los cultivos de L. casei nisRK
pNG8048:ant-255, en fase exponencial, se les afiadi6 el lantibidtico para alcanzar concentraciones de 1, 5, 10 y
25 ng/ml (calles 3 a 6). Las células se recogieron pasada una hora, se sometieron a SDS-PAGE, transferencia tipo
Western y revelado con anticuerpos anti Ant. En las calles 1 y 2 se han incluido extractos de controles sin nisina,
tomados en el momento de adicion de la bacteriocina y de la recogida de los cultivos respectivamente. En la calle

7 se muestra la proteina Ant pura con su satélite Ant-142.

Una vez comprobado que el gen se expresaba, determinamos si Ant-255 afectaba a la
sintesis de las proteinas tempranas del fago mediante ensayo Western, tras induccion del ciclo
litico con mitomicina C (figura 31). No se observo ningun efecto, ni sobre la acumulacion de
Cro y Ant (cuyos genes forman parte del genoma viral) ni sobre la degradacion de CI, medida

por acumulacion del fragmento Cld.
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Figura 32. Efecto de la sobreexpresion de Ant-255 sobre la sintesis de Cro y Ant y la degradacion de CI, medida
por la generacién del fragmento CId, en cultivos inducidos de L. casei pNG8048:ant-255 lisdégeno para A2. A los
cultivos en fase exponencial se les afiadié mitomicina C y se tomaron muestras a tiempos 0, 90, 180, 270 y 360
min (calles 1 a 5 respectivamente) que se sometieron a SDS-PAGE, transferencia Western e hibridacién con

anticuerpos especificos.
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Por ultimo, tomamos muestras de los cultivos a diferentes tiempos postinducciéon para
comparar los tamafios de las progenies, segun que en las células estuviera presente
pNG8048:ant-255 o pNG8048:ant (tabla 8). Los resultados obtenidos son semejantes entre si
y también a los incluidos en la tabla 1, donde se comparaba la progenie de cultivos
conteniendo el gen ant en trans con otros que solo portaban el vector plasmidico. Asi, la
aparicion de los nuevos fagos ocurre en torno a las 4 h post-induccion, la presencia de
cualquiera de los genes ant provoca la aparicion de una progenie muy numerosa y la induccion
previa del promotor P,;4 con nisina determina la sobreproduccion de las proteinas Ant y Ant-
255 y un incremento de unas 5 - 10 veces en la concentracion de nuevos fagos que se

obtienen.

Oh 4h 6h 8h 15h
PNG8048::ant 8,6x10° | 1,5x10* | 4x10* | 2,1x10* | 9,1x10°

pNG8048::ant255 1,7x10* | 2,6 x10* | 4,1x10* | 3,3x10* | 1,6x10"

pNG8048::ant+nis 2,7x10* | 3,8x10* | 5,4x10" | 6,3x10* | 8,9x10"

pNG8048::ant255+nis 1,8x10* | 5,1x10* | 6,8x10* | 3,9x10* | 2,5x10"

pNG8048::ant+mitC 2,4x10* | 1,2x10° | 2,8x10°* | 5,9x10° | 2x10°

pNG8048::ant255+mitC 3x10* | 2,6 x10* | 4,6x10° | 2x10° | 4,2x10°

PNG8048::ans+nis+mitC | 2,6x10* | 1x10° | 3,7x10° | 1x10° | 1x 10’

PNG8048::ant255+nis+mitC | 1,3x10" | 7,8x10° | 2,1x10° | 8,4x10% | 7,2x 10°

Tabla 9.- Comparacion de los tamafios de progenie obtenidos a partir de cultivos inducidos de L. casei nisRK
lisdgenos para A2 conteniendo el gen ant o el ant-255 insertados en el plasmido pNG8048. El tiempo 0

corresponde al momento de adicion de mitomicina C. La nisina se afiadié 30 min antes que el antibiotico.

4.3.8.2 Purificacion de Ant-255 y determinacion de su grado de oligomerizacion.

El gen ant-255, clonado en el vector pNG8048E, se indujo con nisina en cultivos de
Lactobacillus casei y la proteina se purifico por paso sucesivo a través de columnas de SP-

Sepharosa y Blue-Sepharosa, segtin se ha indicado en Material y Métodos (figura 33).
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Figura 33.- SDS-PAGE de las proteinas Ant-255 (calle 1), Ant-142 (calle 2) y Ant (calle 3) purificadas como se
indica en Materiales y Métodos. En la calle 4 se muestran los marcadores de masa molecular, cuyos tamafios se

indican a la derecha en kDa.

Una vez obtenida Ant-255, se sometieron alicuotas de la misma a tratamiento con
acido subérico para estabilizar los posibles oligdmeros y las muestras se observaron tras SDS-
PAGE (figura 33). Se observa que, al igual que Ant y que Ant-142, Ant-255 forma dimeros,
pero en su caso son evidentes los complejos mayores correspondientes a oligdmeros con mas
subunidades, que eran dificilmente discernibles en los geles de las otras dos proteinas (ver

figura 23). .
cido
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Figura 34.- Determinacién del grado de oligomerizacion de Ant-255 en solucion. Se incubaron 4 pg de la
proteina pura en tampon (calle 3) y con concentraciones crecientes de acido subérico (0,03, 0,06, 0,12, 0,25, 0,5 y
1 mM concentracion final; calles 4 a 9). Las muestras se resolvieron en un gel de gradiente del 10 al 15 % SDS-
PAGE. En las calles 1 y 2 se muestran 2 ug de Ant sin incubar e incubada con 4cido subérico 0,5 mM. En la calle
7 se muestran los marcadores de masa molecular, cuyos tamafios se indican a la derecha en kDa. A y A-255:

mondmeros de Ant 'y Ant-255 respectivamente; A,, A-255, y A255;: los dimeros y el trimero correspondientes.
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4.3.8.2. Obtencion de Ant-142 purificada

Para generar Ant-142 llevamos a cabo un experimento de mutagénesis in situ por el
cual se introdujo un triplete de terminacion en la posicién correspondiente al codon 143 de
ant. El gen resultante se clono en el vector pET3a, se sobre-expresod en E. coli y la proteina

Ant-142 se purificé tal como se ha descrito para Ant (figura 22).

4.3.9. INTERACCION DE Ant-255 CON ADN
4.3.9.1.  Union a la region intergénica cl- cro

Ant-255 se une al fragmento de ADN en el que reside el interruptor genético del fago
A2 (Figura 35). La afinidad de los ligandos es mucho mayor en este caso que en el de Ant, se
observa incluso a la menor concentracion de las ensayadas, mientras que con Ant los primeros
indicios de retardo se observaron a 400 nM (Figura 26). Adicionalmente, parece que Ant-255
puede formar agregados multimoleculares sobre el ADN, segun va aumentando su

concentracion (en la figura 35 se observan, al menos, 6 bandas de retardo).
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Figura 35. Interacciéon de Ant-255 con el segmento intergenico c/-cro. E1 ADN, marcado con 32p_ se incubd
durante 30 min a 30°C con concentraciones decrecientes de la proteina (50, 25, 12’5, 5,25, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78,
0,38 y 0,19 nM (calculadas asumiendo que es un dimero) calles 2 a 10). Las muestras se separaron por SDS-

PAGE usando un gel de poliacrilamida del 5%).
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4.3.9.2.  Efecto de Cly Cro sobre la union de Ant-255 a ADN

Tanto CI como Cro parecen poder coexistir con Ant-255 sobre el segmento
intergénico, al igual que lo hacian con Ant. Asi, en la figura 36 A podemos observar que las
bandas de retardo provocadas por Ant-255 y por CI por separado, migran aun menos cuando
ambas proteinas estdn presentes en la reaccion (comparense, por ejemplo, las calles 2 y 6 con
la7 olas 3 y 6 con la 8). Los resultados mostrados en la figura 36B, en los que se incub6 Cro.

y Ant-255 con el ADN, son semejantes a los anteriores.

+ Cro

- = = = o= b g P+ P C - = = = = 4+ + + +

Figura 36.- Ensayo de unién de Ant-255 al segmento intergénico c/-cro en presencia de los productos de ambos
genes. Las reacciones se llevaron a cabo con ADN marcado con *°P incubado solo (calles 1) y con
concentraciones crecientes de Ant-255 (3, 6,25, 12,5 y 25 nM; calles 2 a 5); las calles 6 contienen 12 nM de CI
(gel A) y de Cro (gel B). De manera similar, las calles 7 a 10 de ambos geles contienen la misma concentracion

de cada una de estas proteinas mas las antedichas de Ant-255.

4.3.10. INTERACCION DE Ant-255 Y Ant-142 CON ARN

Ant-255, al contrario que Ant, no se une al extremo 5’ del ARNm de cro (figura 37).
Sin embargo, Ant-142 si que lo hace, aunque probablemente con algo menos de afinidad que
Ant (comparense, por ejemplo, la calles 5 y 14 de la figura. 25, en ambas se utilizé una
concentracion 50 nM de la proteina respectiva y se ve una diferencia clara en la magnitud del
retardo). De estos datos podemos deducir dos cosas: que la porcion C-terminal de Ant-255

bloquea su union al fragmento que contiene los 67 nucleétidos primeros del ARNm de cro y
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que los 18 aminoéacidos que le faltan a Ant-142 respecto a Ant no son esenciales para dicha

unién, aunque si parecen tener un ligero efecto positivo.

Ant Ant-255 ‘Ant—142

o*e -
-
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Figura 37.- Unidn de las proteinas Ant-255, Ant y Ant-142 purificadas al polinucleétido de 67 residuos
correspondiente al extremo 5’ del ARNm de cro. Calle 1: ARN libre; calles 2 a 6: ARN incubado con 400, 200,
100, 50 y 25 nM de Ant; calles 7 a 11: ARN en presencia de 800, 400, 200, 100 y 50 nM de Ant250; calles 12 a
15: el ARN con 200, 100, 50 y 25 nM de Ant-142. Las muestras se incubaron durante 30 min a 30°C y se

resolvieron en un gel de Tris Glicina del 12 %.

Por otra parte, tanto Ant-255 como Ant y Ant-142 se unen a moléculas de ARNm que
contienen la mayor parte de la zona codificante de cro (figura 38A) o toda ella mas parte de
ant (figura 38B). En la primera imagen se muestra el retardo inducido en la migracion de un
ARN de 250 nucledtidos (desde el punto de inicio de la transcripcion hasta el final de la zona
codificante de cro hay 275 residuos); en el segundo gel, el ARN utilizado era de 450
nucledtidos (recuérdese que los codones de terminacidn de cro y de inicio de la traduccion de
ant solapan). Las proteinas Ant y Ant-142 dan lugar a imagenes superponibles en los geles, es
decir que se comportan de modo similar respecto a su capacidad de unién a los ARNs
ensayados. Sin embargo, el retardo inducido por Ant-255 es mucho mayor, lo que podria
indicar que hay mayor afinidad entre el ARN vy la proteina, que existe una uniéon multiple, que
se induce un cambio conformacional drastico en el ARN o una combinacion de estas
posibilidades, derivado de la presencia en Ant-255 de la porcion C-terminal de la que carece

Ant.
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Figura 38.- Retardo producido por las proteinas Ant, Ant-255 y Ant-142 en la migracion de moléculas de ARN
de 250 (A) y 450 (B) nucleodtidos, a contar desde el inicio de transcripcion de cro. Calles 1: ARN libre; calles 2 a
7: ARN incubado con 800, 400, 200, 100, 50 y 25 nM de Ant; calles 8 a 11 y 12 a 15: ARN con 400, 200, 100 y

50 nM de Ant-255 y Ant-142 respectivamente. Las muestras se resolvieron en un gel de Tris Glicina al 8 %.

Dado el comportamiento peculiar de Ant-255 con respecto al de Ant y Ant-142, nos
planteamos dos cuestiones; a) ;Ant-255 se une con mayor afinidad al ADN del segmento
intergénico cl-cro o al ARNm resultante de la expresion de este segundo gen? y b) su unidn al
ARNm ¢podria estar condicionada por la presencia de CI o de Cro? Para responder a estas
preguntas llevamos a cabo el experimento de retardo en gel que se muestra en la figura 30. Se
deduce del mismo que la afinidad de Ant-255 por el segmento de ADN es mayor que por el
ARN, dado que su incubacién con la mezcla de los dos inhibe totalmente el retardo del
transcrito (calles 6 — 9). También se deduce que ni CI ni Cro afectan a la unién de Ant-255 al
ARN, ya que los patrones de retardo son semejantes en todos los casos (comparacion del
resultado de las calles 2 a 6 con los de los carriles 11 — 14 y 16 — 19 respectivamente). Por
ultimo, se observa que ni CI ni Cro tienen afinidad por la molécula de ARN (calles 10 y 15

respectivamente).
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Figura 39.- Efecto del segmento intergénico cI-cro (ADN) y de los represores CI y Cro sobre la unién de Ant-
255 al ARN de 250 nucledtidos correspondiente a la transcripcion de cro. E1 ARN se incub6 con Ant-255 durante
10 min antes de afiadir el ADN, CI o Cro respectivamente. Calle 1: ARN libre; calles 2 a 5 ARN con 400, 200,
100 y 50 nM de Ant-255; calles 6 a 9, ARN con 400, 200, 100 y 50 nM de Ant-255 donde se afiadi6 ADN de la
region operadora como competidor; calles 10 y 15, ARN mas CI y Cro (200 nM) respectivamente; calles 11 a 14,
ARN con 400, 200, 100 y 50 nM de Ant-255 y 200 nM de CI: calles 16 a 19, ARN con 400, 200, 100 y 50 nM de
Ant-255y 200 nM de Cro.
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Discusion

La organizacion general del interruptor genético del bacteriofago A2 ha sido
previamente caracterizada (Ladero y col., 1998) y resulté ser similar a la encontrada
previamente en otros bacteridfagos como lambda o P22 (Johnson y col., 1981; Poteete y
Patshne, 1982) aunque en general mas sencilla. En A2 no existe una regién semejante a la
denominada OL de lambda y, por tanto, no parece que la expresion génica temprana venga
condicionada por la actividad de una proteina antiterminadora semejante a N. Por otro lado, el
promotor PL de A2, responsable de la sintesis de CI, es constitutivo, lo que lo diferencia de
PRM de lamnda que es inducible por CI y depende de la actividad previa de otro promotor,
PE, situado aguas abajo de cro (Oppenheim y col., 2005). Los promotores de A2 implicados
en la decision lisis/lisogenia son divergentes, lo que es una estrategia comun de la regulacion
de la transcripcion en bacterias y en los fagos que las infectan (Beck y Warren, 1988)
especialmente en el caso de que las proteinas que se originan actien como moduladores de la
expresion del promotor opuesto. PL es el promotor del gen del represor ¢/ y de orf22, mientras
que Pr gobierna la expresion de cro, ant y el modulo de replicacion del fago. En este trabajo
hemos abordado tres objetivos con la intencién de comprender mejor los parametros que
gobiernan que el fago siga un ciclo de desarrollo litico o bien uno lisogénico. El primero de
ellos era dilucidar si cro da lugar a dos proteinas durante su expresion en L. casei, de manera
similar a lo que ocurre en E. coli, donde parte de los ribosomas sufren un deslizamiento a la
pauta -1 y originan una proteina con 12 residuos menos que la candnica. Los otros dos
pretendian desentrafiar el papel de las proteinas Orf22 y Ant, cuyos genes forman una unidad
transcripcional con ¢/ y cro respectivamente y que, por ello, podrian modular la eleccion del

ciclo de vida por parte del fago tras la infeccion.

5.1. TRADUCCION DIFERENCIAL DEL GEN cro EN Escherichia coli Y
Lactobacillus casei
El descubrimiento de que el gen cro daba lugar a dos polipéptidos debido al
desplazamiento a la pauta -1 de parte de los ribosomas durante la traduccién de su ARNm, nos
hizo pensar que quizds dicho efecto tuviera un significado fisioldégico durante el desarrollo

intracelular del fago A2.
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La interaccion entre dos proteinas resultantes de la traduccion de un solo gen,
conducente a la modulacion de un fenotipo, no estd exenta de precedentes. Un ejemplo tipico

son las holinas de los fagos A y A118 de E. coli 'y de L. monocitogenes respectivamente.

En el primer caso se generan dos proteinas, de 107 y 105 aminodacidos, debido a la
presencia de dos tripletes de inicio en tdndem, siendo la mayor un inhibidor de Ia
polimerizaciéon de la menor y, por tanto, bloqueando la formacion de poros a través de los

cuales la lisina accede a la capa de peptidoglicano. (Graschopf & Blasi, 1999).

En el caso de A118, la proteina mayor es la holina, que es antagonizada por la menor,
que tiene 13 aminoacidos menos. Al igual que ocurre con A2, el periodo de latencia de A118
es muy largo, lo que se postula que aumentaria el tamafio de la progenie. En el caso de A118
es debido a la interaccion de las dos formas de la holina; asi, la expresion del gen en una cepa
de E.coli que alberga un profago de A defectivo para su propia holina, hace que la lisis celular
se retrase significativamente respecto a la inducida por el A silvestre. Sin embargo, si se
elimina la posibilidad de sintetizar la forma inhibitoria de la proteina mediante una mutacién
de su triplete de inicio, el periodo de latencia del mutante hol” de A se acorta hasta valores

semejantes a los del fago A silvestre (Vukov y col., 2003).

Por otra parte, sabiamos que las dos formas de Cro, sintetizadas a partir de la
sobreexpresion del gen, poseian la capacidad de unirse al segmento intergénico c/-cro, siendo
la constante aparente de equilibrio, 6 nM y 25 nM, para la forma canonica y la truncada

respectivamente. Sabiamos, ademas, que solo la primera oligomerizaba sobre el ADN.

Con todos estos datos formulamos la hipotesis de que posiblemente ambas proteinas
Cro rivalizarian por los operadores que solapan con P;, de manera que a las bajas
concentraciones que existen al inicio de la infeccion/induccidon del ciclo litico, habria
competencia entre ellas. De esta manera, la forma truncada unida al ADN estorbaria al
establecimiento de la canodnica y a su oligomerizacion, bloqueando su efecto represor y
permitiendo la sintesis del represor CI. Al aumentar la concentracion, la Cro canonica
desplazaria a la otra de los operadores debido a su mayor afinidad por ellos, lo que resultaria
en la represion efectiva de Pp. El efecto final de estas interacciones seria doble; por un lado,
provocaria un aumento del porcentaje de fagos que irian hacia el ciclo lisogénico, lo que

contrarrestaria la mayor potencia del promotor Pgr respecto a Pp e impediria que el fago se
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comportase funcionalmente como virulento. Por otra parte, aumentaria la duracion del
periodo de latencia de aquellos fagos que siguieran el ciclo litico, lo que podria explicar, al

menos en parte, la extraordinaria duracidon de dicho periodo en el fago A2.

Para nuestra sorpresa, los extractos de cultivos de L. casei infectados o los de lisdgenos
inducidos, unicamente mostraban la forma canonica de Cro, tras revelado con anticuerpos
policlonales generados contra las dos formas de la proteina (figura 9) Esto podia significar
dos cosas, no hay desplazamiento a la pauta -1 en L. casei o bien, la proporcién de ribosomas

que la sufren es tan baja que no se detecta por union de anticuerpos.

Para diferenciar entre las dos posibilidades, vamos a analizar las caracteristicas de los
elementos necesarios para que el desplazamiento tenga lugar: la secuencia deslizante y la
estructura secundaria que aparece inmediatamente detras de ella en el ARNm. La secuencia
deslizante de cro (U UUU UUU) cumple el requisito de composicion X XXY YYZ en la pauta
original, en la que X puede ser cualquier nucledtido, Y ha de ser Ao Uy Zes A, UoC
(Hammel y col, 1999) (la restriccion viene motivada porque la presencia de los codones CCC
0 GGG en las posiciones YYY estabiliza demasiado la union al anticodén del ARNt y reduce
drasticamente la frecuencia del cambio de pauta). Sin embargo, la energia libre de la estructura
secundaria de cro es de tan solo -9 Kcal/mol; es decir, es muy inestable y probablemente no
puede detener a los ribosomas, que es el requisito previo a su retroceso a la pauta -1. A modo
de ejemplo, podemos citar que las correspondientes a los genes codificantes de las proteinas
mayoritarias de cabeza y cola de A2, en que si se detecta el desplazamiento de pauta, son de -

16,2 y de -31,9 Kcal/mol (Garcia y col, 2004; Rodriguez y col, 2005).

Ahora bien, como ya dijimos, la baja energia libre de la estructura secundaria podria
ser compatible tanto con una eliminacion total de la posibilidad de generar el cambio de pauta
o con una incidencia tan baja que no fuera detectable con los anticuerpos anti Cro. Esta tltima
no es una posibilidad teodrica, ni tampoco podemos decir que una baja proporcion de la
proteina resultante de la “recodificacion” signifique que ésta no sea esencial. Por ejemplo, en
el fago A se generan dos productos gpG y gpG-T como consecuencia del deslizamiento de los
ribosomas a la pauta -1 al final del gen G. De ellas, la primera representa el 96,5% del total,

mientras que la segunda es solo el 3,5% restante. A pesar de ello, ambas son absolutamente
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esenciales para el ensamblaje de la cola, a pesar de que ninguna aparece en la particula final

(Levin y col, 1993; Xu y col., 2004).

Para diferenciar entre las dos posibilidades, no sintesis/concentracion escasa de la
forma “no candnica” de Cro, introdujimos una mutacion silenciosa en la secuencia deslizante,
de manera que ya no fuera posible el desplazamiento ribosomal a la pauta -1; se provoco la
sustitucion del alelo silvestre de cro por el mutado en un profago y se compararon las
progenies generadas tras la induccién de ambos tipos de lisdgenos. No se encontrd ninguna
diferencia significativa en cuanto al tiempo de generaciéon de la progenie, al tamafio de
explosion o a la capacidad de los fagos resultantes de infectar cultivos susceptibles. La falta de
cualquier consecuencia fenotipica, unida a la deteccion exclusiva de la forma canoénica de Cro,
indica que durante el desarrollo intracelular de A2 en L. casei, no se produce desplazamiento

de pauta durante la traduccidn del gen cro.

Ahora bien, ;por qué ocurre en E. coli? A fin de cuentas los elementos del cambio de
pauta son los mismos en ambas bacterias. La razon podria ser doble nuevamente; por un lado,
pudiera ocurrir que las condiciones fisicoquimicas del citoplasma de la bacteria Gram
negativa, mucho menos rico en solutos que el de las Gram positivas, permitiera el
mantenimiento de la estructura secundaria a pesar de su baja energia libre; por otra parte,
hemos de tener en cuenta que el gen cro esta bajo el promotor P10, que es el mas fuerte de los
del fago T7 y que la traduccion se hace en presencia de rifampicina, que inhibe la sintesis de
todas las demas proteinas celulares. En estas condiciones, probablemente se producira una
disminucién progresiva de la concentracion de los ARNt cargados, de manera que los
ribosomas se detendran a la espera de la entrada del correspondiente al coddn localizado en su
sitio A. Si esto sucede cuando el ribosoma esta sobre la secuencia deslizante, se facilitara su
paso a la pauta -1; ambas posibilidades son, en principio, compatibles, de modo que el efecto
puede ser aditivo e incluso sinérgico. De todas maneras, la generacion de las dos formas de
Cro en E. coli no tiene ninguna trascendencia respecto al desarrollo intracelular de A2 en L.
casei, aunque nos fué muy util, en su momento, para definir los dominios funcionales de Cro;

por ello, no se profundizd mas en esta linea de trabajo.
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5.2. orf22: UN DETERMINANTE EN BUSCA DE FUNCION

La actividad del producto resultante de la expresion del determinante orf22 de A2,
localizado inmediatamente a continuacion del gen del represor ¢/, permanece hasta la fecha
desconocida, ya que su sobreproduccion en trans no induce diferencias en el tamafio o tiempo
de aparicion de la progenie viral con respecto a los valores encontrados en los cultivos control.
En todo caso, sabemos que el gen se exprea coordinadamente con c/; asi, en experimentos de
tipo Northen, llevados a cabo con el fin de analizar el patrén de transcripcion de ¢/ a partir del
promotor Pr, se observaban dos transcritos de 0,8 y 1,4 Kb (Ladero y col., 1998). A partir del
primero de ellos se obtendria CI, mientras que el segundo corresponderia al producto de la
transcripcion conjunta de ¢/ y orf22. De acuerdo con ello, se ha encontrado que entre ambas
pautas de lectura existe una repeticion invertida seguida de varias timidinas que podria actuar
como un terminador de la transcripcion independiente de rho, que no seria lo bastante eficiente
como para detener la transcripcion completamente. Esta tactica, por la que a partir del mismo
promotor se originan varias proteinas de forma coordinada pero variando las proporciones de
cada una de ellas, es un mecanismo habitual de adaptacion de la expresion génica a las
necesidades del organismo; por ejemplo, durante la sintesis de la lactococina 972, una
bacteriocina producida por Lactococcus lactis, el gen estructural va seguido del de inmunidad
y se transcriben conjuntamente; entre ambos hay un terminador que hace que el transcrito del
primer gen sea mucho mas abundante que el del segundo, lo que se corresponde con la
necesidad de la célula de sintetizar mucha mas bacteriocina, que sera excretada al medio, que
factor de inmunidad, que permanecera en el citoplasma (Martinez y col., 1996).

La comparacidn de la secuencia deducida para Orf22 con la de proteinas de las bases de datos,
muestra homologia con los productos de genes localizados entre ¢/ y ant de los fagos Lmrl
(Durmaz y col., 2008) y phiMH1 (Jang y col., 2010), que infectan a Lactobacillus ramnhosus
y Leuconostoc pseudomesenteroides respectivamente. Ambos fagos presentan homologia
extensa con A2, lo que sugiere que todos ellos derivan de un antecesor comun. Se ha
observado también similaridad con Orfs localizados en el genoma de cepas de bacterias
lacticas pertenecientes a las especies Lactobacillus zeae (Kim y col., 2011) y Oenococcus oeni
(Makarova y col., 2006) en las que, posiblemente, se corresponderian con genes de profagos
integrados. Orf22 presenta también considerable homologia (56% de identidad en 113

aminodacidos) con la mitad C-terminal de TcdC, la cual reprime la sintesis de las enterotoxinas
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A y B de Clostridium difficile porque se une TcdR, un factor ¢ necesario para la transcripcion
del operdn correspondiente (Matamouros y col., 2006; Dupuy y col., 2008). Dicha proteina
presenta dos dominios NH; terminales transmembrana, al igual que le ocurre a Orf22, pero no
la region intermedia rica en serina y aminodcidos cargados de esta ultima proteina (Govind y
col., 20006).

La homologia estructural y de secuencia apuntadas nos llevaron a formular la hipdtesis de que
Orf22 regularia la expresion de A2, posiblemente comportdindose como un factor de
transcripcidon que, por ejemplo, determinaria la entrada o no del fago en las fases tardias del
ciclo litico, de modo similar a como lo hacen las proteinas N y Q del fago lambda (Hendrix y
Casjens, 2006), aunque, probablemente, por un mecanismo distinto, ya que estas proteinas se
unen a ARN y ADN respectivamente (Roberts y col., 1998; Scharpf y col., 2000) y Orf22 no
presenta motivos claros de unidn a acidos nucleicos.

Sin embargo, la falta de efecto fenotipico asociado a su sobreproduccion, unida a la
imposibilidad de obtenerla en forma soluble, limitaron drésticamente la posibilidad de
confirmar o descartar la hipdtesis; por ejemplo, midiendo su capacidad de unirse a CI, Cro,
Ant, los ARNm tempranos o el propio ADN correspondiente al interruptor genético.

Sin embargo, hay un experimento adicional, ain pendiente, que podria arrojar luz sobre la
funcién de Orf22; dicho experimento incluiria la mutagénesis de orf22 en un profago, de
modo semejante a como hicimos con cro, seguida de la induccidén del ciclo litico, para
determinar si se producia algun efecto sobre la progenie, aunque, en este caso, habria que

excluir la aparicion de efectos polares derivados de la inactivacion del gen.

5.3. CARACTERISTICAS Y POSIBLE FUNCION DE Ant

Como ya se comentd en la seccion correspondiente de Resultados (4.2.1) al gen ant se le
atribuy6 funcion antirrepresora porque su producto se parece a una serie de proteinas de fagos
atemperados de bacterias lacticas que presentan, ademads, posiciones similares en sus genomas
y que, a su vez, exhiben homologia, en su tercio final, con el antirrepresor del fago P1 de E.
coli (Lobocka y col., 2004) aunque esta ultima proteina esta localizada en una region de
transcripcion tardia. También se indicé que mientras que Ant de A2 posee 160 aminoacidos, el
resto de antirrepresores de fagos de bacterias lacticas tienen alrededor de 250 residuos y que la

diferencia estriba en una probable mutacién que convirtid el triplete codificante para el
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aminoacido 161 en uno de parada, ya que si se ignora ¢ste, se generaria una proteina de
tamafio y secuencia semejante a las de las otras. Paraddjicamente, esto hace que Ant de A2
carezca del dominio Ant que da nombre al grupo y plantea interrogantes sobre cual puede ser
la funcion real de esa familia de proteinas. Una primera pista sobre el papel que pudieran jugar
podria estar en que todas ellas presentan homologia con la familia de genes bro (baculovirus
repeated ORFs) que aparecen en nucleopoliedrovirus, granulovirus y otros virus con ADN en
cadena doble que infectan a insectos (Bideshi y col., 2003). El dominio N-terminal de las
proteinas Bro estd muy conservado y presenta un motivo de union a 4cidos nucleicos (BroN)
localizado en una region de 80 residuos (Zemskov y col, 2000). La funcién de las proteinas
Bro no esta clara, aunque se las ha relacionado con la regulacion de la transcripcion viral y del
hospedador y con la estructura de la cromatina (Zemskov y col, 2000, Kang y col., 1999, Iyer
y col., 2002). A los homologos de bro identificados en bacteriéfagos, profagos y transposones
(Bideshi y col., 2003), se les ha denominado bro-/ (bro-like) para distinguirlos de los genes

bro de baculovirus.

Para determinar cual podria ser el papel de Ant en el desarrollo de A2 llevamos a cabo
experimentos de infeccién y de induccion del fago e intentamos relacionar los resultados
obtenidos con los datos de interaccion, in vitro, de la proteina con otros factores involucrados
en la decision lisis-lisogenia. Como hemos referido, la sobre-expresion de ant provocaba un
aumento muy significativo de la progenie viral aunque, tras la infeccion, ésta solo se apreciaba
tras una incubacion prolongada de los cultivos. Estos datos indican que Ant coadyuva a que
los fagos sigan un ciclo litico, lo que podria explicarse de diversas maneras, algunas de las
cuales se enumeran a continuacion:

- Antdegrada a CL
- Ant se une a CI e impide su efecto represor sobre Pg.
- Antse une a Cro y favorece su efecto represor sobre Py.

- Ant se une al segmento intergénico cl-cro e impide el reconocimiento de los

operadores O; y/o O, por CI o bien favorece la uniéon de Cro a Os.

- Ant se une al ARNm de ¢/ y bloquea su traduccion, evitando la generacion del represor

del ciclo litico.
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- Ant se une al ARNm de cro y evita su degradacion (aumenta su vida media)

extendiendo asi el periodo durante el que se sintetiza el represor del ciclo lisogénico.

La primera opcion, Ant degrada a CI de manera semejante a como hace RecA durante la
respuesta SOS, se elimind al observar que su sobreproduccion no provoca una eliminacién
acelerada de CI en los cultivos inducidos, tal como se observa tras el revelado de ambas

proteinas con anticuerpos especificos (figura 20).

Complementariamente, hemos observado que la produccion de Ant en trans no induce a

los profagos residentes en los lisdgenos (tabla §).

La segunda opcidn, Ant se une a CI e impide que éste reprima al promotor del ciclo
litico, es el mas utilizado por las proteinas en las que se ha evidenciado actividad
antirrepresora. Asi por ejemplo, este mecanismo actua en los bacteriofagos Gifsy y 186
(Shearwin y col., 1998; Lemire y col., 2011) y también en P1, N15 y P22, aunque aqui la
situacion es algo mas compleja: En los dos primero, la sintesis del antirepresor se modula por
ARNSs antisentido complementarios del ARNm que bloquean su traduccién, (Ansen y col.,
1980; Riedel y col., 1993; Ravin y col., 1999), mientras que en el caso de P22, ademas de estar
la sintesis de Ant igualmente regulada por un ARN antisentido (sar), su promotor se encuentra
bajo rl control los productos de los genes arc y mnt (Wu T y col., 2011).La unién de las
diversas proteinas Ant-CI es reversible, por lo que la correlacion de las concentraciones
respectivas de los ligandos es la que va a provocar que los fagos sigan un ciclo u otro
(Shearwin y col., 1998). Sin embargo, en el caso de A2 no pudimos observar la formacion de
heterooligdémeros tras la coincubacion de Ant y CI, ni siquiera en presencia de acido subérico,
que estabiliza uniones muy débiles, que podrian haberse eliminado durante la migracion de las

proteinas en SDS-PAGE (figura 24).

Cuando el experimento de formacion de heterooligdmeros se llevé a cabo con Cro y
Ant, si que se observo una cierta interaccion tras la incubacion en presencia de acido subérico,
lo que confirma que es muy débil y, de hecho, no se detectd tras la tincidon de las proteinas
sino que hubo que recurrir a inmunodeteccion para ponerla de manifiesto. El hipotético papel
del heterodimero seria favorecer la afinidad de Cro por el promotor Py, lo que aumentaria la

represion de los genes ¢/ a int y justificaria, al menos en parte, el incremento de la progenie
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observado cuando Ant se sobreexpresa. Sin embargo, la uniéon Cro-Ant parece demasiado
débil como para ejercer un efecto significativo, especialmente cuando se sabe que la forma
activa de Cro es un homodimero (Ladero y col., 1999) en el que la afinidad de sus

componentes es mucho mas elevada (figura 25).

La cuarta hipotesis era que Ant tuviera afinidad por el segmento intergénico cl-cro y
que enmascarara a los operadores O; y O, a los que se une con preferencia CI, dirigiendo asi
el desarrollo viral hacia el ciclo litico. Esta hipdtesis tiene a su favor el hecho de que en Ant

existe un dominio Bro-1, que presenta un motivo de unién a ADN, como ya se indico.

Los experimentos revelaron que el segmento intergénico y Ant forman un complejo
que migra menos que el ADN aislado en los geles (figura 26) y que el retardo es especifico; es
decir, no ocurre tras la incubacién de Ant con otros segmentos de ADN. Ahora bien, Ant
puede coexistir en el segmento tanto con CI como con Cro (figuras 27 y 28) lo que va en
contra de un efecto disuasorio para el establecimiento de CI sobre los operadores.
Sorprendentemente, Ant-255 se une con mucha mayor afinidad al segmento intergénico, lo
que sugiere que el tercio C-terminal de esta proteina, ausente en Ant, favorece la interaccion.
La razon de ello puede ser que el dominio Ant presenta afinidad por ADN, si bien esta no es
tan evidente como la que exhibe el dominio Bro. En el extremo C terminal de Antl y Kil A
(P1) y Roi (HK022) existe un domino hélice-giro-hélice conservado en el que se piensa reside
la capacidad de unirse a ADN. De hecho, una mutacion puntual de ese dominio en la proteina
Roi fago HK022 afectaba a la capacidad de unién a ADN de esta proteina (Clerget y col.,
1996).

Por ultimo seria posible que Ant se uniera a los transcritos generados por Pr y/o Pr. En
el primer caso y dados los datos de incremento de progenie tras su sobreexpresion, el efecto
deberia ser para bloquear la sintesis de CI y de las demas proteinas implicadas en el
establecimiento del ciclo lisogénico. Por otro lado, la uniéon al ARNm promovido por Pr
tendria el objetivo directo de incrementar la produccion de Cro y de las proteinas de
replicacién, que forman un operdn e, indirectamente, la de los productos de los genes
intermedios y tardios que conducen a la generacion de nuevos viriones.

Los resultados obtenidos indican que Ant tiene una cierta capacidad de unirse al
ARNm de Py, pero la concentracion minima necesaria para observar dicha union es unas 10

veces (en términos molares) mayor que la que se precisa para detectar la formacién de
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complejos Ant-ARNm de Pr (comparense las figuras 29 y 30). En el fago A2 la sintesis de los
ARNm tempranos es constitutiva y sabemos que Pr es mas fuerte que Py (Garcia y col., 1999);
por tanto, es probable que, tras la infeccion, Ant sea secuestrada por el ARNm de Pr debido a
su mayor afinidad por €l y a que se acumula mas rdpidamente y que, en términos reales, la
unién al ARNm de Pp no llegue a materializarse nunca. Durante la induccion del ciclo litico,
solo se observa ARNm especifico de Py durante los primeros 20 minutos (Ladero y col.,1998)
de manera que la posibilidad de union con Ant esta muy limitada, especialmente si tenemos en
cuenta que el periodo temprano de desarrollo viral dura, al menos, una hora.

La uniéon de Ant al ARNm de Pr ocurre en la porcidon 5° no traducible del transcrito, lo
que avala la hipotesis de la proteccion frente al ataque por las ARNasas celulares, que tienden
a ser exonucleasas que degradan sus sustratos empezando por el extremo 5°. Ademas, el hecho
de que la unidn se produzca en el segmento no traducible evitaria la posible interferencia de

Ant con los ribosomas durante la sintesis proteica.

En este punto es importante resefiar que Ant-255 no se une al extremo 5’ del ARNm de
Pr aislado, sino que éste ha de tener una longitud minima que estaria en torno a los 250
nucleétidos. Esto implica que la porcion C-terminal de Ant-255, ausente en Ant, modula la
interaccién con el ARNm y que para que ocurra, precisa probablemente del establecimiento de
estructuras secundarias en el mismo. Este seria un mecanismo de discriminacion respecto al
resto de moléculas de ARN que se encuentran en la célula y podria articularse a través del
motivo de union a acidos nucleicos presente en su dominio C-terminal (lo que, por otra parte,
ayudaria a explicar la constancia de éste en todos los fagos de bacterias lacticas, con la
excepcion notable de A2). Ahora bien, el hecho de que la molécula de ARNm reconocible por
Ant-255 deba de tener un tamafio minimo, no contradice que la unién ocurra inicamente en su
extremo 5°, con lo que lo dicho para Ant respecto su papel en la prevencion del ataque por
ARNasas y la no interferencia con los ribosomas durante la traduccion, podria ser igualmente
valido para el complejo Ant-255 — ARNm de Pr.

Llegados a este punto, seria conveniente confrontar los datos de unidn entre Ant y el
ARNmMm de P con los obtenidos sobre la produccion de progenie viral tras la sobreexpresion de
Ant y ver si son compatibles con un efecto protector que alargue el periodo de sintesis de Cro.
A este respecto, se ha de recordar que el incremento observado tras la infeccion se hace

evidente mucho después de haberse iniciado, lo que indica que se trata de un proceso gradual
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que es practicamente indetectable tras los primeros ciclos de propagacion. En contraste, tras la
induccion la liberacion de los viriones ocurre al mismo tiempo en los cultivos que
sobreexpresan Ant y en los controles, aunque también se observa un gran incremento en el

tamafio de explosion.

Casi inmediatamente después de la penetracion del ADN viral en las células se
establece una competencia entre los represores CI y Cro que va a determinar si el fago seguira
un ciclo litico o bien uno lisogénico. Esto implica que sélo parte de las células daran lugar a
una progenie y que, en las lisogénicas, se detendra la sintesis de Cro (y de Ant) tras el bloqueo
de Pg, debido a que los ARNm suelen tener vidas medias muy cortas. Ahora bien, si se
sobreproduce Ant previamente a la infeccion, dicha proteina se unira al ARNm de Pg y lo
protegera de la degradacion. En estas circunstancias no importa que se anule la expresion de
Pr, ya que el ARNm sintetizado al inicio de la infeccidon seguird traduciéndose y asi, la
concentracion intracelular de Cro ird aumentando paulatinamente. Ha de tenerse en cuenta,
ademas, que la unidn de los represores CI y Cro a los operadores es reversible y depende de
sus concentraciones relativas. Asi pues, en las células lisogénicas control los tres operadores
estan ocupados por CI, porque no se sintetiza Cro. Pero en las células en que Ant protege al
ARNm de Py llegara un momento en que Cro desplace a CI de O3 (recuérdese que tiene
mucha mayor afinidad por €l que CI) lo que provocaréd la represion de Pp y, con ella, la
pérdida de la capacidad de autorregulacion de su expresion. La situacion a partir de ese
momento seria la siguiente: sintesis de Cro, represion de la generaciéon de CI y
crecimiento/division celular; como consecuencia, la concentracion de CI empezara a
disminuir, lo que provocara que los operadores O; y O,, antes ocupados por CI, queden libres.
Esto permitird a la ARN polimerasa iniciar la transcripcidén a partir de Pg y, por tanto, la
entrada del profago en el ciclo litico. El proceso es paulatino porque la dilucion de CI es
consecuencia del aumento de volumen y de la division posterior de las células y explica el
retraso en la observacion del enorme aumento de la progenie que se produce en los cultivos
que expresan ant en trans respecto a los controles.

En realidad, la entrada de las células en el ciclo litico como consecuencia de la dilucion
de CI ocurre de manera natural en todos los cultivos lisogénicos, lo denominamos “induccion
espontanea” y es responsable de que en los sobrenadantes siempre aparezcan fagos viables. Lo

unico que hacemos al sobreproducir Ant es convertir en general un proceso esporadico.
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En los cultivos lisogénicos observamos que la induccion de los profagos de células que
sobreexpresan Ant da lugar a progenies significativamente mayores que las de los cultivos
control. Esto solo puede significar dos cosas: a) cada célula genera un numero mucho alto de
viriones y b) el nimero de células que originan progenie aumenta significativamente en los
cultivos que expresan ant en trans. La primera hipdtesis es poco probable; significaria que las
células aumentan su tamafio de explosion por un factor de aproximadamente 100 y que, a
pesar de ello, la lisis ocurriria al mismo tiempo que en los cultivos inducidos control. De
hecho, la figura 18 es una ilustracion dramatica de que lo que ocurre no es eso, ya que los
sedimentos de los cultivos inducidos control son mucho mayores que los de los que
sobreexpresan ant, lo que indica claramente que el porcentaje de células lisadas en este
segundo caso es mucho mayor. Esto implica que tras la induccion de los cultivos lisogénicos
no todas las células van a dar lugar a una progenie, posiblemente porque en algunas la
destruccion de CI por RecA no afecte a una proporcion suficiente de moléculas, especialmente
si consideramos que la disminucidén de la concentracion intracelular de CI daria lugar, en
primer lugar, a su liberacion del operador Os, que es por el que tiene menor afinidad y que ello
liberaria a Py, lo que pondria en marcha la produccidon de nuevas moléculas del represor. Por
tanto, seria perfectamente concebible una situacion en la que se iniciara la expresion del
promotor Pr como consecuencia de la liberacion de los operadores O; y Oa, pero que dicha
expresion fuera reversible gracias a la sintesis de novo de CI. En condiciones normales, esta
situacion volveria a la célula al ciclo lisogénico porque los ARNm derivados de la expresion
de Pr se inactivarian rapidamente y se limitaria asi la producciéon de Cro, con lo que la
represion de Pp no llegaria a materializarse. Ahora bien, en las células que sobreproducen Ant
ocurriria una estabilizacion del ARNm de Pr y, con ello, la sintesis continuada de Cro,
independientemente de que hubiera una represion posterior de dicho promotor por CI. Cro
bloquearia O;, lo que apagaria a PL y se detendria la sintesis de CI; con ello, la célula
proseguiria el ciclo litico, sumando su progenie a la del porcentaje de células que se lisan en
los cultivos inducidos control (figura 40).

Por tanto, postulamos que Ant, a través de su union al ARNm de Pgr, provoca que una
mayor proporcion de las células de los cultivos infectados e inducidos sigan el ciclo litico,
actuando, por lo tanto, no como un antirrepresor de CI sino como un coadyuvante de Cro en su

funcion de neutralizar el ciclo lisogénico. Ciertamente, los datos presentados y la
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interpretacion que hemos hecho de ellos requieren de un trabajo de investigacion posterior

racional y dedicado pero, al menos, los primeros pasos del camino a seguir ya estan trazados.

Figura 40.- Representacion esquematica del efecto de la sobrexpresion de ant en trans sobre la progenie viral del
fago A2. Ant se une al extremo 5’ del ARNm de Pr protegiéndolo de la actividad hidrolitica de las exonucleasas
celulares. Como consecuencia de esta estabilizacion aumenta la generacion de Cro y la posibilidad de que éste se
una a O;, lo que resulta en una mayor efectividad de la represion de la transcripcion a partir de Pe. El bloqueo
mas efectivo de la sintesis del represor CI hace que un numero mayor de fagos infectantes/profagos sigan un ciclo

litico de desarrollo y conduce a un incremento de la progenie viral.
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La expresion del gen cro durante el desarrollo intracelular del bacteriofago A2, da
lugar inicamente a la proteina candnica esperada. Esto contrasta con lo que ocurre tras
su sobreexpresion en Escherichia coli, donde se genera un segundo polipéptido como

consecuencia de un cambio a la pauta -1 de parte de los ribosomas.

La sobreexpresion de orf22, un gen que forma una unidad transcripcional con el
correspondiente al del represor del ciclo litico, no tiene ninglin efecto fenotipico, en las
condiciones utilizadas en este trabajo, sobre la infeccion por A2 o la induccion de los

profagos presentes en las células lisogénicas de L. casei.

La sobreexpresion del gen ant previamente a la infeccion de L. casei por A2, provoca
gran aumento en el tamafio de la progenie viral, que se hace evidente inicamente tras
incubacion prolongada de los cultivos. La induccion de los profagos en presencia de
concentraciones elevadas de la proteina Ant también incrementa el tamafio de
explosion del virus pero su deteccion es simultdnea a la obtenida tras la induccion de

los cultivos control.

La proteina Ant presenta un dominio Bro-1 (semejante a Bro) de unién a acidos
nucleicos y forma dimeros en soluciéon, no siendo necesarios sus ultimos 18
aminodacidos para la unioén entre los monémeros. Probablemente dicho motivo Bro-I es
responsable de su elevada afinidad por el segmento 5’ no traducible del ARNm de cro.
También reconoce, aunque con menor afinidad, al ADN del interruptor genético que
alberga a los promotores Py y Pr. Sin embargo, no se une a los represores CI y Cro.
Estos datos, unidos a los de incremento de la progenie enunciados en la conclusion
anterior, sugieren que Ant favorece la acumulacién del represor Cro, lo cual

promoveria, a su vez, la entrada del fago en el ciclo litico.
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5. La proteina Ant-255, producto de la mutagénesis del triplete stop del gen ant para
generar uno codificante, presenta un dominio antirrepresor en su porcion carboxi-
terminal, se une al interruptor genético con mayor afinidad que Ant y es mas selectiva
que ella en su reconocimiento del ARNm del gen cro, ya que se adhiere tinicamente a
fragmentos que contengan, al menos, el extremo 5’ y buena parte de la porcion
codificante del represor Cro. Sin embargo, la sobreexpresion del gen ant-255 conduce
a un aumento del tamafio de la progenie viral semejante al observado con la

superproduccidn de la proteina Ant silvestre.
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