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Introduccion

Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva, patdgeno oportunista,
que habita de forma natural la piel y las membranas mucosas de los mamiferos y
aves. Su habilidad para persistir y multiplicarse en diferentes ambientes hace que
ocasionalmente actle como agente patdégeno tanto en el hombre como en los
animales domésticos. Esto es debido a que posee un gran numero de factores de
virulencia que le permiten colonizar y sobrevivir en una amplia variedad de tejidos y
hospedadores (Dinges et al., 2000). Segun diversos estudios, casi el 30% de la
poblacion adulta es portador nasal persistente de S. aureus (Wertheim et al., 2005; Yu
et al., 1986). La infeccidén por S. aureus se produce tras lesiones cutaneas, traumaticas
0 quirdrgicas, que favorecen la penetracion del microorganismo desde la piel hasta los
tejidos mas profundos. Las infecciones que produce S. aureus con mayor frecuencia
son las de la piel (foliculitis) y de los tejidos blandos (forlnculos, abscesos e
infecciones de heridas). Desde estos focos de infeccidn, la bacteria puede invadir la
sangre y producir cuadros graves de sepsis, neumonia, endocarditis o llegar hasta las
articulaciones o el hueso y producir artritis u osteomelitis. Las infecciones producidas
por S. aureus representan una de las causas mas frecuentes de infecciones
nosocomiales, siendo especialmente importantes las cepas que presentan
multirresistencia a los antibiéticos, como las cepas de S. aureus resistentes a la
meticilina (MRSA) o aquellas resistentes a la vancomicina, ya que constituyen un
grave problema de Salud Publica.

La patogenia de las infecciones por S. aureus resulta de la accion combinada
de mas de 50 factores de virulencia que son expresados coordinadamente durante las
diferentes fases de la infeccion (colonizacién, evasion de las defensas del hospedador,
multiplicacién y diseminacién bacteriana). Al igual que ocurre en otras bacterias, una
caracteristica destacable de la patogénesis de S. aureus es el hecho de que muchos
de los genes gque codifican toxinas, adhesinas, invasinas u otros factores de virulencia,

se encuentran codificados en elementos genéticos méviles (EGMs).

Los EGMs son piezas diferenciadas del DNA que codifican factores que les
permiten movilizarse dentro o entre genomas (Frost et al., 2005; Thomas and Nielsen,
2005). En S. aureus, los principales EGMs son bacteriofagos, islas de patogenicidad
(IP), plasmidos, transposones y cassettes cromosomales. Se ha estimado que
alrededor del 20% del contenido genético de una especie bacteriana ha sido adquirido
a partir de otro organismo por mecanismos de transferencia horizontal de genes

(Gogarten et al., 2002), lo que pone de relevancia la importancia del estudio de estos
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elementos. Durante los ultimos afios nuestro grupo de investigacion se ha centrado en
el estudio de estos elementos en nuestra bacteria modelo, S. aureus, centrandonos
principalmente en el estudio de los bacteriéfagos e islas de patogenicidad de S. aureus
(SaPls).

Bacteriéfagos.

Los bacteriéfagos, también llamados fagos, son agentes infecciosos que se
replican como agentes intracelulares obligados dentro de las bacterias, y que para

hacerlo utilizan la maquinaria biosintética de su hospedador.

Los bacteriéfagos estan ampliamente distribuidos en todo tipo de habitats.
Estudios de recuentos de bacteriéfagos en el suelo han puesto de manifiesto su
abundancia y su papel en la depredacion bacteriana, actuando como controladores y
estimuladores del crecimiento bacteriano (Ashelford et al., 2003). Del mismo modo,
diferentes estudios realizados han demostrado que en los ambientes acuaticos existe
un orden de magnitud superior de virus que de bacterias (Bergh et al.,, 1989;
Wommack and Colwell, 2000). Por lo tanto, los bacteriéfagos, con una poblacién
global estimada de 10%, pueden ser considerados como los organismos mas
abundantes de la biosfera (Brussow and Hendrix, 2002).

Los bacteriéfagos no son sélo cuantitativamente importantes como elementos
genéticos moviles, sino también como vectores de transferencia horizontal entre
bacterias, jugando un papel critico en la biologia, diversidad y evolucién bacteriana
(Brussow et al., 2004). Numerosos factores de virulencia estan codificados por fagos.
Asi, por ejemplo, en Staphylococcus aureus, los bacteriéfagos codifican para toxinas
tan conocidas como la enterotoxina A (Sea), Panton-Valentine leukocidin (PVL) o la
estafiloquinasa (Sak), entre otras (Betley and Mekalanos, 1985; Kaneko et al., 1998;
van Wamel et al., 2006). Ademas de su papel en la patogénesis bacteriana, los fagos
atemperados actian como punto de anclaje para la reorganizacibn gendmica
(Casjens, 2003), contribuyen a la adaptacion de cepas bacterianas no patégenas a sus
nichos ecoldgicos al alterar y variar la expresion génica de la propia bacteria (Clokie et
al., 2011), confieren proteccion frente a la posible infeccion litica de otros fagos
(Berngruber et al., 2010) o intervienen en mecanismos de competencia ecoldgica entre

diferentes especies bacterianas (Selva et al., 2009).

Asimismo, los bacteriéfagos representan una gran parte de la variabilidad

genética existente entre cepas de diferentes especies bacterianas, o incluso entre
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cepas de la misma especie bacteriana. Siguiendo con nuestra bacteria modelo, en S.
aureus se han identificado y secuenciado un gran numero de fagos (Kwan et al.,
2005). De hecho, en todas las cepas secuenciadas de S. aureus se han encontrado
bacteriéfagos que suponen hasta un 4 6 5% del genoma total de la bacteria, siendo
éstos una de las fuentes de variacion mas importantes al comparar los genomas de las

distintas cepas virulentas (Baba et al., 2002; Holden et al., 2004).

Existe una enorme diversidad en cuanto a la estructura y contenido génico de
los bacterié6fagos descritos hasta la fecha, aunque la mayoria de ellos pertenecen al
orden Caudovirales. Estos son virus complejos de DNA de doble cadena con una
estructura de cabeza-tallo (Ackermann, 1998); la cabeza normalmente tiene una
simetria icosaédrica, el tallo tiene una simetria helicoidal y el cuello y la placa basal
son ensambladas por vias independientes y unidas posteriormente para formar la
particula virica madura (Aksyuk and Rossmann, 2011). Los bacteriéfagos que
pertenecen a este orden se dividen a su vez en tres familias segun la morfologia del
tallo: Podoviridae (tallo corto): pertenecen a esta familia los fagos P22, phi29 o T7 de
Escheriachia coli; Myoviridae (tallo largao y contractil): pertenecen a esta familia los
fagos P2 o T4 de E. coli y Siphoviridae (tallo largo y no-contractil): pertenecen a esta
familia los fago A, HK97 (E. coli) o SPP1 (Bacillus subtilis), ademas de la mayoria de
los bacteriofagos que infectan S. aureus (Deghorain and Van Melderen, 2012).

Ademas de por la morfologia de la particula, los bacteri6fagos se clasifican
segun su ciclo de vida en fagos liticos o virulentos y fagos atemperados (Figura 1.1).
Los fagos virulentos son aquellos que tras la infeccion de la célula bacteriana y
después de su multiplicacién, provocan la lisis de la bacteria liberando una nueva
progenie fagica en un proceso conocido como ciclo litico. Sin embargo, existen
bacteriéfagos en los que la entrada en el ciclo litico es opcional, pudiendo llegar a
integrarse en el genoma de la bacteria infectada, transmitiéndose de una generacién a
otra sin que se produzca la lisis celular. Estos son los llamados fagos atemperados, el
fendmeno se conoce como lisogenia, a las bacterias huéspedes infectadas se las
llama lisogénicas y al DNA viral integrado se le llama profago. Ante situaciones de
estrés, como la exposicién a la luz ultravioleta 0 a agentes que dafian el DNA como
determinados antibioticos (Favre et al., 1986; Maiques et al., 2006; Miller et al., 2004
Phillips et al., 1987; Ubeda et al., 2005), se desencadena la denominada respuesta
SOS bacteriana, iniciando el ciclo litico que conducird a la lisis celular. Durante la
induccidn, los fagos se escinden del cromosoma bacteriano y comienzan a replicarse,

se encapsidan y se transfieren horizontalmente a otras bacterias.
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Bacteriéfago ——% _DNA hospedador

~ -~
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Figura 1.1. Representacion de los ciclos de vida de los bacteri6fagos atemperados.
(Adaptacion Madigan, 12° Edicién). Después de la unién (adsorcién) del viribn a la célula
hospedadora se produce la inyeccién del material genético del fago. Tras la entrada del DNA,
el fago puede integrarse en el genoma de la bacteria (ciclo lisogénico) y permanecer asi hasta
que se produce la induccion del ciclo litico. Una vez el fago entra en el ciclo litico, éste escinde
del cromosoma bacteriano, se produce la replicacion del DNA viral y la sintesis de las
envolturas proteicas. Posteriormente el genoma viral es empaquetado dentro de las
procépsides y se produce el ensamblaje de la particula virica madura. Por Ultimo, se produce la
lisis de la célula bacteriana y la liberacién de los viriones que infectaran a otras células

bacterianas.

El bacteriéfago lambda (A) que infecta a la bacteria E. coli es uno de los fagos
mejor estudiados, siendo el prototipo del grupo de bacteriéfagos lambdoides entre los

gue encontramos a la mayoria de los bacteriéfagos de S. aureus. Los bacteriéfagos
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miembros de este grupo tienen una organizacién genética muy similar. Los genes que
se localizan juntos en el genoma se agrupan en médulos segun su funcion biolégica y
el conjunto de modulos se combina para constituir el genoma viral (Figura 1.2). Dicha
organizacion en moédulos génicos permite la expresion de los genes del fago en forma
de cascada durante el crecimiento litico, definiéndose la fase temprana de la
transcripcion como el periodo en el que se expresan los genes pertenecientes al
médulo de lisogenia, criticos para el desarrollo de una de las dos rutas alternativas
(ciclo litico o lisogénico). EI modulo de expresidn intermedio codifica para proteinas
implicadas en la replicacion del fago, mientras que el mdédulo de expresion tardio
codifica para proteinas implicadas en el empaquetamiento del fago y la lisis

bacteriana.

- ) -
Y ~ —~—
Transcripcion Transcripcion Transcripcion
temprana intermedia tardia

Figura 1.2. Representacion esquematica de la organizacidon genética del fago ¢11 de S.
aureus, miembro del grupo de los bacteriéfagos lambdoides. Los recuadros coloreados
representan los diferentes médulos funcionales: morado, lisogenia; amarillo, replicacion; verde,

empaquetamiento y morfogénesis de la capside; azul, morfogénesis del tallo; rosa, lisis celular.

La organizacibn modular de los bacteriéfagos y la conservacion de cierta
homologia en los extremos de los distintos mddulos posibilitan el intercambio de
mdédulos con una misma funcién entre fagos diferentes por recombinacion homéloga
(Botstein, 1980). Estos intercambios modulares tienen lugar con una frecuencia igual o
superior a la frecuencia mutacional, por lo que el sistema modular permitiria una
respuesta mas rapida y flexible a nuevos factores ambientales que la evolucion vertical
(Casjens, 2005). Por lo tanto, los bacteri6fagos pueden ser considerados como
mosaicos modulares productos de la evolucién y del intercambio de elementos o
maédulos entre fagos que infectan a la misma célula bacteriana (Brussow et al., 2004;
Hendrix, 2002). De este modo, cada virus es una combinacion favorable de médulos,
uno para cada funcion, que le permite al fago adaptarse de manera 6ptima a un nicho

concreto.
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En el fago lambda, los genes implicados en el establecimiento y mantenimiento
de la lisogenia estan agrupados en el llamado médulo de lisogenia. Se conoce como
interruptor génico al mecanismo que determina que tras la infeccion de un fago
atemperado, se desencadene el ciclo litico o lisogénico. El control de ambos procesos
es llevado a cabo por dos proteinas codificadas en este mddulo, el represor (Cl) y el
antirepresor (Cro) del fago que actian como reguladores de la transcripciéon. Cuando
se expresa ClI, se une a la region intergénica presente entre cl y cro, reprimiendo la
expresion de los genes implicados en el desarrollo del ciclo litico, incluido cro,
provocando el establecimiento del ciclo lisogénico (Court et al., 2007). No obstante,
ante situaciones de estrés se desencadena la respuesta SOS bacteriana, donde la
proteasa bacteriana RecA se activa y estimula la autolisis del represor Cl por un sitio
especifico alanina-glicina (Kim and Little, 1993; Little, 1984). En este momento se
empieza a expresar cro, que compite con Cl para unirse a la region promotora
presente entre cl y cro, inhibiendo la expresién de los genes lisogénicos tempranos,

incluido cl, y activando la expresion de los genes liticos (Court et al., 2007).

El primer gen del mdédulo de lisogenia codifica para la integrasa del fago que
cataliza el proceso de recombinacion sitio-especifico entre el sitio de unién del fago
(attp) y el sitio de unién del genoma bacteriano (attc), siguiendo el modelo de Campbell
(Campbell et al., 1992). La integracion da lugar a la formacion de dos sitios de union
hibridos, los llamados att, y attg, que van a permitir que la integracién sea un proceso
reversible. Asi pues, cuando se produzca la induccién, espontanea o inducida, tendra
lugar una recombinacién sitio-especifica, escindiéndose el profago del genoma
bacteriano. Adyacente a int se halla el gen xis, que codifica para una escisionasa, que

junto a la integrasa es la que cataliza la escision del profago (Miller et al., 1981).

A continuacién del médulo de lisogenia se localiza el médulo de replicacion,
que consta, entre otras estructuras, de un origen de replicaciéon (ori). En el caso del
fago A, la replicacion comienza cuando el DNA circulariza y las proteinas O y P se
unen cerca del ori provocando el acoplamiento del enzima DnaB helicasa de E. coli,
que desenrolla el DNA (LeBowitz and McMacken, 1986). A continuacion, la DnaG
girasa bacteriana elabora los cebadores de RNA para facilitar la replicacién en ambas
direcciones y la DNA polimerasa Il comienza la replicacion (Rowen and Kornberg,
1978). La replicacion del DNA se produce posteriormente a la transcripcion temprana 'y
es considerado como el evento que marca la transicion de las funciones virales
tempranas llevadas a cabo por los genes codificados en el modulo de lisogenia, a las

intermedias y tardias.
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Una vez el fago empieza a replicarse, se empiezan a sintetizar las proteinas
estructurales que formaran la cabeza y el tallo asi como las proteinas encargadas del
ensamblaje de la particula virica y por ultimo las proteinas encargadas de la lisis
celular. Estos genes estan codificados en el médulo de morfogénesis vy lisis, cuya
organizacion estd muy conservada entre los bacteri6fagos lamboides, incluso entre
fagos que infectan bacterias taxonémicamente alejadas como E. coli y arqueobacterias
(Desiere et al., 2000).

Los bacteriéfagos se han utilizado clasicamente como modelo para el estudio
de los procesos de ensamblaje. Entre los mas estudiados estan los bacteriofagos A,
SPP1, HK97, T4, phi29 o P2 entre otros. Aunque existen singularidades en algunos de
los procesos de ensamblaje o en la estructura de la c4pside o del tallo de cada uno de
ellos, los principios generales del proceso de empaguetamiento son aplicables a la
mayoria de los bacteriéfagos (Figura 1.3)(Aksyuk and Rossmann, 2011; Feiss and
Rao, 2012; Leiman et al., 2003).

Uno de los primeros pasos que se llevan a cabo durante el proceso de
empaguetamiento es la formaciéon de un armazén vacio llamado procapside, que sera
posteriormente rellenado con el DNA virico para formar la capside madura. La
procapside generalmente esta constituida por multiples copias de una Unica proteina
(proteina de la céapside o proteina mayoritaria de la cabeza), aunque algunos
bacteriéfagos pueden codificar para dos proteinas de la capside, como es el caso del
bacteriéfago T4 (Rao and Black, 2012).

Para que las proteinas de la cépside interactlen y se articulen formando la
procapside se necesita de la actividad de una proteina de andamiaje o “scaffolding”.
Muchos fagos codifican para una Unica proteina de andamiaje, aunque en algunos
casos pueden codificar mas de una, como es el caso del fago T4 puede codificar hasta
6 proteinas de andamiaje diferentes (Black et al., 1994; Rossmann et al., 2004). En
otros casos la propia proteina de la capside codifica para un dominio de andamiaje,
como es el caso de los fago HK97 o T5 (Duda et al., 1995; Huet et al., 2010). Las
proteinas de andamiaje actlian como punto de union para las proteinas de la capside,
favoreciendo su interaccion y la formacion de la estructura de la procapside, ademas

de controlar su forma (Dokland, 1999).

El tercer elemento esencial para la formacion de la procapside es la proteina
conectora o proteina portal. La proteina portal se sitia en un vértice desde el que se
inicia la formacion de la procapside mediante la co-polimerizacion de las proteinas

“scaffolding” y de la capside (Valpuesta and Carrascosa, 1994). Los monomeros de la
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proteina portal se agrupan formando un anillo dodecamérico, creando un canal central
a través del que pasara el DNA (Johnson and Chiu, 2007).
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Figura 1.3. Representacién esquematica de la via general de ensamblaje de la particula virica
de los bacteriéfagos de DNA de doble cadena (dsDNA). 1) Ensamblaje de la procapside. 2)
Empaquetamiento del DNA y salida de las proteinas de andamiaje. 3) Disociacion del complejo
de la terminasa e incorporacion de las proteinas minoritarias de la capside y del cuello. 4)
Ensamblaje de las proteinas del tallo. 6) Unién de la cépside, el tallo y las fibras largas del tallo

y formacion de la particula virica madura.

Una vez se ha formado la procapside, la terminasa forma un complejo hetero-
oligomérico que interacciona con el DNA concatemérico formado durante la replicacion

del bacteriéfago, realiza un corte en el DNA e interactia con la proteina portal para
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introducir el DNA dentro de la procépside. Este complejo esta formado por las dos
subunidades de la terminasa: la subunidad grande de la terminasa tiene un dominio
nucleasa que se encarga de producir el corte del DNA y un dominio ATPasa
encargado de suministrar la energia necesaria para la translocacion del DNA, mientras
gue la subunidad pequefia es la encargada de reconocer el sitio de corte y modular las
actividades nucleasa y ATPasa de la subunidad grande (Rao and Feiss, 2008). Existen
dos modelos clasicos de empaquetamiento del DNA. En ambos modelos la subunidad
pequefa de la terminasa reconoce una secuencia especifica de nucleétidos donde se
une y promueve el corte llevado a cabo por la subunidad grande de la terminasa. Una
vez se ha producido la entrada del DNA viral, se producen cambios conformacionales
en la proteina portal que podrian ser la sefial para que la subunidad grande de la
terminasa produzca el segundo corte en el DNA, disociandose después el complejo de
la capside (Lander et al., 2006; Rao and Feiss, 2008). En el caso de los fagos A, T3 o
T7 este segundo corte es especifico de secuencia (secuencia denominada cos), con lo
gque se empaqueta una Unica copia del genoma del fago comprendida entre los dos
sitios cos. Los fagos que utilizan este sistema se dice que utilizan un
empaguetamiento tipo cos. Por el contrario, en el caso de los fagos T4, P22 o0 SPP1, el
segundo corte es inespecifico de secuencia, empaquetandose el DNA viral hasta que
la capside esté llena, por lo que se empaqueta mas de una unidad del genoma viral
(Casjens, 2011; Feiss and Rao, 2012; Oliveira et al., 2013; Rao and Feiss, 2008). Este
tipo de empaquetamiento se denomina de cabeza llena 0 empaquetamiento tipo pac,
haciendo referencia al nombre genérico que recibe la secuencia especifica reconocida

por la terminasa pequefia (secuencia pac) y que determina el primer corte.

Durante el empaquetamiento del DNA las proteinas de andamiaje salen de la
procapside (P22, phi29) o son proteoliticamente cortadas por proteasas codificadas
por el propio fago (HK97, T4) (Fane and Prevelige, 2003) o por proteasas de la
bacteria (fago 80a de S. aureus) (Spilman et al., 2012). La desaparicion de las
proteinas de andamiaje y la entrada del DNA provocan la maduracion de la capside, lo
que implica la expansion de la cipside que aumenta de tamafio para dar cabida al
DNA viral (Figura 1.3) (Steven et al.,, 2005). En algunos casos la expansion de la
capside esta promovida por la unién de proteinas de estabilizacion, como la proteina
gpD necesaria para empaquetar el genoma completo del fago A (Lander et al., 2008;
Yang et al., 2000), o la proteina gp Soc del fago T4 necesaria para la estabilidad del
viribn en ambientes con condiciones extremas de pH y temperatura (Qin et al., 2010).
En este momento se pueden incorporar a la capside algunas proteinas menores de la

capside que estan presentes en bajo nimero de copias y aunque no son esenciales
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para la formacién de la estructura de la capside, son cruciales para la capacidad
infectiva del virion. El fago P22, por ejemplo, posee tres proteinas minoritarias que
modulan la eyeccion del DNA (King et al., 1973).

Una vez el DNA viral ha entrado dentro de la capside el complejo de la
terminasa se disocia de la proteina portal y es sustituido por las proteinas que
formaran el cuello de la particula virica (Figura 1.3) (Orlova et al., 2003). Estas
proteinas junto con las proteinas conectoras formardn un complejo asociado a la
proteina portal que previene la salida prematura del DNA antes de que se asocie el
tallo y se complete la particula virica y posteriormente posibilita la salida del DNA tras

la unién de las fibras del fago a los receptores de la bacteria (Lhuillier et al., 2009).

En los fagos Siphoviridae y Myoviridae el ensamblaje del tallo se produce por
una via independiente a la de la formacion de la capside (Casjens and Hendrix, 1988),
mientras que en los fagos Podoviridae las proteinas del tallo son secuencialmente
unidas a la capside recién formada (Camacho et al., 1979). El ensamblaje del tallo en
los fagos Siphoviridae y Myoviridae empieza a partir del complejo iniciador que
formard el dispositivo de absorcion del fago en el extremo distal del tallo llamada placa
base o baseplate (Sciara et al., 2010). Durante el ensamblaje del tallo en el complejo
de la placa base se inicia la polimerizacién del tubo del tallo mediante cambios
conformacionales en las distintas proteinas implicadas. La longitud del tallo en los
fagos Siphoviridae y Myoviridae esta determinada por la proteina tape measure, que
actla como una proteina de andamiaje durante la polimerizacién del tubo del tallo
(Katsura, 1990). Normalmente el tallo estd compuesta por multiples copias de una
proteina mayoritaria del tallo, aunque existen excepciones como es el caso del fago
SPP1 que codifica para dos proteinas del tallo presentes en una relacion 3:1 (Auzat et
al., 2008). En los fagos Myoviridae el tallo es posteriormente recubierta por una vaina
proteica contractil (Aksyuk et al., 2009). Una vez finalizado el ensamblaje del tallo se
unen las proteinas terminadoras que interactdan con las proteinas del cuello y median

la unién del tallo y la capside (Vianelli et al., 2000; Zhao et al., 2003) (Figura 1.3).

Por ultimo, la asociacién de la capside y el tallo es seguida por la union de las
fibras largas del tallo, responsables del reconocimiento de los receptores de la bacteria
huésped (Heller, 1984; Wang et al., 2000). Las fibras permanecen en una posicion
retraida si las condiciones son desfavorables para el crecimiento del fago, previniendo

la infeccion (Coombs and Arisaka, 1994).

Una vez se han formado las particulas viricas, éstas deben salir de la bacteria

para poder infectar nuevas células bacterianas. Los bacteriéfagos han desarrollado
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multiples estrategias para promover la liberacion de los viriones recién formados
aunque en la mayoria de los casos incluyen la sintesis de dos proteinas codificadas
por el propio fago que provocan la lisis celular. Estas son la endolisina y la holina. Las
endolisinas o lisinas son enzimas que degradan la pared bacteriana mientras que la
holina es una proteina pequefia que se acumula en la membrana citoplasmica
provocando pequefas lesiones inespecificas o0 agujeros en la membrana, haciéndola
permeable y posibilitando la accién enzimética de la lisina sobre el peptidoglicano de la
pared bacteriana (Young, 1992; Young and Blasi, 1995).

Como hemos visto, se han caracterizado ampliamente el papel de algunas
familias de proteinas en el proceso de empaquetamiento de los bacteriéfagos en
algunos modelos concretos. No obstante, la mayoria de los bacteri6fagos codifican
dentro de los médulos de morfogénesis y lisis para algunas proteinas cuyo papel en el
ensamblaje de las particulas viricas alin no ha sido descifrado. Nos planteamos como
uno de los objetivos de la presente tesis conocer qué papel pueden jugar en el
proceso de empaquetamiento del fago estas proteinas con funciones desconocidas,
intentando por lo tanto determinar cuales son los requisitos moleculares

indispensables para producir particulas funcionales de fago.

Sistemas de regulacién del empaquetamiento.

La organizacion modular de los genes en los bacteriéfagos hace posible que
cada gen se exprese en el momento adecuado dentro del ciclo biolégico del fago. Para
asegurar un control estricto de la expresion génica en los estados tardios de la
infeccidn, los bacteriéfagos han desarrollado una amplia variedad de mecanismos que

implican la sintesis de factores de control codificados por el propio fago.

Existen diferentes estrategias utilizadas por los bacteriéfagos para controlar la
expresion de los genes tardios. Uno de los sistemas de control mejor estudiados es el
del bacteridfago A. La regulacion de la expresion de los genes tardios responsables de
la sintesis de las proteinas de la capside, del tallo y de las proteinas que llevaran a
cabo la lisis de las células bacterianas es efectuada por el regulador positivo Q, una
proteina antiterminadora de la transcripcion (Figura 1.4). La proteina Q se une a una
region del DNA denominada qut, que se solapa parcialmente con el promotor del
blogue de empaquetamiento y lisis (Pr’). La transcripcion desde el promotor Pr’ es
constitutiva pero en ausencia de Q finaliza a los 200 nucleétidos de iniciarse, en el

terminador tr’. Cuando Q esta presente, interacciona con el complejo formado por la
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RNA polimerasa posibilitando que la transcripcion iniciada en el promotor Pr’ continte
sin detenerse en el terminador tr’, transcribiéndose los genes de morfogénesis y lisis
en un unico transcrito de 26 Kb (Weisberg and Gottesman, 1999).
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Figura 1.4. Esquema de la regulacion de la expresién génica por antiterminacién. Las flechas

representan los RNAm que se producen.

Otro ejemplo de regulacion de la transcripcion tardia es la llevada a cabo por el
colifago P2. En este caso, la proteina reguladora, Org, se une a una regién de DNA
situada a 55 nucleétidos aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcion de los genes
tardios (Christie et al., 2003), para posteriormente interaccionar con la subunidad a de
la RNA polimerasa provocando el inicio de la transcripcion (Ayers et al., 1994). La
transcripcion tardia del bacteriéfago P1 esta regulada por Lpa, una proteina codificada
por el fago que con la ayuda de la proteina SspA, proteina codificada por la bacteria E.
coli, se une a una regién conservada dentro del promotor tardio (Hansen et al., 2003).
En el caso del fago Mu, la transcripcién tardia esta controlada por la proteina C,
también codificada por el propio fago que se une a una region situada entre 30 y 55
nucleétidos aguas arriba del inicio del transcrito tardio, promoviendo la unién de la
RNA polimerasa y la activacion del promotor tardio (Chakraborty and Nagaraja, 2006;
Sun et al., 1997).

En la activacion del promotor tardio del bacteriofago T4 intervienen dos
proteinas codificadas por el propio fago que actian como subunidades de la RNA

polimerasa. La proteina gp55 actia como un factor sigma reconociendo el motivo
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consenso de 8 nucleétidos del promotor tardio mientras que la proteina gp33 actua
como un coactivador de la transcripcion tardia (Herendeen et al., 1990; Kassavetis et
al., 1984). En la transcripcion de los genes tardios ademas interviene la proteina del
fago gp45 que interacciona con las proteinas gp55 y gp33 y la DNA polimerasa
bacteriana, acoplando la transcripcion a la replicacion del fago (Nechaev and
Geiduschek, 2008).

Como ejemplos clasicos de regulacion de la transcripcion tardia en
bacteriéfagos de Gram-positivos tenemos la llevada a cabo por los fagos SPO1 y phi29
de Bacillus subtilis. En el primer caso, el fago SP01 emplea factores sigma codificados
por el fago para dirigir la activacion de los promotores de la transcripcibn media y
tardia (Talkington and Pero, 1978), ademas de codificar una proteina similar a la
proteina gp45 del fago T4 que controla la transcripcion tardia ademas de intervenir en
la replicacion del DNA viral (Greene et al., 1982). El segundo ejemplo de regulacién de
la expresion tardia es la llevada a cabo por el bacteriéfago phi29, perteneciente a la
familia Podoviridae. La expresion de sus genes ocurre en dos estadios: uno temprano
en el que se producen las proteinas implicadas en el proceso de replicacion y
regulacion de la transcripcion y otro tardio, en donde se expresan las proteinas
responsables de la morfogénesis de la particula viral y la lisis de la bacteria. En el caso
del bacteri6fago phi29 los promotores de los genes tempranos y tardios estan
localizados en una pequefia region intergénica situada entre estos dos operones con
una orientacion divergente. La transicion desde la expresion de los genes tempranos
hacia los genes tardios esta controlada por los productos de los genes 4 y 6, dos de
los genes tempranos del propio fago. La proteina reguladora p4 se une a una region
del DNA dentro de esta region intergénica y modula la transcripciéon del fago phi29
reprimiendo los dos promotores principales de los genes tempranos, y a su vez,
activando la transcripcion del Unico promotor tardio mediante su interaccion con la
subunidad a de la RNA polimerasa. A su vez, la proteina p6 promueve la union de p4
a su region de unién del DNA, activando su accién represora-activadora, ademas de
actuar como represor de uno de los promotores tempranos del fago (Elias-Arnanz and
Salas, 1999; Rojo et al., 1998).

Finalmente, otro ejemplo de control de la transcripcion tardia en bacteriéfagos
de Gram-positivos lo encontramos en el fago de Lactococcus lactis TP901-1, donde la
proteina Alt, codificada por el propio fago, es un activador de la transcripcion tardia del

fago. Alt reconoce una secuencia conservada de repeticiones situada entre 32 y 76
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nucleotidos aguas arriba del inicio de la transcripcion localizada dentro de la regién
promotora de los genes tardios (Pedersen et al., 2006).

A pesar de que estos sistemas de regulacibn han sido extensamente
estudiados en un pequefio numero de fagos, la gran diversidad de bacteri6fagos
presentes en la naturaleza hace pensar que existen sistemas de regulacién adn sin
caracterizar. Especialmente escasos en niumero han sido los estudios realizados sobre
la regulacion de la transcripcion tardia en los fagos que infectan S. aureus, siendo éste
uno de los puntos de estudio de la presente tesis, lo que nos permitira profundizar y
ampliar nuestro conocimiento en los sistemas de regulacion de la transcripcién de los

maodulos fagicos de morfogénesis vy lisis.

Islas de patogenicidad de S. aureus.

Las islas de patogenicidad de S. aureus (SaPls) son segmentos cromosomales
discretos, de un tamafio variable de entre 15-20 Kb, que generalmente codifican para
toxinas, como la del sindrome del shock téxico (TSST-1) u otros superantigenos
(Lindsay et al.,, 1998; Novick, 2003), o para otros factores de virulencia o de
adaptacion al hospedador (Ubeda et al., 2003; Viana et al., 2010).

Las SaPls presentan una relacion muy estrecha con los bacteriéfagos de S.
aureus, similar a la relacion que mantienen los fagos P2 y P4 de E. coli, donde el fago
satélite P4 parasita algunas de las funciones de P2 para poder transferirse (Ghisotti et
al., 1995; Lindgvist et al., 1993). Asi pues, para la movilizacion de las SaPlIs es
necesaria la infeccion de la cepa portadora de isla por parte de un fago o la induccién
de profagos residentes, lo que conlleva la escision de la isla del cromosoma
bacteriano, su replicacién, empaquetamiento y su transferencia en alta frecuencia
(Lindsay et al., 1998; Ubeda et al., 2005). Asimismo, se observa que cuando el fago
induce el ciclo de la isla su capacidad infectiva se ve reducida, comparado con el titulo
de fago en una cepa SaPl negativa. Este hecho indica que existe una interferencia de
la isla con el fago y muestra que la interrelacién entre estos dos elementos es mas

compleja de lo que se ha visto hasta la fecha.

Las SaPls presentan una organizacion genética muy conservada que recuerda
a la organizacion modular de los bacteriéfagos, de manera que genes con funciones
relacionadas pertenecen al mismo moédulo funcional (Novick et al., 2010; Ubeda et al.,
2008) (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Representacion esquemética de los genes pertenecientes a la isla SaPlbovl. Las
flechas representan la orientacion y tamafio de las diferentes pautas abiertas de lectura. Los
diferentes colores representan las diferentes funciones de cada gen: amarillo, escision-
integracion; azul, regulacion; puarpura, replicacion; rojo, origen de replicacion (oriS); azul claro,
proteina de interferencia ppi; verde, encapsidacion (verde claro, subunidad pequefia de la
terminasa terS); rosa, superantigenos y genes accesorios; naranja, funcion desconocida; att. y

attr, secuencias de repeticién izquierda y derecha respectivamente.

El primer gen de la isla codifica para una integrasa (int), cuya actividad es
necesaria para la integracién y escision de las SaPls (Maiques et al., 2007; Ruzin et
al., 2001; Ubeda et al., 2003). La integracién de la isla se produce en un sitio
especifico en el cromosoma bacteriano (attc) y es dependiente de la actividad de la
integrasa codificada en la isla e independiente de la actividad de la proteina RecA. A
continuacién encontramos el modulo de regulacion de las SaPls, constituido por dos
genes, el represor global de la isla stl y el antirepresor str, codificados en una
orientacion divergente. La expresion de Stl bloquea la escision de la isla lo que permite
que el elemento se mantenga en un estado quiescente integrado en el genoma de la
bacteria, mientras que en ausencia del represor, la isla escinde y replica
auténomamente en ausencia de un fago inductor (Ubeda et al., 2008). Aunque Stl
tiene homologia funcional con el represor Cl del fago lambda, se diferencia de éste en
que no posee el sitio especifico alanina-glicina necesario para la autoprotedlisis una
vez se activa la respuesta SOS. Por el contrario, la derepresion de la isla es llevada a
cabo por proteinas del fago que actuando como inductores y mediante una interaccion
proteina-proteina, se unen a Stl eliminando la represién ejercida por el represor y
activando la transcripcion de los promotores regulados por stl y str (Tormo-Mas et al.,
2010; Tormo-Mas et al., 2013). Los bacteri6fagos de S. aureus difieren de su
capacidad para inducir diferentes SaPls, debido a que represores distintos utilizan
proteinas inductoras diferentes para su induccién. Es decir, solo aquellos
bacteriéfagos que codifiquen la proteina inductora que interactia con el represor de

una isla concreta seran capaces de inducir dicha SaPlI.
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Una vez se ha eliminado la represion, se necesita la expresion coordinada de
la integrasa (int) y de la escisionasa (xis) para la correcta escision de la isla (Mir-
Sanchis et al., 2012; Ubeda et al., 2003). A continuacion se inicia la replicacion de la
SaPl, gracias a la actividad de las proteinas helicasa (Rep) y primasa (Pri), que junto
con el origen de replicacion (ori) conforman la unidad replicativa (Ubeda et al., 2007a;
Ubeda et al., 2012). Se asume que la isla replica en forma de circulo rodante,
formando un concatémero lineal de gran tamafio que sera posteriormente procesado
durante la encapsidacion de la isla. La isla no codifica para proteinas estructurales del
virion, sino gque empaqueta su genoma en capsides formadas por proteinas
codificadas por el fago (Tallent et al.,, 2007; Tormo et al., 2008). No obstante, la
mayoria de las SaPls codifican para algunas proteinas relacionadas con el
empaguetamiento de la isla que conforman el llamado operén | (Ubeda et al., 2007b).
En este operdn, controlado por LexA, estd codificada la subunidad pequefia de la
terminasa (terS) que forma un complejo con la subunidad grande de la terminasa del
fago, para reconocer y cortar una secuencia de DNA especifica de la isla (sitio pac).
Ademas la isla codifica para tres proteinas, Cpm1, Cpm2 y Cpm3 que remodelan las
procapsides fagicas, dirigiendo la produccién de capsides mas pequefias, donde
solamente el genoma de la isla podrd empaquetarse (Figura 1.6) (Ruzin et al., 2001;
Ubeda et al., 2005).

5 o

.
v % 7
4
L3

Figura 1.6. Microscopia electrénica de un lisado del fago 80a (Ubeda et al., 2005). Aumento
122000x. Las flechas sefialan las particulas pequefias donde se empaqueta el genoma de la
SaPI.

Este es uno de los mecanismos que poseen las SaPls para crear interferencia
con los fagos, ya que al parasitar las proteinas de las capsides disminuyen las
particulas disponibles para el empaquetamiento del propio fago (Christie and Dokland,
2012). Un segundo mecanismo es el que emplean algunas SaPIs que codifican para la

proteina Ppi, o proteina de interferencia de empaquetamiento del fago (Ram et al.,
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2012). Esta proteina interacciona con la subunidad pequefia de la terminasa del fago,
impidiendo especificamente su funcion y por tanto el empaquetamiento del DNA del
fago.

La estructura de las SaPls y su estrecha relacion con los fagos estafilococicos
indica que las islas han evolucionado para diseminarse con gran eficiencia entre los
estafilococos. De hecho, la secuenciacion de un gran nimero de cepas de S. aureus
ha puesto de manifiesto que todas las cepas secuenciadas poseen una o varias islas
en su genoma, asumiéndose en la actualidad que la practica totalidad de cepas
clinicas contiene al menos uno de estos elementos. Ademas de la amplia distribuciéon
de las islas dentro de los estafilococos, se ha observado la transferencia de estos
elementos entre distintos géneros y especies bacterianas. Asi, Maiques et al. (2007)
demostraron la transferencia de SaPIbov2 de S. aureus a Staphylococcus epidermidis,
y mas recientemente se ha demostrado la transferencia de SaPI1 y SaPlbovl desde

S. aureus a Listeria monocytogenes (Chen and Novick, 2009).

Estos resultados sugieren que el rango de hospedadores de las SaPls puede
ser mas amplio de lo que se pensaba hasta el momento. De hecho, recientemente se
han identificado elementos similares a las SaPls en otras especies de Staphylococcus
(Kuroda et al.,, 2005; Takeuchi et al., 2005), y nuestro grupo ha demostrado la
existencia de elementos similares a las SaPls en otros géneros bacterianos como
Streptococcus, Enterococcus y Lactococcus (Matos et al., 2013; Novick et al., 2010),
Martinez-Rubio, et al, en revision), lo que nos ha permitido sugerir la existencia de una
nueva familia de elementos genéticos moviles, a la que hemos denominado PICls

(phage-induced chromosomal islands) (Martinez-Rubio, et al, en revision).

Si bien los estudios de los dltimos afios nos han ayudado a profundizar en
nuestro conocimiento sobre estos elementos y su relaciébn con los bacteriéfagos
estafilocécicos, aun faltan por conocerse algunos aspectos de esta relacién. Dado que
las SaPls utilizan proteinas codificadas por el fago para formar sus particulas viricas,
uno de los objetivos de este trabajo consistira en determinar qué proteinas del fago

son necesarias para el empaquetamiento y transferencia de estos elementos.
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Objetivos

Como hemos mencionado anteriormente, los bacteri6fagos son elementos
méviles con gran relevancia en la biologia bacteriana. A pesar de que algunos de ellos
se han caracterizado de forma extensiva, estos estudios casi siempre se han realizado
en fagos que infectan E. coli, habiéndose asumido que los resultados obtenidos son de
aplicacion a la mayoria de los fagos presentes en la naturaleza. Nosotros pensamos
que todavia existen mecanismos no explorados, por lo que analizaremos la biologia de
los fagos que infectan a diferentes bacteri6fagos de Gram-positivos, centrandonos
concretamente en el estudio de los fagos de S. aureus, nuestra bacteria modelo. En

concreto, los objetivos que nos planteamos en la presente tesis doctoral son:

XS Caracterizacion del mecanismo regulador de la transcripcion del médulo
de morfogénesis y lisis de los bacteriéfagos de Staphylococcus aureus y de

otros bacteriéfagos de bacterias Gram-positivas.

<> Caracterizacion del proceso de empaguetamiento del fago ¢11 de

Staphylococcus aureus.

X Estudiar el papel que desempefian las proteinas del modulo de
empaquetamiento de los bacteriéfagos de S. aureus en la transferencia de

EGMs (islas de patogenicidad y plasmidos).
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. RinA CONTROLA EL MODULO DE
MORFOGENESIS Y LISIS DE FAGOS DE BACTERIAS
GRAM POSITIVAS






El genoma de los bacteri6fagos est4d organizado en diferentes maodulos
funcionales que incluyen un moédulo de lisogenia, replicacion del DNA,
empaquetamiento vy lisis. La expresion coordinada de los distintos genes presentes en
estos modulos es esencial para la correcta formacion de las particulas fagicas. Para
que dicha coordinacién se lleve a cabo es necesaria la existencia de un sistema de
control muy fino, que regule la sintesis de las diferentes moléculas necesarias para
adaptarse en cada momento a cada situacion. Con el fin de caracterizar el sistema de
regulacién de los genes de empaquetamiento vy lisis de los fagos de Staphylococcus
aureus, buscamos dentro del genoma de éstos potenciales reguladores que pudiesen

desempenfar esta funcion.

La delecion de RinA elimina la produccién de particulas de fago.

Por definicién, el moédulo de empaquetamiento y el de lisis pertenecen al
transcrito tardio del fago y no se expresan inmediatamente tras la infeccién del fago.
Por lo tanto, es de esperar que haya factores codificados por el propio fago que sean
los encargados de regular la expresion de estos genes. Dos posibles candidatos a
ejercer este papel regulador de la transcripcion tardia en el fago ¢11, fago natural de
Staphylococcus aureus y nuestro fago modelo, son las proteinas RinA o RIinB. La
mayoria de los fagos de S. aureus presentan homologos de estas proteinas, y los
genes que las codifican se encuentran situados justo aguas arriba del posible médulo
de empaquetamiento del fago. Previamente estos genes habian sido descritos como
activadores de la expresion de la integrasa del ¢11 (Ye and Lee, 1993), lo que sugeria

que estas proteinas poseian una posible funcién reguladora.

Para analizar su posible papel regulador delecionamos los genes rinA 'y rinB del
bacteriéfago ¢11 en la cepa RN451, lisogénica para dicho fago, generando las cepas
JP4028 (ArinA) y JP4027 (ArinB). Posteriormente, y puesto que las SaPls necesitan
las proteinas codificadas por el fago para ser empaquetadas, se les transfirié a estos
mutantes SaPlbovl tst::itetM, la cual es inducida por el fago ¢11 y que contiene un
marcador de tetraciclina insertado en el gen tst que facilita el estudio de su
transferencia, generando las cepas JP4128 (ArinA SaPlbov1) y JP4127 (ArinB
SaPlbovl), respectivamente. Una vez generados los diferentes mutantes del fago (con
y sin SaPlbovl), se analizé cada uno de los tres estados secuenciales y claramente
definidos del ciclo de los fagos y de las SaPls: escisién-induccion, replicacion y

empaguetamiento-transferencia (ERP).



En primer lugar se analizaron las cepas mutantes en el gen rinA. Para ello, las
distintas cepas se indujeron con mitomicina C (MC), molécula que activa la respuesta
SOS bacteriana y que por tanto activa el ciclo de los fagos, y se tomaron muestras a
los 0 y 60 minutos tras la induccion. Una vez extraidos los DNAs, éstos se separaron
en un gel de agarosa donde se fotografiaron. A continuacion se realizaron varios
Southern blots utilizando sondas especificas para el fago o para la isla. En este
estudio no se ha analizado la escision, ya que asumimos que los mutantes que
producen una banda de SaPI o que replican nhormalmente primero deben haber sufrido
escision.

La delecion de rinA no afect6 a la replicacion del fago ¢11 ni a la isla SaPlbov1,
ya que como se muestra en la figura 3.1 la banda de replicacion del mutante es de
intensidad similar a la de la cepa salvaje. Sin embargo, en el mutante en rinA no se
observa la banda lineal caracteristica de la SaPl. Este hecho es consistente con un
defecto en empaquetamiento, ya que la banda extracromosomal de la SaPI se observa
tras la rotura y posterior liberacion del DNA de la isla empaquetada en capsides
pequeias (Ruzin et al., 2001; Ubeda et al., 2005).

o111  ArinA
0 60 0 60

Buk DNA  —p -“ Sonda de fago

Bulk DNA — ' . Sonda de SaPlI

SaPlbov1 —
monoémero

Figura 3.1. Estudio de la replicacion del mutante en rinA del fago ¢11. Tras la induccion con
MC de cada cepa, se tomaron muestras a los tiempos indicados y una vez procesadas se
separaron en gel de agarosa donde se fotografiaron. A continuacion se realizé un Southern blot
con una sonda especifica para el fago y otro para la isla. La banda superior se corresponde con
el “bulk” de DNA que incluye el DNA cromosomal, el DNA del fago y de la SaPI en replicacion,
mientras que la banda inferior que aparece con las muestras de la isla se corresponde con los

mondmeros lineales de DNA de la SaPlI liberados tras disrupcién de las capsides pequefias.



A continuacién testamos la capacidad de los mutantes en rinA para producir
particulas infectivas funcionales. Como puede observarse en la tabla 3.1, el mutante
en rinA era incapaz de generar particulas funcionales de fago o de isla. Al mismo
tiempo no se observo lisis del mutante en rinA tras la induccién con MC, sugiriendo

que RinA podria controlar la expresion de los genes encargados de la lisis celular.

Tabla 3.1. Efecto en el titulo de fago y en la transferencia de las SaPIs de la mutacion en rinAa,

Cepa Titulo Titulo
) donadora SaPlI Plasmido fago® transduccion®
1 RN451 1.3x10°
¢ JP1794 SaPlbovl 1.4 x 107 1.6 x 108
JP4028 <10
. JP4221 PCN51-rinAg11 2.4 x 108
ArinAg JP4128  SaPlbovl <10 8 x 10°
JP5961 SaPlbovl PCN51-rinAg11 2.2 x 108 2.4 x 107
RN10359 2.9 x 1010
80a JP3603 SaPlbovl 6.9 x 108 7.8 x 107
JP3602 SaPl1 45 x 108 8.2 x 108
JP4717 <10
JP5418 PCN51-rinAg11 6.1x 108
ArinAsgo JP5293 SaPlbovl <10 770
450a JP5294 SaPl1 <10 22
JP5419 SaPlbovl PCN51-rinAg11 9 x 107 4 x 107
JP5420 SaPl1 PCN51-rinAg11 2.8 x 107 6.9 x 107
phiSLT JP5011 1.7 x 10° 8.7 x 104
. JP6895 <10 <10
ArinAphisLt .
JP6391 PCN51-rinAphisLT 9 x 104 7.7 x108

aLa tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
bNe de calvas de fago x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa aceptora.
¢N° de transductantes x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa aceptora.

Para confirmar estos resultados se obtuvo un mutante en rinA del fago 80aq, el
cual es capaz de inducir varias SaPls, incluyendo SaPIl, SaPI2, SaPInl, SaPlbovl y
SaPlbov2, y que codifica para una proteina RinA basicamente idéntica a la del fago
¢11. Una vez obtenido el mutante analizamos la capacidad de transferencia del fago y
de las islas SaPIlbovl y SaPll. Ambas SaPls contienen un marcador de tetraciclina
insertado en el gen tst. Como habiamos visto previamente en el fago ¢11, el mutante
en rinA del fago 80a fue incapaz de generar particulas fagicas o transductantes de

SaPI funcionales, asi como de lisar la bacteria tras su induccién (Tabla 3.1).

En un intento de generalizar estos resultados realizamos un mutante en el gen

rinA del fago phiSLT (Narita et al., 2001), que codifica para una proteina RinA con tan



so6lo un 23% de identidad con respecto a las codificadas por el fago $11 o 80a (Figura
3.2). Para ello utilizamos un derivado del fago phiSLT con un marcador de tetraciclina
insertado en el gen PVL (Labandeira-Rey et al., 2007). Como podemos ver en la tabla
3.1, no se obtuvieron particulas fagicas funcionales y el mutante no fue capaz de lisar

las células bacterianas tras la induccion.

No conservado  [JJliBI8%45 ¢ 788 Conservado

¢ 11 CDYPNYH
80a CDYPNYH
phiSLT YNLNENK

4654645

11 EFVPSN--TS CSIRRGK TSSRKEREF

80a E PSN--TS CSIRRGK TSSRKEREF

phiSLT GPLQKG VR TNKMLRN KLPEDHKKV
437566 65 5745446 555655775

611

80a

phiSLT

Figura 3.2. Homologia de las proteinas RinA entre los fagos ¢11, 80a y phiSLT. La gradacion
de colores indica la conservacion relativa en cada posicidon de los aminoacidos, desde el rojo

mas conservado hasta el azul menos conservado (http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewwwy/).

Para confirmar que el fenotipo observado se debia Unicamente al gen mutado
rinA, clonamos el gen delecionado de los fagos ¢11 y phiSLT en el plasmido pCN51
bajo el control de un promotor inducible por cadmio, generando los plasmidos pJP740
(PCN51-rinAg11) 'y pJP838 (PCN51-rinAphisit), los cuales se transfirieron a sus
respectivos mutantes. Tras la induccion con MC de las cepas complementadas se
restaurd el empaquetamiento, la lisis y la produccion de particulas fagicas viables
(Tabla 3.1), confirmando asi su importancia en el empaguetamiento y la lisis de los
fagos. De forma similar, la complementacion de las cepas mutantes en rinA restauré el

empaquetamiento y la transferencia de las islas (Tabla 3.1).

Por el contrario, en los mutantes en el gen rinB no se afectd la produccion de
particulas fagicas viables o la transferencia de las islas (resultados no mostrados), lo

gue sugiere que este gen no posee una funcion reguladora dentro del ciclo del fago.



RinA es un activador transcripcional del médulo de morfogénesis y lisis.

Los resultados anteriores sugerian que RinA podria controlar el
empaquetamiento de los fago y de las SaPls a través del control de la expresion de los
genes implicados en este proceso. Para estudiar si la disminucion en el
empaquetamiento observada en el mutante en rinA era debido a una reduccion en la
expresion de los genes implicados en este proceso, medimos la expresion de
diferentes genes representativos del modulo de morfogénesis vy lisis utilizando PCR
cuantitativa (PCRq). Para ello, indujimos con MC las cepas RN451, lisogénica para el
fago ¢11, y su derivado mutante en rinA JP4028 y se tomaron muestras a diferentes
tiempos (0, 30 y 45 min) para posteriormente cuantificar la expresion relativa de las
ORFs 29, 32, 39, 49 y 53 (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Representacion esquematica de la localizaciéon de rinA junto con los genes que
forman parte del médulo de morfogénesis y lisis del fago ¢11. Estdn marcados en negro

aquellos genes utilizados en el estudio de la expresién mediante RT-PCRgq.

La ORF 29 es el primer gen del médulo de empaguetamiento y codifica para la
subunidad pequefia de la terminasa (TerS). La ORF32 interviene en la formacion de la
capside proteica mientras que la ORF39 codifica para la proteina mayoritaria del tallo.
Estas tres proteinas son imprescindibles para el empaquetamiento del DNA del fago.
Asimismo, y puesto que el mutante en rinA no era capaz de lisar la bacteria tras la
induccién, estudiamos la expresion relativa de dos genes representativos del médulo
de lisis, la ORF49 (hidrolasa) y la ORF53 (lisina). Como podemos ver en la figura 3.4,
la delecion de rinA ocasionaba una disminucion significativa (P<0.05) de la expresion
de los genes que intervienen en el empaquetamiento fagico y en la lisis bacteriana.

Estos resultados sugieren que efectivamente existe una expresion temporal de estos



genes y que RIinA es un activador transcripcional del mdédulo de morfogénesis vy lisis

del fago.
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Figura 3.4. Cuantificacion de la expresion relativa a tiempo real de diferentes genes del médulo
de morfogénesis y lisis del fago ¢11 en la cepa salvaje y mutante en rinA. Se tomaron muestras
a distintos tiempos (0, 30 y 45 min) después de la induccion con MC de las cepas RN451 ($11)
en azul y JP4028 (ArinA ¢11) en amarillo. La expresion de cada gen se normaliz6 con respecto
a la expresién del gen gyrB. La cuantificacion relativa mediante el método de Livak descrito en

el aparato de material y métodos (Livak and Schmittgen, 2001).

Identificacion de un promotor inducible por RinA.

Los estudios previos sugerian la existencia de al menos un promotor controlado
directamente por RinA. Basandonos en la organizacion del genoma del fago ¢11
(Figura 3.3), este promotor podria estar situado justo aguas arriba del gen que codifica
para la terminasa pequefa del fago (ORF 29; TerS), ya que supuestamente éste es el
primer gen del médulo de morfogénesis. Para determinar el posible sitio de inicio de la
transcripcion del gen terS y la localizacion de este posible promotor se realiz6 un
analisis mediante 5° RACE del RNA total aislado tras la induccién con MC de la cepa

RN451 (¢11). Como se observa en la figura 3.5, se identifico un sitio de inicio de la



transcripcion en el RNA aislado 60 minutos después de la induccion de la cepa salvaje
gue se corresponde con una C localizada 23 bp aguas arriba del codén de inicio ATG

del gen terS.
rinA
L G *
gaagagttaggggaagactgaaattggcagtaaagtggcagtttttgataccttaa

atgagatattatgatagtgtaggatattgactatcgtactgcgtttcceccttatcge

aattaggaataaaggatctatgtgggttggctgattatagccaatccttttttaat

>+ 1 M N E K Q
tttaaaaagcgtatagogecgagagttggtggtaaatgaaatgaacgaaaaacaa

terS

Figura 3.5. Identificacién del sitio de inicio de la transcripcion del gen terS mediante analisis de
5 RACE. La flecha indica el sitio de inicio de la transcripcion del gen terS, localizado 23 bp

aguas arriba del codén ATG.

El resultado anterior sugeria la existencia de una regién promotora en posicién
5’ al inicio de la transcripcion, en la region intergénica comprendida entre los genes
rnA y terS. Para demostrar la existencia de esta region promotora, se realizG un
clonaje en el plasmido pCN41 de la regién intergénica entre rinA y terS junto con la
region 5’ del gen que codifica para la terS, la cual se fusioné con el gen indicador de la
B-lactamasa, generando el plasmido pJP742 (ver esquema en figura 3.6). Se introdujo
este plasmido en la cepa RN451, lisogénica para el fago ¢11 y en su derivado mutante
en rinA (cepa JP4028), y se analizé la transcripcion del indicador B-lactamasa tras la
induccién del fago. Nuestra hipotesis era que si en la regién clonada en el plasmido
existia una regién promotora dependiente de RinA, la expresion de RinA desde el fago
activaria la expresion del gen reportero presente en el plasmido. Como se observa en
la figura 3.6 la expresion del indicador se incrementd significativamente tras la
induccién del fago en la cepa salvaje RN451 pero no en la cepa mutante en rinA,

confirmando la existencia de un promotor controlado por RinA.
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Figura 3.6. Efecto de la mutacién en rinA en la transcripcion de la terS. A) Representacion
esquematica del clonaje en el plasmido pCN41 de la regién promotora entre rinA y terS del
fago ¢11. B) Las cepas RN451 y JP4028 con el plasmido pJP742 (pCN41 terS-blaz) se
indujeron con MC y se tomaron muestras a las 90 min para realizar un ensayo de la actividad

B-lactamasa.

RinA es suficiente para activar la expresion de terS.

En vista de los resultados obtenidos, nos preguntamos si la expresion de RinA
seria suficiente para inducir la expresion de terS en ausencia del resto de proteinas
codificadas por el fago. Para comprobar nuestra hip6tesis utilizamos el plasmido
pCN42, el cual contiene un promotor inducible por cadmio y el gen indicador de la B-
lactamasa. Clonamos en este plasmido el fragmento de PCR que contenia la
secuencia codificante de rinA, cuya expresion estaria controlada por el promotor de
cadmio, el promotor de terS y la region 5 codificante del gen terS fusionada al
indicador de B-lactamasa, generando el plasmido pJP743 (ver esquema en Figura
3.7). Como control amplificamos la misma regién usando como molde el DNA del
mutante en rinA del fago ¢11 (JP4028), generando el plasmido pJP744, en el cual rinA
no se expresa. Se introdujeron ambos plasmidos en la cepa RN4220 y se midi6 la
expresion del indicador de la B-lactamasa. Como muestra la figura 3.7, s6lo se obtuvo
expresion del indicador en la cepa RN4220 con el plasmido que expresaba el gen rinA,
confirmando los resultados anteriores e indicando que RinA es el Unico factor
codificado por el fago necesario para la expresion de terS. Asimismo, la ausencia de
expresion del indicador de la B-lactamasa en el plasmido mutante en rinA sugiere la
existencia de un terminador transcripcional en la zona intergénica entre los genes rinA

y terS.
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Figura 3.7. Actividad de la proteina RinA. A) Representacion esquematica de las diferentes
fusiones transcripcionales del fago ¢11. B) Las cepas RN4220 que contenian los plasmidos

indicados se testaron en un ensayo de actividad 3-lactamasa.

Con el objetivo de caracterizar un poco mejor la regiébn promotora controlada
por RinA, utlizamos el fago ¢69. Este fago, aunque presenta un moédulo de
morfogénesis (incluyendo terS) idéntico al del fago ¢11, codifica una proteina RinA con

Unicamente un 37% de identidad con la del fago ¢11 (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Homologia de las proteinas RinA entre los fagos ¢11 y ¢609.

http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/.



Ademas, y tal y como se muestra en la figura 3.9, al comparar las regiones
comprendidas entre los genes rinA y terS observamos la existencia de una region
divergente en ambos fagos, situada al final de rinA, que a su vez contenia dos
repeticiones directas, también diferentes en los dos fagos.

rinA

AAAAATCATATCTAGATTGGCGGAAGAGT TAGGGGAA---GACTGAAATTGGCAGTAAAGTGGCAGTT
AGACATACTAGTTAGATTAGCAGATGAATTAGGTATAATACATTAAGTITGGAAARAGTCTGGAAARA

* ok k% * * *kxkkkhkxkk kk kk kk kkkkk * * kX *xkk K * *kx kX

TT-TGATACCTTAAATGAGATATTATGATAGTGTAGGATATTGACTATCGTACTGCGTTTCCCTTATC
TAACGTCACTTTCGGTGT--TAATATGATAGCGTAAGATATTGACTATCTTACTGCGTTTCCCTTATC

* * * Kk Kk *k * K Ak KAk AkAkhkAKk KAhkk KAk XAAAAAAAAhhk Ah kA hkhhkkhAkr ki hhkx%

» P
<

GCAATTAGGAATAAAGGATCTATGTGGGTTGGCTGATTATAGCCAATCC-TTTTTTAATTTTAAAAAG
GCAATTAGGAATAAAGGATCTATGTGGGTTGGCTGATTATAGCCAATCCCTTTTTTAATTTTAAAAAG

Ak kA hkhkrhkkhkhkhhkhhkhAhhkrhkhkrhkhkhkhhkhhkhkhhkrhkkhkrhkdkhkhhkrkhkhhkhkrhk hhkhrhhkrkhhkkhkrhkhkrxkkxk

+1 terS
CGTATAGCGCGAGAGTTGGTGGTAAATGAAATGA SAGA \TA
CGTATAGCGCGAGAGTTGGTGGTAAATGAAATGAACG ATTCGC ATGAATATAT
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Figura 3.9. Representacion esquematica de la regién intergénica entre rinA y terS de los fagos
911 (linea superior) y $69 (linea inferior). Los asteriscos muestran los nucleétidos conservados
entre ambos. Las secuencias que corresponden al final del gen rinA y el principio del gen terS
estan marcadas en rojo y azul respectivamente. El nucleétido +1 que marca el inicio de la
transcripcion del gen terS en el fago ¢11 esta marcado en rosa. Las flechas indican las
repeticiones invertidas que podrian ser un posible terminador tanscripcional. Las lineas azules
muestran las secuencias con repeticiones directas que podrian intervenir en la union de la

proteina RinA.

Nuestra hip6tesis fue que esa region divergente contenia el sitio de unién de
RIinA. Para confirmar esta hip6tesis, en primer lugar comprobamos que la proteina
RIinA del fago $69 también funcionaba como un activador transcripcional. Pare ello se
clonaron en el plasmido pCN42 la secuencia codificante del gen rinA del fago $69 bajo
el control del promotor inducible por cadmio, el promotor de terS y la regién 5
codificante del gen terS del fago ¢$69 fusionada al indicador de B-lactamasa,
generando el pldsmido pJP746. Como control generamos el plasmido pJP747 que

contiene la regidén anterior pero es mutante en rinA. Como se puede observar en la



figura 3.10 la proteina RinA del fago ¢69 es necesaria y suficiente para activar la

expresion de su propia terS.
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Figura 3.10. Especificidad de la proteina RinA. A) Representacion esquematica de las
diferentes fusiones transcripcionales de los fagos ¢11 y ¢69. B) Las cepas RN4220 que

contenian los plasmidos indicados se testaron en un ensayo de la actividad p-lactamasa.

A continuacién realizamos un ensayo de reactividad cruzada entre las
proteinas RinA de los fagos ¢11 y ¢69 analizando la capacidad de ambas proteinas
para inducir la expresion del gen terS del otro fago. Para llevar a cabo este ensayo
generamos el plasmido pJP748, un derivado del plasmido pCN42 que posee la region
codificante de rinAy11 (bajo el control de Pcad), y las regiones promotora y 5
codificante de la terS del fago ¢$69 fusionada al indicador de -lactamasa. Por otro lado
generamos el plasmido pJP749, también derivado del pCN42 pero con la region
codificante de rinAgso (bajo el control de Pcad), y la region promotora y la region 5’
codificante de la terS del fago ¢11 fusionada al indicador de B-lactamasa. Como se
puede observar en la figura 3.10, no existe activacion cruzada y las diferentes

proteinas RinA activan Unicamente la expresion de su propia terS.

Como se habia comentado, al analizar detenidamente la secuencia intergénica
entre rinA y terS de estos fagos podemos observar que existe una elevada homologia
desde la region codificante 5’ del gen terS hasta 120 bp aguas arriba del inicio de la
transcripcion para después divergir significativamente (Figura 3.9). Dado la baja
homologia entre las dos proteinas RinA y que no existe reactividad cruzada entre ellas
los resultados anteriores sugieren que cada una de las proteinas reconoce de manera

especifica la secuencia divergente para ejercer su funcién reguladora.



RinA se une al promotor de terS.

Los resultados obtenidos sugerian que la proteina RinA se unia
especificamente a la region promotora del gen terS. Para comprobarlo se sobrexpres6
en E. coli la proteina RinA del fago ¢11 y se purificO para realizar un ensayo de
electroforesis en gel de retardo. La proteina recombinante RinA purificada se incubé
con un fragmento de PCR de 272 bp que comprendia la presunta regién promotora de

terS con el extremo marcado (Figura 3.11.A).

A

rinA

aaaaatcatatctagattggcggaagagttaggggaagactgaaattggcagtaaagtggcagttttt
gataccttaaatgagatattatgatagtgtaggatattgactatcgtactgcgtttcccttatcgcaa

ttaggaataaaggatctatgtgggttggctgattatagccaatccttttttaattttaaaaagecgtat

terS
agcgcgagagttggtggtaaatgaaatgaacgaaaaacaaaagagattcgcagatgaatatataatga
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Figura 3.11. Experimentos de union de la proteina RinA a la region promotora del gen terS. A)
Representacion esquematica de la regién promotora de la terS del fago ¢11 utilizada como
molde del fragmento de PCR marcado en los ensayos de electroforesis en gel de retardo. B)
Se midié la movilidad electroforética de un fragmento marcado con digoxigenina en presencia
de cantidades crecientes de proteina purificada RinA del fago ¢11. C) En los ensayos de
competicion se afiadié un exceso (500 veces) de fragmentos especificos e inespecificos de
DNA no marcado. En todos los casos la concentracion de la sonda marcada con digoxigenina
fue de 21 nM.



Como se observa en la figura 3.11.B y C, la proteina recombinante RinA se une
a esta regién promotora de manera especifica, confirmando que RinA es un activador

transcripcional de la terS.

Caracterizacion de la unidad transcripcional regulada por RinA.

Después de caracterizar el promotor de terS dependiente de RinA quisimos
saber si existian, dentro de los médulos de morfogénesis y de lisis, otros promotores
que pudiesen estar controlados por RinA. El gen terS es el primero de los genes que
forman parte del médulo de morfogénesis vy lisis del fago, todos ellos codificados en el
mismo sentido y con poca separacion intergénica entre ellos. Este hecho sugeriria que
estos genes podrian ser transcritos conjuntamente en un Unico transcrito desde la terS

hasta los genes de lisis.

En un intento de caracterizar este posible transcrito se realizaron ensayos de
northern blot con RNA extraido tras la infeccion de los fagos ¢11 y 80a utilizando
sondas que hibridaban en diferentes genes dentro del mdédulo de morfogénesis vy lisis.
En ambos casos se obtuvieron bandas de hibridacién especifica que aparecian a los
tiempos adecuados pero todas ellas tenian un tamafio de entre 2-4 Kb (Figura 3.12.A).
Este hecho sugiere la existencia de multiples puntos de inicio de la transcripcion a lo
largo del modulo de empaquetamiento, o bien que este RNA es rapidamente
procesado. La existencia de multiples puntos de inicio de la transcripcion originaria
multiples RNAs con el extremo 5’ trifosfato. En un intento por determinar el nimero de
promotores presente en el genoma del fago se realiz6 un Southern blot con DNA del
fago 80a digerido con diversos enzimas de restriccion. Como sondas utilizamos RNA
marcado especificamente en el extremo terminal 5 de una extraccion de RNA total
tras la infeccion de la cepa RN450 con el fago 80a. Utilizando esta metodologia s6lo
se marca el inicio no procesado de cada transcrito, por lo que cada banda que se
observe en el Southern blot se correspondera con un transcrito diferente. Aunque esta
técnica no nos permite identificar inequivocamente el nimero exacto de transcritos si
que nos indica que el niumero total de promotores dentro del genoma del fago es
relativamente bajo, ya que en la mayoria de carriles de las diferentes digestiones
Unicamente aparecen marcadas dos o tres bandas, lo que se corresponderia con dos
o tres inicios de la transcripciéon en todo el genoma del fago 80a (incluyendo los
diferentes médulos). Al analizar los diferentes patrones podemos ver que en el caso de

algunos fragmentos largos, que incluirian gran parte de la regién final del fago, no



existia marca para ellos, lo que sugeriria la existencia de un Gnico promotor para estos
genes tardios (Figura 3.12.B).
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Figura 3.12. Deteccion de los sitios de inicio de la transcripcion del genoma del fago 80a. A)
Analisis por northern blot del RNA extraido a los tiempos indicados después de la infeccion de
la cepa RN450 con el fago 80a. Se utiliz6 como sonda un fragmento marcado del gen terS. A la
izquierda aparecen los tamafios en Kb del marcador. B) Gel de agarosa (centro) y Southern
blot (derecha) del DNA del fago 80a digerido con los enzimas indicados en la parte superior e
hibridado con el RNA total extraido después de la infeccion a diferentes tiempos y marcado en
el extremo 5’ trifosfato. A la derecha del gel aparecen los tamafos en Kb del marcador. Las
flechas negras en el gel muestran fragmentos de la regién tardia que no son detectadas en el
Southern blot, pero cuya hibridacion seria esperable si hubiese sitios de inicios de transcritos
adicionales aparte del ya caracterizado para la terS

Con el objetivo de caracterizar mejor el transcrito de los genes tardios se
extrajo RNA a los 60 min tras la infecciéon con el fago 80a de la cepa RN450, y
posteriormente se convirti6 en cDNA para realizar una RT-PCR utilizando
oligonucledtidos que hibridarian en las regiones flanqueantes de las regiones
intergénicas presentes a lo largo del médulo de morfogénesis vy lisis del fago. En el
caso de que existiese mas de un transcrito no se obtendria producto de PCR con las
parejas de oligonucleétidos flanqueantes del inicio y final de los transcritos
adyacentes, mientras que si por el contrario sélo existe un transcrito (desde terS hasta
los genes de lisis) se obtendria producto de PCR en todas las reacciones. Esto ultimo
es lo que ocurrid, ya que obtuvimos producto de PCR con todas las parejas de
oligonucledtidos testados (desde terL hasta la ORF69). No obstante, no se obtuvo
producto de PCR de la amplificacion de la region intergénica entre la ORF69 y la
holina (ORF70), ni entre la holina y la lisina (ORF71). Este hecho podria indicar la



existencia de dos nuevos promotores, aunque tanto el tamafio de la region intergénica
entre ellos, de 58 y 12 nt respectivamente, asi como la imposibilidad de determinar el
inicio de la transcripcién por 5 RACE, nos sugieren que la ausencia del amplificado se
deberia a un procesamiento del RNA o a la presencia de estructuras secundarias de
RNA que interferirian con la sintesis del cDNA.

Dado que los anteriores experimentos en absoluto resultaron concluyentes a la
hora de determinar si existian nuevas regiones promotoras controladas por RinA a lo
largo de los médulos de morfogénesis y de lisis de los fagos estafilocAcicos, decidimos
utilizar una aproximacién completamente diferente. Para ello, reemplazamos en la
cepa RN451, lisogénica para el fago ¢11, la region intergénica entre rinA y terS del
fago ¢11 por la regién correspondiente del fago ¢69, generando la cepa JP7188.
Posteriormente se introdujo en esta cepa la isla SaPlbovl tst::tetM, generando la cepa
JP7242. En el caso de que existiese un promotor adicional dependiente de RinA que
controlara la expresion de los genes de lisis, en estas cepas se produciria la lisis de
las bacterias tras la induccién con MC, aunque no se generarian particulas fagicas o
de isla funcionales, ya que la proteina RinA del fago ¢11 no se uniria a la region del
fago ¢$69. Por el contrario, si todos los genes son co-transcritos desde el promotor
situado en el extremo 5 de la terS, estas cepas ademas de no poder producir
particulas fagicas o de isla viables, no serian capaces de lisar las células bacterianas.
Después de inducir estas cepas observamos que no se producia lisis de las bacterias
sugiriendo que no existia otro promotor RinA dependiente controlando los genes de

lisis celular.

Tabla 3.2. Efecto en el titulo de fago y en la transferencia de las SaPls en el mutante de

intercambio de la regién intergénica entre rinA y terS del fago ¢112.

Cepa Titulo Titulo
() donadora SaPI Plasmido fagoP transduccion®
$11-$69 quimera JP7188 <10
$11-¢69 quimera JP7242  SaPlbovl <10 1.2x103
$11-$69 quimera JP7218 PCN51-rinAges <10
$11-$69 quimera JP7243  SaPlbovl pCN51-rinAgse <10 4.2 x 108

3L a tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
bN° de calvas de fago x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa receptora.
¢N° de transductantes x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa receptora.



Finalmente, estas cepas quiméricas fueron complementadas con el plasmido
pJP741 (pCN51-rinAges), que sobreexpresa la proteina RinA del fago ¢69. Estas cepas
complementadas fueron capaces de lisar y de producir particulas de SaPlbovl
funcionales después de inducirlas con MC. Sin embargo, no se observaron particulas
funcionales de fago, debido posiblemente a las diferencias en los niveles de expresién
de la proteina RinA o0 a que ésta no se expresa en el momento adecuado en el ciclo de
induccion del fago (Tabla 3.2). En conjunto, estos resultados sugieren que existe una
sola unidad transcripcional que va desde el promotor dependiente de RinA situado

aguas arriba del gen terS hasta los genes de lisis del fago.

RinA no controla la expresion de la Integrasa.

RinA habia sido descrito inicialmente como un regulador necesario para la
activacion de la expresion de la integrasa del fago ¢11 (Ye, et al., 1993). En un intento
por confirmar el posible papel de RinA en la activacion de la expresion de la integrasa
se realiz6 PCR cuantitativa para medir la expresion de int en la cepa salvaje y en el
mutante en rinA del fago ¢11 después de la induccién de ambas cepas. Como muestra
la figura 3.13 la expresion de la int no se veia afectada en el mutante en rinA,
sugiriendo que RinA no interviene directamente en el control de la expresiéon de la

integrasa, al menos en las condiciones utilizadas en este estudio.

160 -
511

2 140
® 120 A O ArinA$ 11
c
2 100 -
o
2 80 -
(0]
2 60
£
o 40 -
2
) 20_ r

0 1 wemead™] : .

0 30 60

Figura 3.13. Cuantificacion de la expresion relativa a tiempo real del gen de la integrasa del
fago ¢11. Se tomaron muestras a distintos tiempos (0, 30 y 60 min) después de la induccién
con MC de las cepas RN451 (¢11) y JP4028 (ArinA ¢11). La expresion de cada gen se
normalizd con respecto a la expresion del gen gyrB. La cuantificacion relativa mediante el

método de Livak descrito en el aparato de material y métodos (Livak and Schmittgen, 2001).



Adicionalmente y para confirmar este resultado, analizamos la actividad de Int
en el mutante en RinA. Estudios previos habian identificado a la proteina Int como
esencial para la integracion y escision del fago ¢11 (Ye et al., 1990). Por lo tanto, en el
caso de que RinA controlara la expresion de la integrasa, en el mutante en rinA se
veria afectada la escision del fago. Realizamos una PCR con oligonucledtidos
especificos de la region flanqueante del atts del fago ¢11 para medir la capacidad de
escision de la cepa salvaje y del mutante en rinA. Como control se utilizé la cepa
mutante en int gue no es capaz de escindir. Como era de esperar, el mutante en rinA
escinde en igual medida que la cepa salvaje (Figura 3.14), mientras que no se produce
escision en el mutante en int del fago ¢11. Estos resultados confirman que RIinA no

interviene en la regulacion de la expresion de la integrasa del fago ¢11.

611

Aint  wt ArinA

Figura 3.14. PCR de escision. Tras la extraccion de DNA de muestras tomadas de un cultivo a
los 60 minutos tras la induccién con MC, se llevd a cabo la PCR utilizando oligonucleétidos
especificos de las regiones flanqueantes al atts del fago $11. Marcador (1 Kb Plus DNA Ladder,
Invitrogen), RN451 Aint ¢11 (carril 1), RN451 ¢ 11 (carril 2), RN451 ArinA ¢11 (carril 3).

Homodlogos a RinA controlan el empaquetamiento de fagos de bacterias Gram

positivas.

La proteina RinA del fago ¢11 es el prototipo de una familia de proteinas
conservadas y ampliamente distribuida entre otros bacteriéfagos de Gram-positivos.
Podemos encontrar homélogos a RinA en diversos fagos que infectan a otras
bacterias Gram positivas (Tabla 3.3), por lo que nos plateamos la posibilidad de que
este mecanismo descrito para RinA sea un mecanismo general de control del

empaguetamiento y lisis de fagos de Gram-positivos.



Tabla 3.3. Homélogos de RinA en fagos de bacterias Gram-positivas.

Especie

NUumero de acceso

Lactobacillus casei

YP_001987048.1]

Lactobacillus reuteri

ZP_03073841.1

Bacillus thuringiensis serovar pakistani str.

ZP_04123836.1]

Geobacillus sp. G11MC16

ZP_03149736.1]

Lactobacillus plantarum

ACT61868.1|

Enterococcus faecalis

AAO81076.1]

Lactococcus lactis subsp. lactis

YP_003353517.1|

Clostridium thermocellum

ABN53671.1|

Streptococcus suis

ZP_03626078.1|

Clostridium botulinum EES48701.1|
Listeria monocytogenes ADB68097.1|
Streptococcus gallolyticus YP_003429885.1|
Clostridium phage phiSM101 YP_699949.1|
Streptococcus equi subsp. equi YP_002747279.1|
Streptococcus pneumoniae ACA36251.1|
Lactococcus phage phiLC3 AAS66802.1|
Streptococcus pyogenes ABF36520.1|

Lactobacillus jensenii

ZP_05861716.1|

Bacillus cereus

ZP_04240708.1]

Bacillus clausii

YP_176339.1|

Streptococcus phage NZ131.2

YP_002285775.1|

Listeria welshimeri

YP_849416.1|

Streptococcus agalactiae

ZP_00782383.1|

Para evaluar el papel de estas proteinas homélogas a RinA en el control de la
expresion de los genes de empaquetamiento, clonamos en el plasmido pCN42 la
region codificante del gen homologo a rinA, la posible region promotora localizada
aguas arriba de la terS y la region 5 codificante del gen terS fusionado al gen
reportero B-lactamasa, de los profagos encontrados en Enterococcus faecalis,
Streptococcus pyogenes y Lactococcus lactis (Tabla 3.3), generando los plasmidos
pJP535 (E. faecalis), pJP543 (S. pyogenes), pJP564 (L. lactis). Como control se
generaron los plasmidos con las mismas construcciones pero mutantes en el gen
homdlogo a rinA (pldsmidos pJP537, pJP544, pJP565). Estos plasmidos se
introdujeron en la cepa RN4220 para realizar un ensayo de expresion del indicador de

la B-lactamasa.



Como se puede observar en la figura 3.15, se produjo un aumento de la

expresion de terS en las cepas con los plasmidos donde estaba clonado el gen rinA,

confirmando que los homdélogos a RinA son funcionales y que la RNA polimerasa de S.

aureus era capaz de interaccionar con las diferentes proteinas RinA y de reconocer las

regiones promotoras clonadas.
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Figura 3.15. Andlisis transcripcional de homélogos de RinA en fagos de bacterias Gram-

positivas.

En resumen, podemos decir que la activacion por RinA de los genes de

transcripcion tardia es una estrategia ampliamente distribuida y utilizada por los

bacteri6fagos de Gram-positivos para controlar el empaquetamiento fagico y la

lisis bacteriana mediada por fagos.






.  UNA SUPERFAMILIA DE REGULADORES
TRANSCRIPCIONALES CONTROLA EL
EMPAQUETAMIENTO Y LA LISIS DE BACTERIOFAGOS
DE GRAM-POSITIVOS






Resultados

A pesar de la amplia distribucion de la proteina RinA entre bacteriéfagos de
bacterias Gram-positivas, muchos de los fagos secuenciados que infectan a este tipo
de bacterias no codifican para homdlogos de RinA, lo que sugeria la existencia de
otras proteinas que desempefiarian el mismo papel regulador, o la existencia de otros
mecanismos implicados en la activacion de los genes tardios de estos fagos. En el
caso de que el primer supuesto fuese cierto, al realizar una busqueda extensiva dentro
de las bases de datos de genomas existentes analizando genes codificados en
posiciones similares dentro de sus genomas y con caracteristicas bioquimicas y
funcionales analogas a las descritas para la proteina RinA encontrariamos otros

posibles reguladores de la transcripcion tardia de bacteriéfagos en Gram-positivos.

Identificacion de posibles reguladores en diferentes fagos de bacterias Gram-
positivas.

Como hemos demostrado, la proteina RinA es un activador transcripcional de
los genes tardios presente en bacteriéfagos de bacterias Gram-positivas. Aunque
como hemos visto las proteinas RinA puedan diferir en algunos casos en cuanto a su
secuencia, todas ellas poseen una serie de caracteristicas comunes: son proteinas
bésicas y pequefias de alrededor de 130 residuos y estan situadas justo aguas arriba
del gen de la terminasa pequefia (terS), el primer gen del médulo de morfogénesis y
lisis.

Teniendo en cuenta estas caracteristicas analizamos las bases de datos de
genomas en busca de proteinas que compartieran estas caracteristicas y la misma
localizacién en el genoma del fago, y como resultado encontramos cuatro familias de
proteinas diferentes a RinA. Aunque no presentaban homologia de secuencia (Tabla
3.4, Figura 3.16), todas ellas cumplian las caracteristicas anteriormente mencionadas
para RinA, referente a carga, tamafio y posicion en el genoma, lo que sugeria que
podian ser reguladores transcripcionales del médulo de morfogénesis y de lisis de sus
respectivos fagos. Por ello, las denominamos de forma genérica Ltr, por las singlas en
inglés de Late trancriptional regulators. Al igual que ocurria con RIinA, estas proteinas
estaban presentes en diferentes bacteriéfagos que infectan una gran variedad de
especies bacterianas, entre las que podemos encontrar S. aureus, Staphylococcus
carnosus, E. faecalis, Enterococcus faecium, Bacillus thuringiensis, B. cereus,
Macrococcus caseolyticus, S. pneumoniae, S. pyogenes, S. suis, L. casei,

Brevibacillus brevis, Listeria innocua y L. monocytogenes (Tabla 3.4 y Figura 3.16).
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Figura 3.16. Arbol filogenético de las proteinas Ltr. Para realizar la comparativa se ha utilizado

el programa MEGAS. Los numeros indican los valores de los intervalos de confianza. Los

asteriscos indican los reguladores caracterizados en este estudio.
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Tabla 3.4. Homélogos de las proteinas Ltr en fagos de bacterias Gram-positivas.

Especie Ndmero de acceso
Familia I: ArpU
Entercoccus hirae CAA90711
Enterococcus faecalis phage phiFL2A YP_003347324*
Enterococcus faecium TX1330 EEI59987
Bacillus cereus ATCC 10876 ZP_04319074
Lactobacillus casei BL23 CAQ66402
Listeria monocytogenes EGD-e NP_465827
Listeria innocua Clip 11262 NP_471075
Listeria phage A118 NP_463531
Streptococcus pneumoniae EJ-1 NP_945275
Streptococcus suis 89/1591 ZP_03625181*
Streptococcus pyogenes MGAS315 NP_664754
Familia Il: LtrA (Sigma_70 r4)
Staphylococcus phage ¢$37 YP_240149*
Enterococcus faecalis phage phiFL4A ACZ64178
Enterococcus faecalis V583 NP_814123

Enterococcus faeium C68

ZP_05832578

Bacillus cereus ATCC 10876

ZP_04318786

Bacillus tuingensis ATCC 35646

ZP_00741150

Lactobacillus casei BL23

YP_001986923

Enterooccus faecium C68

ZP_05832578

Familia Ill: LtrB (DUF1492)

Streptococcus pneumoniae

ZP_01822960

Streptococcus suis 89/1591

ZP_03625554*

Streptococcus pyogenes NZ131

YP_002285386

Streptococcus pogenes M1 GAS

NP_269550

Streptococcus dysgalactiae

YP_002996849

Streptococcus infantarius

ZP_02920657

Streptococcus gallolyticus

ZP_07463829

Streptococcus urinalis

ZP_08727397

Familia IV: LtrC (Homologos ORF34 ¢55)

Staphylococcus aureus phage 55

YP_240527*

Staphylococcus phage PVL

NP_058499

Staphylococcus carnosus TM300

YP_002633590*

Staphylococcus warneri L37603

ZP_04679056

Staphylococcus haemolyticus JCSC1435

YP_253693

Macrococcus caseolyticus JCSC5402

YP_002560360

Brevibacillus brevis NBRC 100599

YP_002774582

*Proteinas caracterizadas en este estudio.
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Como hemos mencionado anteriormente, estas cuatro familias de proteinas,
junto con la previamente descrita RinA, formarian una superfamilia de proteinas

implicadas en la expresion de los genes tardios de los fagos.

La primera familia se corresponde con homadlogos de la proteina ArpU, que fue
descrita por primera vez como un regulador del enzima celular muramidasa-2 de
Enterococcus hirae (LLeo et al., 1995), aunque no se ha llevado a cabo mayor
caracterizacion de la misma. Inicialmente se describi6 como un gen codificado por la
bacteria, pero el analisis de la secuencia en la base de datos demuestra que este gen
esta codificado en el genoma de un fago. Dado que existen muchos fagos anotados
que han utilizado el nombre de ArpU al anotar las proteinas, hemos decido mantener
este nombre como identificador de esta familia de proteinas. Encontramos homélogos
de ArpU en un gran numero de bacteriéfagos de distintos géneros bacterianos como
Lactococco, Estreptococo o Enterococo, siendo después de RIinA la familia de

proteinas mas diseminada.

La segunda familia, a la que hemos denominado LtrA, estaria formada por un
grupo de proteinas con baja similitud con la regién 4 de algunos factores sigma
(Sigma70_r4) de la RNA polimerasa. Esta region de la subunidad sigma esta
involucrada en el reconocimiento de la secuencia -35 de algunos promotores
(Dombroski et al., 1992), lo que indica que estas proteinas podrian tener la capacidad
de unirse al DNA y reconocer especificamente regiones promotoras.

La tercera familia, LtrB, esta formada por proteinas con el dominio DUF1492.
Este dominio de proteinas esta altamente conservado entre los fagos de

Estreptococos aunque se desconoce su funcion.

Finalmente la dltima familia identificada, LtrC, esta formada por proteinas
homodlogas a la ORF34 del fago ¢55 de S. aureus cuya funcion también se desconoce.
Al contrario que con las otras familias, esta familia de proteinas no ha sido identificada
como tal previamente en las bases de datos. Asimismo, esta familia de proteinas

parece estar principalmente distribuida entre fagos que infectan a Estafilococos.

Como se ha comentado anteriormente, las diferentes familias de proteinas
reguladoras presentan una baja identidad en cuanto a su secuencia en nucleétidos.
Como se observa en la figura 3.17 al analizar la homologia entre estas familias de

proteinas no se observa ningun tipo de similitud.
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No conservado -6- Conservado

Figura 3.17 Homologia de las diferentes proteinas Ltr. Se ha escogido para la alineacién un
representante de cada familia de las diferentes proteinas Ltr. ArpU (E. faecalis fago phiFL2A,
YP_003347324); LtrA (S. aureus fago ¢37; YP_240149); RinA (S. aureus, fago 80aq;
YP_001285353); LtrB (Streptococcus suis 89/1591; ZP_03625554); LtrC (S. aureus fago ¢55;
YP_240527). http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/.

Sin embargo, al analizar estas mismas secuencias empleando métodos de
basqueda de motivos HMM y de reconocimiento de plegamiento de proteinas se
observa que comparten un dominio conservado, con alta similitud estructural que

comprende el motivo C-terminal de estas proteinas (Figura 3.18).
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A RinA ArpU LtrA

LtrB LtrC

RinA ArpU LirA
LirB LtrC

Figura 3.18 Modelaje de las proteinas Ltr. Se ha utilizado el método de Markov para detectar
homologias remotas entre proteinas (Karplus et al., 1998). A) Representacion esquemética de
la estructura predicha de los representantes de las diferentes familias de proteinas Ltr. Se
distinguen los dos dominios, el dominio N-terminal coloreado de azul y el C-terminal coloreado
de morado. B) Superposicion del dominio C-terminal de las diferentes proteinas Ltr. La
estructura de este dominio es virtualmente idéntica en todos los casos.

La delecion de los genes Itr elimina la produccion de particulas fagicas.

Con el objetivo de caracterizar estas proteinas y determinar su papel como
posibles activadores transcripcionales se eligieron dos candidatos de las familias ArpU
(proteina ArpU del fago phiFL2A de E. faecalis, YP_003347324) y LtrC (proteina
codificada por la ORF34 del fago ¢55 de S. aureus, YP_240527). Escogimos estas
proteinas porque ambas estan codificadas por fagos funcionales, capaces de
transducir otros elementos genéticos mdviles y pertenecen a las dos familias de
posibles reguladores mas divergentes a RinA (Figura 3.16).
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Para su caracterizacion, se obtuvieron mutantes por delecion de ambos genes
en sus profagos correspondientes, phiFL2A y ¢55, generando las cepas JP8039
(phiFL2A AarpU) y JP8071 ($p55 AltrC) respectivamente. Posteriormente, ambos
mutantes, junto con las cepas salvajes, se indujeron con MC y se analizé el ciclo del
fago (ERP) asi como la capacidad de ambos mutantes de producir particulas
infectivas. Para ello, se indujeron con MC las cepas salvajes y los mutantes y se
tomaron muestras a los 0, 60 o 90 minutos tras la induccion. Una vez procesadas, las
muestras se separaron en un gel de agarosa, donde se fotografiaron, para realizar
posteriormente un Southern blot con una sonda especifica para cada fago. Asumimos
que si se observa una banda significativa de replicacion, el fago previamente debe
haber escindido correctamente. Como se observa en la figura 3.19, en ninguno de los
dos casos se vio afectada la replicacion del mutante, ya que la intensidad de la banda
de replicacion es similar a la que presenta la cepa salvaje.

phiFL2A phiFL2AAarpU 055 0550034
0 9% 0 9 0 60 0 60
Sonda - B Sonda .
«— Bu < Bulk DNA
fago phiFL2A - fago ¢ 55 o — Y

Figura 3.19. Estudio de la replicaciéon de los mutantes en arpU del fago phiFL2A y ItrC del fago
$55. Tras la inducciéon con MC de cada cepa, se tomaron muestras a los tiempos indicados y
una vez procesadas, las muestras se separaron en un gel de agarosa para a continuacion
realizar un Southern blot con una sonda especifica para cada fago. La banda que aparece a los
60 (55) o 90 (phiFL2A) min se corresponde con el bulk de DNA que incluye el DNA

cromosomal y el DNA del fago en replicacion.

A continuacion testamos la capacidad de ambos mutantes para producir
particulas infectivas funcionales. Como se puede ver en la tabla 3.5, la delecion de las
proteinas Ltr elimind la produccion de particulas fagicas funcionales. Al mismo tiempo
no se observo lisis de los mutantes en arpU vy ItrC tras la inducciéon con MC, sugiriendo

gue ambos mutantes tendrian afectada la expresion de los genes de lisis.
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Tabla 3.5. Efecto en el titulo del fago en los mutantes de las proteinas Ltr2.

Cepa Titulo
donadora Fago Plasmido fago®
JP6880 phiFL2A 1.3 x 107
JP8039 phiFL2A AarpU <100
JP8841 phiFL2A AarpU  pBT2-arpUphirL2a 7 x 10*
JP2348 055 1.1x108
JP8071 $55 AORF34 <10
JP8172 055 AORF34 PCN51-ItrC¢ss 9.6 x 10*

3l a tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
bN° de calvas de fago x ml de cultivo inducido, usando RN4220 o JH2-2 como cepa receptora.

Para comprobar que el fenotipo observado se debia al gen delecionado, se
generaron los plasmidos pJP1115 (pBT2-arpUphirL2a) Y pJP1054 (pCN51-ItrC¢ss) donde
se clonaron los genes arpU y ItrC de los fagos phiFL2A y $55 bajo el control de un
promotor inducible por cadmio, y se introdujeron en las cepas mutantes
correspondientes para realizar la complementacion. La induccién con MC y cadmio de
las cepas complementadas restaurd el empaguetamiento, la lisis y la produccion de
particulas fagicas viables (Tabla 3.5), confirmando asi el papel regulador de estas
proteinas en sus respectivos fagos. Aungque en ambos casos se recupero el titulo, éste
no llegé a los niveles de las cepas salvajes, debido posiblemente a las diferencias en
los niveles de expresién de las proteinas Ltr o a que éstas no se expresan en el
momento adecuado en el ciclo de induccién del fago. La expresion desde el plasmido
de las proteinas Ltr comportaria una expresion prematura de los genes tardios del
fago y por lo tanto se produciria el empaquetamiento y la lisis celular antes de que se

haya producido correctamente la replicaciéon del fago.

Las proteinas Ltr son activadores transcripcionales del médulo de morfogénesis
y lisis.

Los resultados anteriores sugieren que al igual que ocurre con las proteinas
RIinA, las proteinas Ltr podrian controlar el empaquetamiento del fago mediante la
regulacion de la expresion de los genes del modulo de morfogénesis y lisis. Para
estudiar si estos mutantes tenian afectada la expresion de los genes implicados en
estos procesos medimos la expresion de diferentes genes representativos del modulo
de morfogénesis y de lisis utilizando PCR cuantitativa. Para ello las cepas lisogénicas
JP6888 (phiFL2A) y JP2348 (¢55), y sus derivados mutantes en los genes arpU vy ItrC,
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se indujeron con MC, se tomaron muestras a diferentes tiempos (0, 60 y 90 min) y se
cuantificaron los niveles de expresion relativa de los genes que codificaban para la
proteina portal, la proteina mayoritaria de la cabeza, la proteina mayoritaria del tallo y
la holina de cada fago (Figura 3.20). Como control medimos la expresion de los genes
ssb y dnaC relacionados con la replicacién del fago y que teéricamente pertenecen al
transcrito temprano de ambos fagos, por lo que no deberian estar controladas por las

proteinas Ltr.
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Figura 3.20. Representacion esquematica de la localizacién de los genes ltr junto con los
genes que forman parte del médulo de morfogénesis y lisis de los fagos phiFL2A y ¢55. Estan
marcados en negro aquellos genes utilizados en el estudio de la expresiébn mediante RT-
PCRa.

Como se observa en la Fig. 3.21, en los mutantes en los genes Itr se observa
una disminucion significativa (P<0.05) de la expresion de los genes que intervienen en
el empaquetamiento, formacion de la capside y lisis celular con respecto a la cepa
salvaje, pero no en los genes de replicacién. Estos resultados sugieren que las
proteinas Ltr son activadores transcripcionales del médulo de morfogénesis vy lisis de

sus respectivos fagos.
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Figura 3.21. Cuantificacion de la expresién relativa a tiempo real de diferentes genes del
modulo de morfogénesis y lisis de los fagos phiFL2A y ¢55 en las cepas salvajes y sus
derivados mutantes en los genes ltr. Se tomaron muestras a distintos tiempos (0, 60 y 90 min)
después de la induccién con MC de las cepas salvajes JP6880 (phiFL2A) y JP2348 ($55) y las
cepas mutantes JP8039 (AarpU) y JP8071 (AltrC). La expresion de cada gen se normalizo con
respecto a la expresion del gen gyrB. La cuantificacion relativa mediante el método de Livak

descrito en el aparato de material y métodos (Livak and Schmittgen, 2001).
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Identificacion de un promotor inducible por las proteinas Ltr aguas arriba de
terS.

Segun los estudios previos realizados sobre RinA y basandonos en la
organizacion del genoma de los fagos phiFL2A y ¢$55 (Figura 3.20), decidimos analizar
la existencia de un posible promotor controlado por las proteinas Ltr situado aguas
arriba del gen de la terminasa pequefia (terS), el primer gen del moddulo de
morfogénesis. Para determinar el posible sitio de inicio de la transcripcién de la terS y
localizar este posible promotor, se realizé un analisis mediante 5° RACE del RNA total
aislado tras la induccién con MC de las cepas JP6888 (phiFL2A) y JP2348 ($55). Se
identificé un sitio de inicio de la transcripcion para cada uno de estos fagos, que se
corresponde con una G localizada 28 bp (¢55) o 118 bp (phiFL2A) aguas arriba del
codon de inicio ATG de terS.

Las proteinas Ltr son los Unicos factores codificados por el fago necesarios

para la expresién de terS.

Con el objetivo de confirmar la existencia de un promotor situado aguas arriba
del gen terS y comprobar si la expresion de las proteinas Ltr es suficiente para inducir
la expresién de terS en ausencia del resto de proteinas del fago, utilizamos el
plasmido pCN42 que contiene un promotor inducible por cadmio y el gen indicador de
la B-lactamasa. Clonamos en este plasmido el fragmento de PCR que contenia la
secuencia codificante del gen arpU (phiFL2A) o ItrC ($55), cuya expresion estaria
controlada por el promotor de cadmio, el promotor de terS y la regién 5’ codificante del
gen terS correspondiente fusionado al indicador de pB-lactamasa, generando los
plasmidos pJP1007 (phiFL2A) y pJP1046 ($55). Como control amplificamos la misma
region pero mutante en los genes Itr generando los plasmidos pJP1008 (AarpUphiri2a) Y
pJP1047 (AltrC; ver esquema en figura 3.22).

Estos plasmidos se introdujeron en la cepa RN4220 y se midi6 la expresion del
indicador de la B-lactamasa. Como se observa en la figura 3.22 sélo se obtuvo
expresion del indicador B-lactamasa en las cepas RN4220 con los plasmidos que
expresaban las proteinas Ltr, confirmando que los reguladores ArpU y LtrC son los
unicos factores codificados por el fago necesarios para la expresion de su respectiva
terS. Asimismo, la ausencia de expresion del indicador de la B-lactamasa en el
plasmido mutante en los reguladores Ltr sugiere que al igual que en el caso de RinA,

existiria un terminador transcripcional en la zona intergénica entre los genes ltr y terS.
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Figura 3.22. Actividad reguladora de las proteinas Ltr. A) Representacion esquematica de las
diferentes fusiones transcripcionales de los fagos phiFL2A y ¢55. B) Las cepas RN4220 que

contenian los pldsmidos indicados se testaron en un ensayo de la actividad 3-lactamasa.

Especificidad y requerimientos minimos para la unién de las proteinas Ltr.

La gran cantidad de secuencias de genomas de fagos que codifican para
proteinas Ltr nos permite investigar tanto la especificidad como los requerimientos

minimos de DNA que posibilitan la union de las proteinas Ltr.

Examinando un gran ndmero de estos genomas se observa que fagos que
codifican diferentes proteinas Ltr, a veces codifican en su genoma el mismo médulo de
morfogénesis. Este es el caso de los fagos de S. aureus ¢$55 y $29. Ambos fagos

poseen un médulo de empaquetamiento muy similar. Sin embargo, el regulador de
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empaquetamiento del fago ¢$29 es un homoélogo de RinA (YP_240603), mientras que
en el caso del fago ¢55 es la proteina LtrC codificada por la ORF34 (Figura 3.23).

CTACTACAGTGACGAAAATGACAAAAATGACAGAAATGACGRAAAATGACACTATTTTTAAACTGTGAA
GTCTCTAAACTAGCCGAAGAATTAGGGGAATACTAAAAT TGACAGTAAAATGACAGTTTTTGACACCT

* * * * % * * * % * % ** Kk ok x % * * %

TTAATTTTATATAATTGACTTGTAAGAATTATCTTAAGACGTGGGGTAATAGCCACAACAGATGTTCT
AAAACGAGATATTATGATATTGTAAGAATTATCTTAAGACGTGGGGTAATAGCCACATTAGATGTTCT

* * * Kk kK kK Kk hkhkkhkhkhkhhkkh kA khhAkhhhkdhhkkhrkhhkhkdhkhrkhrkhhkhkhhkxk% Kk Kk kK kkk kK

CATCGATGTGATTGAGAAGTGACAAACATATAAAAGATGATATGTTACGCTATTAATCACTTACTACC
CATCGATGTGATTGAGAAGTGACAAACATGT-AAAGTTGATATGTTACGCTATTAATCACTTACTACC

KRKAXKAKNAKAKAKNKAAKAAKNKAAAAXAKAAKNA XA KX Kk KAk *k *AAIAKAAAAAAAIAAA A A AN A A A A A A A AR A Ak Kk

» <
» <

TGCCTATATGGTGGGTAGTTTAATTCTTGCAATTTGAGTCATAACTATTTTCCTCCTTTCACATTTAT
TGCCTATATGGTGGGTAGTTTAATTCTTGCAATTTGAGTCATAACTATTTTCCTCCTTTCACATTTAT

AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A kA A A A Ak hA kA A Ak Ak kA kh k%

+1
TGAACGTAGCTCCTGCACAAGATGTAGGGGCATTTTTGTATTTAAATAACTAGAGTAATTAACGTAAA
TGAACGTAGCTCCTGCACAAGATGTAGGAGCATTTTTATATTTAAATAACTAGAGTAATTAACGTAAA

KA KR KA AR A A A A A A AR A A AR AR A A AR AR A A A A A h kA hh Ak hhkhkhhhk Ak hkh Ak hkhhhkhkhkhkhkdhhkrhkhrkhkkk

terS
GGCGTGTGATACAGTGAAAACAATTGATTAAATTAACACCGAAGCAAGAAAAGTTTGTA
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Figura 3.23. Representacién esquematica de la regién intergénica entre los genes ltr y terS de
los fagos ¢55 (linea superior) y ¢$29 (linea inferior). Los asteriscos muestran los nucleétidos
conservados entre ambos. Las secuencias que corresponden al final del gen ltr y el principio
del gen terS estan marcadas en rojo y azul respectivamente. El nucleétido +1 que marca el
inicio de la transcripcion del gen terS en el fago ¢55 estd marcado en rosa. Las flechas indican
las repeticiones invertidas que podrian ser un posible terminador transcripcional. Las lineas
azules muestran las secuencias con repeticiones directas que podrian intervenir en la unién de

la proteina Ltr.

Con el objetivo de comprobar la especificidad entre las distintas proteinas Ltr y
las secuencias promotoras, examinamos si existia reactividad cruzada entre estos
reguladores. Para ello, analizamos si el regulador RinA del fago ¢$29 era capaz de
activar la expresion de terS del fago ¢$55, clonando el gen rinA del fago ¢29 en el
plasmido pCN51 e introduciendo dicho plasmido (pJP1114) en la cepa mutante en ItrC

del fago ¢55. Asimismo, también complementamos el mutante en ItrC con el plasmido
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pJP1050, un derivado del pldsmido pCN51 con el gen arpU del fago phiFL2A. Como
se observa en la tabla 3.6, no existia reaccibn cruzada entre los diferentes
reguladores, ya que solo la cepa con la complementacion del regulador del fago ¢55

(pJP1115) fue capaz de restaurar el fenotipo salvaje.

Tabla 3.6. Efecto en el titulo del fago en el mutante en ItrC con los plasmidos con las diferentes

proteinas Ltra,

Cepa Titulo
donadora Fago Plasmido fago®
JP8172 55 AltrC PCN51-ItrCyss 9.6 x 104
JP8636 55 AltrC PCN51-rinACyss <10
JP8635 $55 AltrC PCN51-arpUphirL2a <10

3l a tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
bN° de calvas de fago x ml de cultivo inducido, usando RN4220.

Al no existir reactividad cruzada entre las diferentes proteinas reguladoras
examinamos qué zonas divergentes de la region intergénica podrian intervenir en la
union de la proteina reguladora. La regién intergénica entre el gen que codifica para la
proteina reguladora Ltr y el gen terS de los fagos $29 y ¢$55, incluyendo el terminador y
la region promotora de terS, es practicamente idéntica excepto en el extremo 5 de
esta regioén, justo después del final del gen que codifica para LtrC o RinA (Figura 3.23).
En esta regién divergente encontramos, tanto en el caso del fago $29 como en del
fago ¢55, varias repeticiones directas situadas inmediatamente después del final del
gen que codifica para los genes Itr. En el caso del fago $29 (RinAy29), encontramos en
la region intergénica el mismo numero de repeticiones y con la misma longitud que
aquellas observadas en la region intergénica entre rinA y terS del fago 80a. Sin
embargo aunque las repeticiones del fago ¢55 tienen la misma longitud (que no la
misma secuencia), en este caso su numero es mayor, presentando cuatro
repeticiones. Asimismo, al analizar la regién intergénica entre arpU y terS del fago
phiFL2A también encontramos tres repeticiones directas de 7 nucleétidos de longitud

en la misma posicion (Figura 3.24).
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80a GAGTGAAATTGGCAGTAAAGTGGCAGTTTTTGATACCTAAAATGAG
$29 TACTAAAATTGACAGTAAAATGACAGTTTTTGACACCTAAAACGAG
$55 CAGTGACGAAAATGACAAAAATGACAGAAATGACGAAAATGACACT
phiFL2A TAAATAATTTTGGCGGTTTTTTGGCGGAAAGTTGGCGGTTTTTATA

Figura 3.24. Representacion esquematica de las diferentes repeticiones presentes en las
regiones intergénicas de los fagos 80a (RinA), $29 (RinA), ¢$55 (LtrC) y phiFL2A (ArpU). Las
secuencias corresponden al final del gen lItr (en rojo) y el principio de la region intergénica. Las

repeticiones estan subrayadas y resaltadas en negrita.

La presencia de estas repeticiones en el extremo 5' de las zonas divergentes
de las regiones intergénicas de tres familias diferentes de reguladores sugeriria que

estas repeticiones podrian ser el sitio de unién de las proteinas Ltr al DNA.

Para estudiar esta hip6tesis nos planteamos comprobar si las repeticiones
presentes en la region intergénica eran absolutamente necesarias para la actividad de
la proteina Ltr. Para ello, clonamos en el plasmido pCN41 la region intergénica entre
rinA 'y terS del fago ¢$29, donde la region 5’ del gen que codifica para la terS se fusiono
con el gen indicador de la B-lactamasa. De la misma forma se realizaron otros tres
clonajes en pCN41 donde se amplific6 esta misma regiébn pero cambiando los
nucleétidos de la secuencia de las repeticiones por el nucleétido A, sustituyendo la
primera, la segunda o ambas repeticiones. Estos plasmidos fueron introducidos en la
cepa JP7904, cepa liségena para el fago $29 y se analizé la expresion del indicador 8-
lactamasa tras la induccién del fago. Como se observa en la figura 3.25, Unicamente
se observd expresion del chivato en la cepa con el plasmido con las 2 repeticiones

intactas.

Del mismo modo, analizamos el papel de las cuatro repeticiones presentes en
la zona intergénica del fago ¢55. Asi pues, mientras que la induccion del fago ¢55
incrementod la expresion del indicador B-lactamasa en la cepa lis6gena para el fago
$55 con el pldsmido pJP1221, un derivado del pCN41 donde se amplifico la region
intergénica entre ItrC y terS del fago ¢55, no se observé incremento de expresion de la
B-lactamasa en la cepa lisogénica para el fago ¢55 con el plasmido pJP1227, en el
gue se amplific6 la misma regién pero sustituyendo la secuencia de las cuatro

repeticiones por el nucleétido T (Figura 3.25). En un intento por determinar si es
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necesaria la presencia de todas las repeticiones o no, se realizaron otros cuatro
clonajes en los que Unicamente se sustituyé una de las repeticiones por el nucleétido
T. Estos plasmidos se introdujeron en la cepa lisdgena para el fago ¢55 (JP2348) y se
midio la expresion del indicador de la B-lactamasa después de la induccién del fago
(Figura 3.25). En ninguna de estas cepas se observé incremento de la expresion del
gen reportero, sugiriendo gque todas las repeticiones son necesarias en el proceso de

activacion llevado a cabo por la proteina reguladora LtrC del fago ¢55.

29

AATTGACAGTAAARATGACAGTTTT pJP1214
AATAAAAAAARARATGACAGTTTT pJP1216
AATTGACAGTAAARAAAAAAAATTT pJP1217
AATAAAAAAAAARAAAAAAAATTT pJP1218

55

CGAAAATGACAAAAATGACAGAAATGACGAAAATGACA pJP1221
CGATTTTTTTAATTTTTTTAGTTTTTTTGATTTTTTTA pJP1227
CGATTTTTTTAAAAATGACAGAAATGACGAAAATGACA pJP1223
CGAAAATGACAATTTTTTTAGAAATGACGAAAATGACA pJP1224
CGAAAATGACAAAAATGACAGTTTTTTTGARAAATGACA pJP1225
CGAAAATGACAAAAATGACAGAAATGACGATTTTTTTA pJP1226

phiFL2A
TTTTGGCGGTTTTTTGGCGGAAAGTTGGCGGTT pJP1007
TTAAAAAAATTTTAAAAAAAAAAGAAAAAAATT pJP1228

0 100 200 300 400 500

Actividad B-lactamasa

Figura 3.25. Papel de las repeticiones en la activacion mediada por RinA, LtrC y ArpU. A)
Representacion esquematica de los plasmidos con las diferentes fusiones transcripcionales de
los fagos ¢29, 55 y phiFL2A. Se resaltan las repeticiones en negrita y aquellas repeticiones
mutadas aparecen subrayadas. B) Las cepas RN4220, o RN4220 lis6gena para los fagos ¢29 o

$55 segun cada caso, que contenian los plasmidos indicados se testaron en un ensayo de
actividad de la B-lactamasa.
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Por dltimo analizamos las repeticiones presentes en el fago phiFL2A de E.
faecalis. Como habiamos hecho anteriormente, decidimos caracterizar la posible zona
de union de la proteina ArpU y para ello utilizamos el plasmido anteriormente utilizado
pJP1007. Como control generamos un derivado del plasmido pCN42 donde
amplificamos la misma regién pero sustituyendo la secuencia de las tres repeticiones
por el nucleétido A (pJP1228). Estos plasmidos fueron introducidos en la cepa RN4220
y se midi6 la expresion del indicador de la B-lactamasa después de la induccién con
cadmio. Como se observa en la Figura 3.25, las repeticiones son necesarias para la

transcripciéon de la terS dependiente de ArpU.

Asi pues, estos resultados sugieren que las repeticiones directas presentes
inmediatamente después de la region codificante de sus respectivas proteinas
reguladoras serian las secuencias de reconocimiento para la unién de las proteinas
Ltr. No obstante, no nos permiten afirmar si estas repeticiones son suficientes o no
para posibilitar la union de las proteinas Ltr. Con el objetivo de responder a esta
pregunta utilizamos inicialmente los plasmidos pJP1207, pJP1214 y pJP1221. Estos
derivados del plasmido pCN41 contienen la regién promotora de la terS, incluyendo las
repeticiones, y la region &' codificante de la terS fusionada al indicador de la B-

lactamasa, de los fagos 80a, $29 y $55 respectivamente.

Tanto el fago 80a como el ¢$29 codifican para proteinas RinA con una
homologia muy elevada. Estos fagos también presentan unas repeticiones y la
secuencia flanqueante a estas repeticiones practicamente (aunque no completamente)
idénticas. En cambio el resto de la secuencia que se amplificé para clonar en estos
plasmidos, incluyendo la regién intergénica y el inicio del gen terS son totalmente
diferentes. Por el contrario, el fago ¢55 que codifica para LtrC tiene unas repeticiones y
su secuencia flanqueante totalmente diferente de la presente en los fagos 80a y ¢29,
aungue como ya se habia indicado anteriormente el resto de la secuencia amplificada
del fago ¢55 es esencialmente idéntica a la presente en el fago ¢$29 y totalmente
diferente a la del fago 80a. Una representacion grafica de estas secuencias se puede

observar en las Figuras 3.23 y 3.26.
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TGAAATTGGCAGTAAAGTGGCAGTTTTTGATACCTAAAATGAGATATTATGATAGTGTAGGATATTGA
TAAAATTGACAGTAAAATGACAGTTTTTGACACCTAAAACGAGATATTATGATATTGTAAGAATTATC
LN

Kk Ak khkkk kkhkkhkkhkhkkhk kk kkhkrhkkkhkhkhkkhkhkkhk khkhkhkkkhkrkhkkhk hhkhkkhkhkkkhkkhkkhkrkkhkkx krxkk kxk *

CTATCTTACTGCGTTTCCCTTATCGCAATTAGGAATAAAGGATCTATGTGGGTTGGCTGATTATAGCC
TTAAGACGTGGGGTAATAGCCACATTAGATGTTCTCATCGATGTGATTGAGAAGTGACAAACATGTAA

* * * x * * * * * * * * * * *

AATCCTTTTTTAATTTTAAAAAGCGTATAGCGCGAGAGTTGGTGGTAAATGAAATGAACGAAAAACAA
AGTTGATATGTTACGCTATTAATCACTTACTACCTGCCTATATGGTGGGTAGTTTAATTCTTGCAATT

* K * kK kK X * x * Kk Kk * * * * Kk Kk Kk * * *

AAGAGATTCGCAGATGAATATATAATGAATGGATGTAATGGTAAAAAAGCAGCAATTTCAGCAGGTTA
TGAGTCATAACTATTTTCCTCCTTTCACATTTATTGAACGTAGCTCCTGCACAAGATGTAGGAGCATT

* * * * * * * x **x % * x K * * * Kk ok k *

TAGTAAGAAAACAGCAGAGTCTTTAGCAAGTCGATTGTTAAGAAATGTTAATGTTTCGGAATATATTA
TTTATATTTAAATAACTAGAGTAATTAACGTAAAGGCGTGTGATACAGTGAAAACAATTGATTAAATT

* * * * * % * * kK * * * % K * ok * * * ok

ATATCTAGATTGGCGGAAGAGTTAGGGGAAGAGTGAAAT TGGCAGTAAAGTGGCAGTTTTTGATACCT
CTACTACAGTGACGAAAATGACAAAAATGACAGAAATGACGAAAATGACACTATTTTTAAACTGTGAA
* K * x K * EIE * * RS * K
AAAATGAGATATTATGATAGTGTAGGATATTGACTATCTTACTGCGTTTCCCTTATCGCAATTAGGAA
TTAATTTTATATAATTGACTTGTAAGAATTATCTTAAGACGTGGGGTAATAGCCACAACAGATGTTCT

* % % *kxk kK *kxk kK * * % * ok xk * * % *

TAAAGGATCTATGTGGGTTGGCTGATTATAGCCAATCCTTTTTTAATTTTAAAAAGCGTATAGCGCGA
CATCGATGTGATTGAGAAGTGACAAACATATAAAAGATGATATGTTACGCTATTAATCACTTACTACC

* * * % * * * * % % * % *  x * * * *

GAGTTGGTGGTAAATGAAATGAACGAAAAACAAAAGAGATTCGCAGATGAATATATAATGAATGGATG

TGCCTATATGGTGGGTAGTTTAATTCTTGCAATTTGAGTCATAACTATTTTCCTCCTTTCACATTTAT
* * * ok K% * * %k * % * *

TAATGGTAAAAAAGCAGCAATTTCAGCAGGTTATAGTAAGAAAACAGCAGAGTCTTTAGCAAGTCGAT

TGAACGTAGCTCCTGCACAAGATGTAGGGGCATTTTTGTATTTAAATAACTAGAGTAATTAACGTAAA
* ok KKk *HkKk ok * % * ok * Kk x * Kk xx *

TGTTAAGAAATGTTAATGTTTCGGAATATATTAA

GGCGTGTGATACAGTGAAAACAATTGATTAAATT
* * * *

Figura 3.26. Representacion esquematica de la region intergénica entre los genes ltr y terS. A)
fago 80a (linea superior) y $29 (linea inferior). B) fago 80a (linea superior) y $55 (inferior). Los
asteriscos muestran los nucleétidos conservados entre ambos. Las secuencias que
corresponden al final del gen ltr y el principio del gen terS estan marcadas en rojo y azul
respectivamente. Las lineas azules muestran las secuencias con repeticiones directas que

podrian intervenir en la union de la proteina Ltr.
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Los plasmidos pJP1207 (80a), pJP1214 ($p29) y pJP1221 ($55) se introdujeron
en las cepas RN10359 (80a), JP7904 ($29) y JP2348 ($55), y los profagos residentes
presentes en estas cepas se indujeron con MC. Posteriormente se midio la expresién
del indicador de la B-lactamasa. Como se muestra en la figura 3.27, solamente se
obtuvo expresion del indicador en aquellas cepas que poseian la pareja fago y
plasmido con la region de las repeticiones correspondiente al profago residente,
confirmando la especificidad entre proteina Ltr y sus correspondientes repeticiones.
Cabe destacar que aunque existe reaccion cruzada entre las cepas RN10359 (80a) y
JP7904 ($p29) y los plasmidos pJP1207 y pJP1214, la expresion del indicador es mas
elevada en aquellas cepas que poseen el fago y su pladsmido correspondiente. Este

fendmeno se analizard més adelante.

m pJP1207 (80a)
m pJP1214 (6 29)

200 O pJP1221 (¢ 55)

450 +
400 - T
350 -
300 -
250 A
200 +
150 +
100 -
50 -

0 - -

RN10359 (80a)  JP7904 (6 29) JP2348 (6 55)

Actividad B-lactamasa

Figura 3.27. Ensayo de la actividad B-lactamasa de los diferentes plasmidos con las regiones
intergénicas de los fagos 80a, $29 y ¢$55 en las cepas lisogénicas para los fagos 80a, $29 y

$55.

Los resultados previos sugerian que la region que contenia las repeticiones era
necesaria y suficiente para la unién de la proteina Ltr. Para confirmar este resultado se
generaron unas construcciones quiméricas en el plasmido pCN41 en donde se
intercambiaron las regiones que contenian las repeticiones de los fagos 80a y ¢55.
Como se ha visto anteriormente, estos fagos poseen reguladores de diferentes
familias y las secuencias entre ellos son totalmente diferentes. Se generaron los
plasmidos pJP1232, que contiene la regidn con las repeticiones del fago 80a
fusionada a la region intergénica y la secuencia 5 del gen terS del fago ¢55, y el

plasmido pJP1234, que contiene la regién con las repeticiones del fago $55 fusionada
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a la region intergénica y la secuencia 5 del gen terS del fago 80a. Se utilizé una
aproximacion similar para generar quimeras entre los fagos de S. aureus 80a y ¢55y
el fago de E. faecalis phiFL2A. Se generaron los plasmidos pJP1233 y pJP1235 que
contenian las secuencias con las repeticiones de los fagos 80a o ¢55 fusionadas a la
region intergénica, sin las repeticiones, y a la secuencia 5’ de la terS del fago phiFL2A.

Un esquema de todas estas construcciones se muestra en la figura 3.28.

H 80a

o ¢55

80a RinA pJP1207

pJP1221
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¢ 55 LtrC

pJP1234

phiFL2A ArpU pJP1051

pJP1233

pJP1235
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0 100 200 300 400 500 600

Actividad B-lactamasa

Figura 3.28. Intercambio de las repeticiones en las regiones intergénicas de las diferentes
proteinas reguladoras. A) Representacién esquematica de los plasmidos con las diferentes
fusiones transcripcionales de los fagos 80a (rojo), $55 (azul) y phiFL2A (verde), con las
repeticiones marcadas en color sélido, las regiones intergénicas marcadas con rayas y la
secuencia 5 de la terS marcada con rombos. También se muestra el esquema de las
diferentes quimeras. B) Las cepas RN10359 y JP2348, lisogénicas para los fagos 80a y ¢55
respectivamente, con los plasmidos indicados se testaron en un ensayo de la actividad (-

lactamasa después de ser inducidas.

Estos plasmidos se introdujeron en las cepas RN10359, lisogénica para el fago

80a, y en la cepa JP2348, lisogénica para el fago ¢55. Posteriormente se midi6 la

64



Resultados

expresion del indicador de la B-lactamasa después de la induccion del profago
residente de cada cepa. Nuestra hipétesis de trabajo era que las diferentes proteinas
Ltr producidas después de la induccién del profago activarian Gnicamente la expresion
de la PB-lactamasa en aquellas construcciones que tuviesen las repeticiones
especificas para su proteina Ltr. Esta hipétesis resulté ser cierta y como podemos ver
en la figura 3.28, tanto el fago 80a como el $55 solamente fueron capaces de inducir la
expresion de la B-lactamasa de aquellas plasmidos que contenian sus propias
repeticiones. Resumiendo, todos estos resultados sugerian que las regiones que
contienen las repeticiones son necesarias y suficientes para la unién especifica de la

unién de las proteinas Ltr.

El extremo C-terminal controla la afinidad de las proteinas Ltr por las

repeticiones presentes en la zona promotora.

Como hemos visto, al realizar la reacciéon cruzada entre los fagos 80a y ¢$29
con los plasmidos pCN41 en los que se habian clonado la region promotora con las
repeticiones de cada uno de ellos, existian diferencias en la expresion del gen
reportero. Los fagos 80a y ¢$29 codifican para dos proteinas RinA que son idénticas
excepto en el extremo C terminal de la proteina, donde encontramos algunas

sustituciones (Figura 3.29).

No conservado  [JEI3%5 « 7Bl Conservado

80a
29

80a
29

80
$ 29

Q

Figura 3.29. Homologia de las proteinas RinA de los fagos 80a (YP_001285353) y ¢29
(YP_240603). http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/.
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Asimismo, cuando examinamos la secuencia de las repeticiones en estos fagos
observamos que son iguales excepto en una base (Figura 3.24 y 3.26.A). Teniendo en
cuenta estos resultados y las observaciones anteriores, nos preguntamos si las
diferencias en la regién C-terminal de las proteinas RinA explicarian esta diferencia en
la especificidad por sus respectivas secuencias de union. A fin de comprobar esta
hipétesis generamos derivados del pldsmido pCN41 en donde se amplifico la regién
intergénica de los fagos 80a y ¢$29 pero intercambiando solamente las repeticiones,
generando los plasmidos pJP1212 (region intergénica del fago 80a) y pJP1219 (region
intergénica del fago ¢$29) (Figura 3.30).

A B B 80a

o ¢29

pJP1207
(80a-rep80a)

pJP1214
(o 29-repd 29) |_1

pJP1212
(80a-repd 29) |_‘

pJP1219
(¢ 29-rep80a)

0 100 200 300 400 500
Actividad B-lactamasa

Figura 3.30. Intercambio de las repeticiones en las regiones intergénicas de los fagos 80a y
$29. A) Representacion esquemdtica de los pldsmidos con las diferentes fusiones
transcripcionales de los fagos 80a (azul) y $29 (verde), con las repeticiones marcadas en color
sélido, las regiones intergénicas marcadas con rayas y la secuencia 5 de la terS marcada con
rombos, y las diferentes quimeras. B) Las cepas RN10359 (azul) y JP7904 (gris) lisogénicas
para los fagos 80a y ¢$29 respectivamente, que contenian los plasmidos indicados se testaron

en un ensayo de la actividad B-lactamasa.
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Los diferentes plasmidos fueron introducidos en las cepas RN10359 y JP7904,
lisogénicas para los fagos 80a y ¢$29 respectivamente, y se midid la expresion del
indicador de la B-lactamasa después de inducir estas cepas con MC. Como se aprecia
en la figura 3.30, se observd6 mayor incremento de la expresion del indicador en
aguellas cepas donde la proteina RinA se correspondia con su secuencia de repeticion
propia. En conclusién, estos resultados demuestran que la regiéon C-terminal de la
proteina RinA esta involucrada especificamente en el reconocimiento de la regién de

unién de la proteina reguladora.

Las proteinas Ltr se unen especificamente a la region promotora de terS.

Los resultados previos sugieren que las proteinas Ltr se unen de forma
especifica y Unicamente a sus respectivas regiones de union, donde se encuentran las
repeticiones caracterizadas anteriormente. Para confirmar esta hipotesis se sobre-
expresaron en E. coli y se purificaron las proteinas ArpU (phiFL2A) y LtrC (¢55), a fin
de realizar un ensayo de electroforesis en gel de retardo. Las proteinas recombinantes
purificadas se incubaron con un fragmento marcado de PCR de 100 bp que
comprendia la posible region de unién con las repeticiones de cada una de las
proteinas Ltr. Como se observa en la figura 3.31, las proteinas recombinantes

Unicamente retrasaron la movilidad de sus respectivas secuencias de union.

A
ArpU B LtrC
- e « et bl Y«
— e ey L * - e e H u banid - .
Repeticiones arpU Repeticiones /trC Repeticiones arpU Repeticiones /trC

Figura 3.31. Experimentos de unién de las proteinas Ltr a la regidn promotora de terS. Se
midié la movilidad electroforética de un fragmento marcado con digoxigenina de la region
intergénica de los fagos phiFL2A (repeticiones arpU) y ¢55 (repeticiones ItrC), en presencia de
cantidades crecientes de proteina purificada ArpU (A) y LtrC (B). Los asteriscos indican los
fragmentos de PCR marcados mientras que las flechas indican los fragmentos que retrasaron

su movilidad.
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Asimismo la proteina ArpU se incub6 con fragmentos marcados de DNA donde
se sustituyeron las repeticiones, bien una a una individualmente, bien en bloques de
dos o incluso las tres repeticiones a la vez. Como se observa en la figura 3.32, la
movilidad del fragmento de PCR se vio parcialmente afectada en el caso de las
mutaciones individuales y se elimin6 completamente cuando se incub6 con los
fragmentos con dos o tres repeticiones mutadas, o que sugiere que la presencia de
las repeticiones es imprescindible para la union de la proteina reguladora a la region

intergénica de terS.

A

arpU-terS 5’ — TAATTTTGGCGGTTTTTTGGCGGAAAGTTGGCGGTTTTTATACGAATT TGAGTGCTAATATAGTAATATCGARAG — 3’

Mut1 5 — TAATTAAAAAAATTTTTTGGCGGAAAGTTGGCGGT TTTTATACGAATTTGAGTGCTAATATAGTAATATCGARAG — 3’
Mut2 5 — TAATTTTGGCGGTTTTAAAAAAAAAAGTTGGCGGTTTTTATACGAATTTGAGTGCTAATATAGTAATATCGARAG — 3’
Mut3 5 — TAATTTTGGCGGT TTTTTGGCGGAAAGAAAAARATTTTTATACGAATTTGAGTGCTAATATAGTAATATCGARAG — 3’
Mut4 5 — TAATTAAAAAAATTTTAAAAAAAAAAGTTGGCGGT TTTTATACGAATTTGAGTGCTAATATAGTAATATCGARAG — 3’
Mut5 5 — TAATTAAAAAAATTTTTTGGCGGAAAGAAAAAAATTTTTATACGAATTTGAGTGCTAATATAGTAATATCGARAG — 3’
Mut6 5 — TAATTTTGGCGGT TTTAAAAAAAAAAGAAAAAAATTTTTATACGAATTTGAGTGCTAATATAGTAATATCGARAG — 3’
Mut7 5 — TAATTAAAAAAATTTTAAAAAAAAAAGAAAAAAATTTTTATACGAATTTGAGTGCTAATATAGTAATATCGARAG — 3’
B ArpU

arpU-terS
arpU-terS

- o~ ~© - w © ~
5 5 5 5 5 5 5 SondaDNA
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Figura 3.32. Experimentos de union de las proteinas ArpU a la regiéon promotora de terS. A)
Secuencia de los fragmentos de PCR amplificados y marcados con digoxigenina en donde se
han resaltado las repeticiones. B) Ensayo de movilidad electroforética de los fragmentos
marcado con digoxigenina de la regién intergénica del fago phiFL2A, en donde se han mutado
las repeticiones, en presencia de la proteina purificada ArpU.

Estos resultados confirman que las proteinas Ltr activan la transcripcion de la

terS mediante la unién especifica a la regién de DNA gue contiene las repeticiones.
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Los represores cl codificados por los fagos controlan directamente la expresion

de las proteinas Ltr.

Después de caracterizar como se regulaba la activacion llevada a cabo por las
proteinas Ltr nos preguntamos como se regularian ellas a su vez. Las proteinas Ltr
estan codificadas justo al final del médulo de replicacion de los fagos (Figura 3.33).
Los genes presentes dentro del modulo de replicacion, desde el antirrepresor cro,
primer gen de este modulo, hasta el regulador de empaquetamiento Ltr, estan
codificados en la misma orientacion, con poca distancia intergénica entre ellos lo que
sugiere que conforman una Unica unidad transcripcional bajo el control del propio

represor codificado por el fago.
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Figura 3.33. Representacion esquematica de la localizacion de los genes del fago 80a (A), $55
(B) y phiFL2A (C) desde la integrasa, primer gen del fago, hasta la terminasa pequefia, primer
gen del modulo de morfogénesis. Marcados en negro estan los genes cro y ltr, primer y dltimo

gen del modulo de replicacion.
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En un intento de caracterizar las unidades transcripcionales de los distintos
fagos se realizaron ensayos de northern blot con el RNA aislado después de la
induccién con MC de los fagos 80a, ¢55 y phiFL2A, utilizando sondas que hibridarian
en el gen cro o antirepresor y el gen Itr de cada uno de estos fagos. En el fago 2, el
gen cro, perteneciente al médulo de lisogenia y cuya expresion es previa a la de los
genes de replicacion, tiene una funcion antagonista al represor cl y posibilita la
activacion del ciclo litico del fago (Little et al., 1999). El analisis de los northern blots
revel6 bandas de hibridacion especifica en algunas muestras, aunque no en todas,
que aparecian a los tiempos adecuados y que poseian un tamafio de entre 2 y 4 Kb
(Figura 3.34). Este hecho, junto con la ausencia de hibridacion en algunas muestras,

sugiere que el RNA es rapidamente procesado.

phiFL2A ¢ 55 80a

cro Itr cro Itr cro Itr

6948 —»
4742 —»

2661

1821 —
1517 —»

Figura 3.34. Analisis transcripcional de los fagos 80a, $55 y phiFL2A. Se realiz6 analisis
mediante northern-blot del RNA extraido a los 60 minutos después de la induccion con MC de
las cepas RN10359 (80a), JP2348 (¢55), JP6880 (phiFL2A) de dos experimentos
independientes (5 pg). Se utilizaron como sondas un fragmento de los genes cro o Itr marcados
con digoxigenina. A la izquierda aparecen los tamafios en bp del marcador. En la parte superior

se indica la sonda utilizada en cada caso.

Para seguir investigando la unidad transcripcional en donde se hallan los genes
Itr utilizamos el fago 80a como modelo. En primer lugar se extrajo el RNA a los
tiempos 0, 30 y 60 minutos después de la induccion con MC de la cepa RN10359,
lisogénica para el fago 80q, y posteriormente este RNA se utilizé para realizar ensayos
de tiling microarray. Los tilling microarrays se disefiaron con sondas especificas que
hibridaban de forma solapante entre ellas en 13 0 14 nucleétidos a lo largo de todo el

genoma del fago 80a. La figura 3.35 muestra las sefales de hibridaciéon del tiling
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microarray utilizando el RNA obtenido a diferentes tiempos después de la induccién
del ciclo del fago.
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Figura 3.35. El represor del fago CIl controla la expresion de rinA. Analisis de los tiling
microarrays del RNA del fago 80a extraido sin induccion del fago (negro) o a los 30 (rojo) o 60
minutos (verde) después de la induccion. En la parte central de la figura se muestran en azul la
localizacion de los genes del fago 80a. Las graficas muestran la expresion de cada gen a los
tiempos indicados tanto en la hebra codificante (grafica superior) como en la no codificante
(gréfica inferior).

Como se observa en la figura 3.35, el fago 80a muestra una transcripcién basal
en ausencia de induccién debida posiblemente a la induccion espontanea que ocurre
en algunas células en determinadas condiciones de crecimiento. A los 30 minutos
después de la induccion del fago se observa la aparicion de un transcrito que va desde
el gen cro hasta rinA. Este resultado confirmaria que el gen rinA pertenece a la unidad
transcripcional temprana y la existencia de un terminador transcripcional entre rinA 'y
terS. Asimismo este resultado sugiere que estos genes pertenecen al mismo operén y
son co-transcritos en la misma unidad transcripcional que est4 controlada por el

represor Cl codificado por el propio fago.

No obstante este resultado no descarta completamente la posibilidad de que la
transcripcion de rinA pueda ser activada por algin gen controlado a su vez por el
represor del fago y presente en el médulo de replicaciéon del fago. Para descartar esta

posibilidad, generamos los plasmidos pJP1195, donde clonamos la regién de DNA del
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fago 80a que comprende desde el represor cl hasta el gen rinA, el cual se fusioné al
gen indicador de la B-lactamasa. Como controles obtuvimos los plasmidos pJP1196,
donde se amplificé la misma regién pero siendo mutante para el represor cl, y el
plasmido pJP1197, donde se amplificé esta region pero sin el represor ni la regién
promotora entre cl-cro (Figura 3.36). Estos plasmidos se introdujeron en la cepa de S.
aureus RN4220, que no contiene en su genoma ningun fago, y se midi6 la expresion
del indicador B-lactamasa.
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Figura 3.36. Representacion esquematica de las diferentes fusiones transcripcionales para
analizar la expresion de rinA. Los plasmidos fueron introducidos en la cepa RN4220 y se
realizd un ensayo de la actividad B-lactamasa en la fase de crecimiento exponencial o después

de la infeccién del fago 80a.

Como era de esperar se observo un incremento de la expresion del indicador
en la cepa que contenia el plasmido mutante en el represor (pJP1196), pero no en las
cepas con los plasmidos con el represor (pJP1195) o sin la regién promotora cl-cro
(pJP1197), confirmando que el represor Cl controla la expresién de rinA (Figura 3.37).
Para saber si este control se realiza de forma directa o indirecta infectamos con el fago
80a la cepa RN4220 con el plasmido pJP1197 y se midio la expresién del indicador 3-
lactamasa (Figura 3.37). En el caso de que existiese otro promotor distinto al
controlado directamente por Cl, y que fuese el responsable de regular la expresion del
gen rinA, al infectar con el fago 80a la cepa con el plasmido pJP1197 se incrementaria
la expresion del indicador B-lactamasa. Como se observa en la figura 3.37, esto no
ocurrié, y no se observo incremento en la expresion del indicador, confirmando que

rinA se expresa en un Unico transcrito con inicio en el gen cro.
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Figura 3.37. Ensayo de la actividad B-lactamasa de los diferentes plasmidos con fusiones
transcripcionales para analizar la regulacion de rinA. Las cepas RN4220 que contenian los
plasmidos indicados se testaron en un ensayo de la actividad B-lactamasa después de que las

cepas fuesen (gris) o no (azul) infectadas con el fago 80a.

Caracterizacion de la unidad transcripcional regulada por LtrC.

Los datos obtenidos previamente con el fago 80a nos indicaban que el
transcrito tardio del fago se expresaba desde un Unico promotor controlado por RinA
situado justo aguas arriba del gen terS. Estos resultados se confirmaron con los
ensayos de tiling microarrays mostrados en la figura 3.35. Para determinar si esto
ocurria en otros fagos, se realizaron quimeras entre los fagos 80a y ¢$55, en las que se
reemplazo en la cepa JP2348 (¢55) la secuencia codificante del gen ItrC y el promotor
de la terS del fago $55 por la region que codifica para el gen rinA y el promotor de la
terS del fago 80a, generando la cepa JP8763. Asimismo se genero la cepa JP8703,
donde se reemplazé en la cepa RN10359 (80a) la secuencia codificante del gen rinA'y
el promotor de la terS del fago 80a por la regién que codifica para el gen ItrC y el
promotor de la terS del fago ¢55. Posteriormente, se introdujo en ambas cepas la isla
SaPl1, generando las cepas JP8764 y JP8704, respectivamente. Esta isla es inducida
por ambos fagos y necesita la correcta expresion de todos los genes codificados en el
moédulo de morfogénesis para su transferencia (Tormo et al., 2008; Tallent et al.,
2007). La hipétesis de trabajo era que en el caso de que todos los genes de este
operoén tardio sean co-transcritos desde un Gnico promotor situado justo aguas arriba
de terS, después de la induccion de los fagos quiméricos éstos serian capaces de
producir particulas fagicas y de isla funcionales, ademéas de lisar las células

bacterianas. Las cepas se indujeron con MC y se produjo la lisis después de las 4
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horas. Estas cepas ademas fueron capaces de producir particulas de fago y de isla de
forma similar a las cepas lisogénicas con los fagos salvajes (Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Efecto en el titulo de fago y en la transferencia de la SaPIl en los mutantes de

intercambio de las proteinas reguladoras RinA y LtrCa.

Cepa Titulo Titulo
() donadora SaPI fago® transduccién®

80a RN10359 2.7x10°

80a JP3602 SaP1 4.8 x 108 3.6 x 107
80a-LtrC JP8703 1.1x107
80a-LtrC JP8704 SaPI1 5.7 x 10* 4.2 x 107

055 JP2348 4.6 x 108

$55 JP8205 SaP1 1.7 x 10° 1.5x10°
$55-RinA JP8763 2.7 x10°
$55-RinA JP8764 SaP1 9.8 x 104 9.3x 104

3l a tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
bN° de calvas de fago x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa receptora.
¢N° de transductantes x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa receptora.

Curiosamente, se observo que en la cepa quimera del fago 80a que expresa el
gen ltrC del fago ¢55 el tamafio de las calvas era menor al del tamafio de las calvas
producidas por la cepa RN10359, lisdbgena del fago 80a, lo que indicaria que pese a
producir calvas funcionales, este fago quimérico se ve afectado en su produccion de
capsides. No obstante, algunos de estos fagos quiméricos generaban calvas con un
tamafio similar al producido por el fago salvaje. Cuando se secuenci6 la regién
intergénica entre el regulador ItrC y terS de estos fagos se encontraron diferentes
mutaciones puntuales en la zona de union al ribosoma de la terS, sugiriendo que un
posible cambio en el nivel de expresion de la terminasa pequefia optimizaria la

produccion de particulas funcionales.
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Homodlogos de Ltr controlan la expresidn de los genes tardios en otros fagos de

bacterias Gram-positivas.

Ademés de caracterizar las proteinas reguladoras ArpU del fago phiFL2A y
LtrC del fago ¢55 nos propusimos determinar si otras proteinas Ltr de la misma familia
o de familias diferentes actuaban de forma similar. Para ello, utilizamos el plasmido
PCN42 en donde clonamos los genes ltr de las diferentes familias que aln no habian
sido testadas, 0 su version mutada y analizamos la expresién del promotor de la terS
de cada fago (ver esquema en figura 3.38). Todas estas construcciones se
introdujeron en la cepa de S. aureus RN4220 y medimos la expresion del indicador B-

lactamasa.
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Figura 3.38. Andlisis transcripcional de las proteinas reguladoras de diferentes familias de
proteinas Ltr. A) Representacion esquematica de las diferentes fusiones transcripcionales del
fago de S. suis que codifica para un homoélogo de ArpU (verde oscuro), el fago de S. carnosus
gue codifica para un homoélogo de LtrC (azul oscuro), el fago ¢$37 que codifica para un
representante del regulador LtrA (morado) y el fago de S. suis que codifica para un
representante del regulador LtrB (azul claro). B) Las cepas RN4220 que contenian los

plasmidos indicados se testaron en un ensayo de la actividad 3-lactamasa.
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En este caso analizamos la funcionalidad del gen homdlogo a arpU del profago
presente en la cepa S. suis 89/1591 (ZP_03625181) y el gen homdlogo a LtrC del
profago presente en la cepa S. carnosus TM300 (YP_00263590). Asimismo
analizamos un miembro de las familias no caracterizadas hasta el momento, el
regulador presente en el fago ¢$37 de S. aureus (YP_240149) como modelo de la
familia LtrA (sigma70_r4) y el regulador presente en el profago de la cepa S. suis
89/1591 (ZP_03625554) como ejemplo de la familia LtrB (DUF1492). Como se

muestra en la figura 3.38, todas las proteinas Ltr controlaban la expresion de la terS

En resumen, estos resultados confirman que la activacién que la transcripcion
llevada a cabo por los miembros de esta superfamilia representa una estrategia
ampliamente distribuida utilizada por fagos que infectan bacterias Gram-positivas para

controlar la expresion de los genes de morfogénesis vy lisis.
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Como hemos comprobado, la organizacién genética de los fagos de S. aureus
se encuentra muy conservada, presentando diferentes médulos en donde se agrupan
los genes segun su funcién. Por lo tanto cabe esperar que las proteinas necesarias
para el empaquetamiento del DNA, la formacion de las cépsides vy tallos, el correcto
ensamblaje de la particula virica y la rotura de la pared celular para la infeccién de una
nueva célula bacteriana estén codificadas en los genes pertenecientes al médulo de
morfogénesis y lisis. No obstante y aunque se han realizado algunos estudios para
conocer el papel de algunos de los genes que intervienen en el proceso de
empaguetamiento, aun faltan por conocerse todos los requerimientos moleculares
necesarios para la correcta formacion de la particula virica infectiva, existiendo
muchas proteinas en estos médulos de las que se desconoce su funcion. En este
apartado intentaremos caracterizar en detalle los requerimientos necesarios para el
empaquetamiento y la transferencia de elementos moviles, utilizando el fago ¢11 como

modelo.

Identificacion de la regién minima necesaria para el empaquetamiento y la lisis
del fago ¢11.

Como hemos demostrado, el regulador RinA controla la expresién del operén
tardio mediante su unién a las repeticiones presentes en la region intergénica aguas
arriba del gen terS, activando la expresion de los genes de morfogénesis y lisis. Es de
esperar que todos los genes implicados en la formacién de la particula virica infectiva
estén codificados en este mdodulo y bajo la regulacion de RinA.

Para comprobar esta hipétesis y descartar que hubiese algin otro gen del fago
implicado en el proceso de empaquetamiento que no estuviese presente en el médulo
en estudio, realizamos un mutante del fago ¢11 en donde se delecionaron los genes
que van desde la integrasa (ORF1), primer gen del genoma del fago, hasta el gen rinA
(ORF28), regulador de empaquetamiento del fago ¢11 (Figura 3.39). A esta cepa,
JP8963, se le introdujo el plasmido pJP740 (pCN51-rinAy11), un derivado del plasmido
PCN51 en donde se clond el gen rinA bajo el control de un promotor inducible por
cadmio, y la isla SaPIbovl mutante en el represor, generando la cepa JP8977. Al
carecer de represor, esta isla replica autbnomamente y solo necesita la expresion de
los genes del médulo de empaquetamiento y de lisis para la formacion y liberacion de
particulas infectivas. Las hipotesis de trabajo era que al inducir la expresion de la

proteina RinA en esta cepa, ésta se unira a la regiéon promotora de la terS para iniciar
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la transcripcion de los genes del modulo de morfogénesis y de lisis. Si estos modulos

contienen toda la informacion necesaria se liberarian particulas infectivas de isla.

Integrasa
cl represor
Ssb

DnaB
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Figura 3.39. Representacién esquematica de los genes que forman parte del moédulo de
integracion, regulacién y replicacion del fago ¢11. Las flechas indican las pautas abiertas de
lectura anotadas en la base de datos (nimero de acceso AF424781). Se indican las funciones
predichas para algunos de estos genes. Marcado en gris oscuro esté el gen que codifica para
rinA y marcado en negro el gen que codifica para la terS.

Después de inducir la cepa JP8977 con cadmio para sobreexpresar la proteina
RinA se produjo la lisis del cultivo y se obtuvieron particulas transductantes de isla
(Tabla 3.8), aunque el numero de éstas fue menor respecto a la cepa salvaje,
posiblemente debido a que el fago no posee los genes de replicacion, por lo que la
produccion de las proteinas necesarias esta reducida. Este resultado, sin embargo,
confirma que todos los genes necesarios para el empaquetamiento del fago estan

codificados en el médulo de morfogénesis vy lisis.

Tabla 3.8. Efecto en la transferencia de SaPlbovl mutante en el represor en el mutante desde

la integrasa hasta rinA del fago ¢112.

Cepa SaPI

011 donadora Plasmido® SaPlbov1l titerc
¢11 JP10750 pCN51 SaPlbov1 Astl 7.4 x 107

¢11 AORF1-28 JP10751 pCN51 SaPlbov1 Astl <10
$11 AORF1-28 JP8977 PCN51-rinAp11 SaPlbov1 Astl 2.6x10°

3L a tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.

bLos cultivos fueron tratados, cuando fue requerido, con CdCl2 5 uM para inducir la expresion
del gen clonado en el plasmido pCN51.

¢N° de transductantes x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa receptora.
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Mutagénesis del médulo de morfogénesis y lisis del fago ¢11.

Una vez definida la region del fago que codifica para los genes de
empaquetamiento y lisis bacteriana, y a fin de conocer los requerimientos moleculares
para la formacién de las particulas infecciosas/transductantes, se generaron mutantes

por delecién de cada uno de los genes presentes en este modulo.

Como se observa en la figura 3.40, el médulo de morfogénesis y lisis del fago
$11 esta compuesto por 28 genes. Se han encontrado dos nuevas pautas abiertas de
lectura, ORF66 y ORF67,que no habian sido anotadas en la secuencia original del
fago ¢11 (NC_004615.1) pero si se encuentran en la secuencia de la cepa 8325, cepa
original de donde se secuencio6 el fago ¢11. Las proteinas codificadas por las ORF66
(YP_500539) y ORF67 (YP_500534) presentan una elevada similitud con ORFs
presentes en otros fagos de S. aureus por lo que decidimos incluirlas en este estudio.
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Figura 3.40. Representacion esquematica de los genes que forman parte del médulo de
morfogénesis vy lisis del fago ¢11. Las flechas indican las pautas abiertas de lectura anotadas
en la base de datos (nUmero de acceso AF424781). Se indican las funciones predichas para
algunos de estos genes. Las flechas negras muestran los genes caracterizados en un estudio
previo (Tormo et al., 2008). Se sefiala el nimero para cada ORF siguiendo el orden de la

secuencia anotada en la base de datos.

De los 28 genes presentes en el modulo de morfogénesis v lisis, 7 de ellos se
habian caracterizado previamente, confirmando que intervienen en la formacion de las
capsides del fago y de las SaPls (Tormo et al., 2008). Utilizando el plasmido pMAD se
realizaron mutantes por delecion de los 21 genes restantes en la cepa RN451

(lisogénica para el fago ¢11; Tabla 3.9). A continuacion se les introdujo la isla
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SaPlbovl tst::tetM (Tabla 3.9), y se analizé como la mutacién en los distintos genes
afectaba a la biologia del fago y de la isla.

Los mutantes del fago no muestran afectada ni la replicacion del fago ni la de la
isla.

Inicialmente se analiz6 el proceso de replicacién, tanto del fago como de la isla
SaPlbovl en los diferentes mutantes del fago ¢11. Como se muestra en la figura 3.41,
no existen diferencias en intensidad de la banda de replicacion (de fago y de isla) en

los diferentes mutantes, comparado con el fago original.
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Figura 3.41. Estudio de la replicacién y encapsidacion de los distintos mutantes del fago ¢11 o
de los mutantes del fago ¢11 con la isla SaPlbovl. Southern blot de las muestras de los
diferentes mutantes del fago, con o sin isla, a los tiempos 0 y 60 tras la induccion con MC. La
banda superior o “bulk” de DNA que aparece a los 60 minutos se corresponde con el DNA
cromosomal del fago o de la isla que aparece tras la replicacion, mientras que la banda inferior
corresponde a los mondmeros lineales de la SaPl liberados tras la rotura de las capsides

fagicas de menor tamafio.

82



Resultados

Por lo tanto, ningln mutante tiene afectada la replicacion del fago ni de
SaPlbovl, aunque en los mutantes de los genes 30 y 33, como se habia visto
previamente para los genes 31y 34 (Tormo et al., 2008), si se ve afectado el proceso
de encapsidacién, ya que no se observa la banda especifica de SaPlI, lo que implica
que estos genes intervienen en el proceso de formacion de cpsides. Estos resultados
corroboran las funciones morfolégicas asignadas previamente in silico a alguno de los
genes del fago (Figura 3.40 y Tabla 3.9). Asimismo, confirman que esto genes no

intervienen ni en los procesos de escision ni de replicacion del fago.

Los mutantes del fago tienen afectada la produccion de particulas de infectivas
de fago eisla.

Para analizar la siguiente etapa del ciclo biolégico del fago y de la isla se
obtuvieron lisados de los diferentes mutantes y se comprobd su capacidad para
producir particulas infecciosas funcionales. A su vez, se observo si estaba alterado el
proceso de lisis en alguno de estos mutantes. La lisis se produjo a las 4 horas tras la
induccién de los mutantes con MC en todos los casos excepto para los mutantes en
los genes 49 y 52 que codifican para una hidrolasa y una holina, respectivamente,
cuya lisis se vio ligeramente retrasada. Un efecto mas dramético se observo en el
mutante en el gen 53, que codifica para una lisina y que no fue capaz de lisar el cultivo
celular. Estos resultados confirmarian las funciones predichas para estos genes que

constituirian el modulo de lisis del fago ¢11.

Utilizando los lisados obtenidos, se analizaron los titulos de isla y de fago, a fin
de conocer qué genes estaban implicados en la formacién de las particulas fagicas o
de isla. Ademas de este tipo de transferencia especifica, los fagos son el vehiculo para
la transduccion de otros elementos genéticos méviles como son los plasmidos. En un
intento por ver si en este proceso inespecifico de empaquetamiento de DNA
intervienen las mismas proteinas, se introdujo el plasmido pCN51, que posee un
marcador de eritromicina que facilita el estudio de su transferencia, a los diferentes
mutantes en estudio, para posteriormente testar su capacidad para transferir los
diferentes EGMs.
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Tabla 3.9. Efecto en el titulo de fago y en la transferencia de la isla SaPlbovl o del plasmido

pPCN51 de los diferentes mutantes del fago ¢112.

Funcién . Cepa Titulo Titulo
11 predicha Funcion donadora SaPlbov1l pCN51 fago® SaPI/pCN51°
JP1361 - - 1.1x10°
$11 JP1794 + - 5.6 x 10° 7 x 107
JP6630 - + 5.6 x 107 2.9x 108
) ) JP3377 - - <10
p2g  Terminasa Terminasa JP3378 + - <10 1.4 x 10°
pequefia pequefia
JP9840 - + <10 <10
) ] JP4030 - - <10
A30 Terminasa Terminasa IP4130 + ) <10 <10
grande grande
JP9841 - + <10 <10
JP2729 - - <10
A31 Portal Portal JP3018 + - <10 <10
JP9842 - + <10 <10
o JP4032 - - <10
3y Morfogenesis - Conector IP4132 - - <10 9 x 107
de la capside cabeza-tallo
JP9843 - + <10 2.7 x 102
JP4033 - - <10
A33 Andamiaje Andamiaje JP4133 + - <10 <10
JP9845 - + <10 <10
o o JP2733 - - <10
A34 MayorJtar_la de MayorJtar_la de IP3020 + ) <10 <10
la capside la capside
JP9846 - + <10 <10
JP4035 - - 6 x 107
A35 Desconocida Conector JP4135 + - 4.8 x 10° 2.2 x 107
cabeza-tallo
JP9847 - + 1.9 x 107 1.5x10°
JP4036 - - <10
A36 DNA- Conector IP4136 ¥ : <10 <10
packaging cabeza-tallo
JP9848 - + <10 <10
JP4037 - - <10
A37 Desconocida Conector JP4137 + - <10 <10
cabeza-tallo
JP9850 - + <10 <10
JP4038 - - <10
A38 Desconocida Conector JP4138 + - <10 <10
cabeza-tallo
JP9851 - + <10 <10
o o JP2930 - - <10
A39 Mayoritaria del Mayoritaria IP3021 + ) <10 <10
tallo del tallo
JP9852 - + <10 <10
i JP4040 - - <10
A40 Desconocida Protteallr;: del JP4140 + - <10 <10
JP9853 - + <10 <10
JP4041 - - <10
A41  Desconocida P'Otglrl's del IP4141 + ] <10 <10
JP9854 - + <10 <10
JP4042 - - <10
A42  Tape measure Pmtglrlls del JP4142 + - <10 <10
JP9855 - + <10 <10
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it pIJ:rueIZiT::%r; RUGEET doi:\Zira Saplbovl PCNS1 :::cl)g SaP-II—/I:)uCI:(IJ\IS1c
JP4043 - - <10
Ad3 Proteina del Proteina del Ip4143 + ) <10 <10
tallo tallo
JP9856 - + <10 <10
JP4044 - - <10
A4 Endopeptidasa Proteina del Jpaiaa + ) <10 <10
del tallo tallo
JP9857 - + <10 <10
JP2906 - - <10
A45 Minoritaria del ~ Minoritaria del IP3017 + ) <10 <10
tallo tallo
JP9858 - + <10 <10
JP4046 - - 9.7 x 108
A46 Desconocida Desconocida JP4146 + - 4.8 x 10° 6 x 107
JP9860 - + 2.3 x107 1.2x10°
JP4047 - - 6.3 x 108
N47 Desconocida Desconocida JP4147 + - 9.5 x 10° 8 x 107
JP9861 - + 3.3 x107 2x10%
JP4048 - - 7.1x108
A48 Desconocida Desconocida JP4148 + - 8 x 10° 1.1x107
JP9862 - + 2.4 x 107 1.4x10°
JP4049 - - 2.6 x 108
A49 Hidrolasa Hidrolasa JP4149 + - 2.9 x10° 1x108
JP9863 - + 2 x 108 40
JP2731 - - 9.6 x 10°
A50 Proteina del Proteina del IP3019 + ) 4.6 x 10° 8 x 107
tallo tallo
JP9864 - + 2 x 107 5.8 x 102
JP4051 - - 1.2x10°
A51 Desconocida Desconocida JP4151 + - 8.7 x 108 9x 107
JP9865 - + 2.3 x107 1.4 x10°
JP4052 - - 1.4 x 107
A52 Holina Holina JP4152 + - 1.9x10° 2.2x108
JP9866 - + 8 x 10° 1.1x10°
JP4053 - - <10
A53 Lisina Lisina JP4153 + - <10 5.7 x 10°
JP9867 - + <10 4.1x10°
Minoritaria del ~ Minoritaria del JIP2735 ) ) <10
A54 tallo, Placa tallo, Placa JP3022 + - <10 3x10°
base base JP9859 - " <10 <10
JP7195 - - 8.7 x 108
AG6 Desconocida Desconocida JP7261 + - 5.8 x 108 6 x 107
JP9844 - + 1.7 x 107 1x10°
JP7196 - - <10
AG7 Desconocida C;%nzzc_:glrlo JP7262 + - <10 <10
JP9849 - + <10 <10

3l a tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
bN° de calvas de fago x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa receptora.
°N° de transductantes x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa receptora.
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Como se muestra en la tabla 3.9, los diferentes mutantes se pueden agrupar
segun su fenotipo en tres grupos. En primer lugar encontramos aquellos en los que la
mutacion afectd significativamente a la capacidad de producir particulas fagicas
funcionales, entre los que se encuentran los mutantes de los genes 29-34, 36-45, 53-
54y 67, los cuales son incapaces de generar particulas fagicas viables (Tabla 3.9). Un
segundo grupo estaria formado por los mutantes en los genes 35, 49 y 52, que no
vieron drasticamente afectada la produccion de particulas infectivas (entre 10 y 100
veces; Tabla 3.9), pero que producian calvas de menor tamafio (Figura 3.42). Por
ultimo encontramos aquellos genes donde la mutacién no afecté a la capacidad
infectiva del fago, mutantes de los genes 46-51 y 66 (Tabla 3.9), lo que indicaria que
estas proteinas no son necesarias para la formacién de la particula virica en las

condiciones testadas en este estudio.

o 11 ¢ 11AORF35

¢ 11AORF49 ¢ 1MAORF52

Figura 3.42. Formacion de particulas infectivas como resultado de la induccién de los mutantes
en los genes 35, 49 y 52 del fago ¢11. Se compararon el tamafio de las calvas de los mutantes
del fago ¢11 con respecto a la cepa salvaje en una infeccion sobre placa sobre la cepa
RN4220.

Como era de esperar, los mutantes incapaces de producir particulas fagicas
infectivas eran incapaces de producir particulas transductantes de SaPlbovl, a

excepcion de los mutantes en los genes 29, 32, 53 y el mutante en el gen 54,
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previamente caracterizado como un componente del tallo (Tormo et al., 2008). El gen
29 codifica para la subunidad pequefia de la terminasa del fago (TerS), cuyo homélogo
en la isla SaPlbovl es la proteina codificada por la ORF5 que se encarga de
reconocer especificamente el DNA de la isla para su empaqguetamiento (Ubeda et al.,
2007). El mutante en el gen 53 codifica para una lisina que interviene en la lisis de la
pared bacteriana, y como hemos comentado anteriormente, este mutante no es capaz
de lisar el cultivo celular. En el caso del mutante en el gen 32 se obtuvieron particulas
transductantes de isla pero no de fago, lo que sugeria que esta proteina no seria
necesaria para formar particulas especificas de SaPl, o bien que existe algin gen de
la isla que complementa en cierto grado la funcion de esta proteina. Esta cuestién se
discutirh mas adelante.

Resultados similares se obtuvieron para la transduccion del plasmido por parte
de los mutantes del fago ¢11. Como vemos en la tabla 3.9, aquellos mutantes que
tenian afectada la produccion de particulas fagicas funcionales tampoco fueron
capaces de transducir el plasmido. Como excepcion encontramos los mutantes en los
genes 32, 54 y 53, que al igual que sucedia con la transferencia de la SaPlI, si son
capaces de transducir el plasmido.

En el caso de los mutantes que no tenian afectada la produccion de particulas
infectivas no se observé una disminucion significativa en la produccién de

transductantes de SaPIbov1l o del plasmido pCN51.

Complementacién de los mutantes del fago.

Para confirmar que los efectos observados en los diferentes mutantes en la
transferencia tanto del fago como de la SaPI eran debidos Unicamente al gen mutado,
se amplificé el gen correspondiente y se clon6 en el plasmido pCN51 bajo el control de
un promotor inducible por cadmio. Los plasmidos resultantes se introdujeron en las
respectivas cepas mutantes del fago ¢11, se indujeron con MC y se sobre-expresaron
los genes clonados afadiendo cadmio. Como muestra la tabla 3.10, la
complementacion restauré parcialmente el titulo de fago, confirmando que las
diferentes mutaciones eran las Unicas responsables del fenotipo observado en los
distintos mutantes. Asumimos que la complementacibn no pudo restaurar
completamente el titulo del fago debido a que el nivel de expresién del gen clonado no
es el mismo al del gen original en el fago, o bien la expresién del gen no se produce en

el momento adecuado en el proceso de induccion del fago.
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Tabla 3.10. Efecto de la complementacion en el titulo de los mutantes del fago ¢11 y la isla
SaPlbov1a,

Cepa Titulo Titulo

011 donadora SaPlbov1 Plasmido® fago® SaPl¢

JP6630 - pCN51 6.6 x 108
611 JP6631 + pCN51 1x 107 3.3 x 107
A30 JP6609 - pJP546 1.9x10°

JP6619 + pJP546 1x 10? 3.4 x10%
A32 JP4506 - pJP547 7x104

JP6620 + pJP547 3.2x10? 1.3 x 107
A33 JP6610 - pJP548 4.1x106°

JP6621 + pJP548 3.1 x 104 1.8 x 107
A35 JP8563 - pJP1121 7.2x 108

JP8564 + pJP1121 1.6 x 107 5.9 x 107
A36 JP6611 - pJP575 1x 10

JP6622 + pJP575 2.6 x 107 2.1x 1068
A37 JP6612 - pJP549 14x10*

JP6623 + pJP549 4.7 x 104 1.2x 103
A38 JP6613 - pJP550 6 x 108

JP6624 + pJP550 1.9x10? 9x10°

JP6614 - pJP576 9x 108
£40 JP6625 + pJP576 1.5x10? 3.7x 104

JP6615 - pJP577 7.7 x 104
A4t JP6626 + pJP577 6.1 x 10? 3.5x10°
A42 JP6616 - pJP569 2.9x 107

JP6627 + pJP569 1.7 x10° 3.4x107
A43 JP6617 - pJP551 6 x 10°

JP6628 + pJP551 6 x 108 8 x 108
W JP6618 - pJP552 1.2 x 108

JP6629 + pJP552 4.3 x10° 1.9 x 107
A49 JP8671 - pJP1122 1.6 x 10°

JP8672 + pJP1122 1.1x 107 1x108
A52 JP10693 - pJP990 1.5x108

JP8653 + pJP990 2.1 x 108 4.4 x 107
A53 JP10694 - pJP989 7.0x 104

JP8654 + pJP9O89 1x 10? 5.2 x 107
AB7 JP7669 - pJP1006 1.9x10*

JP7670 + pJP1006 3.5x10? 4.6 x 108

3L a tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.

bLos cultivos fueron tratados, cuando fue requerido, con CdCl2 5 uM para inducir la expresién
del gen clonado en el plasmido pCN51.

°N° de calvas de fago x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa receptora.

dN° de transductantes x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa receptora.
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Asimismo introdujimos en las cepas complementadas la isla SaPlbovl y se
comprobd su capacidad de formar particulas funcionales de fago y SaPI después de
inducirlas con MC. En todos los casos el titulo de la isla en las cepas mutantes
complementadas se restablecio hasta niveles similares a la cepa salvaje, mientras que
por el contrario en el caso del fago, aunque si se produjo complementacion, el titulo se
vio considerablemente reducido en presencia de isla (Tabla 3.10). De hecho, y como
ya se habia observado previamente, los titulos de la isla en muchos de los mutantes
complementados fueron entre 100 y 1000 veces mayores a los del propio fago,
confirmando el empaguetamiento preferencial de las SaPls sobre los fagos (Lindsay et
al., 1998; Tormo et al., 2008).

Caracterizacion de los mutantes del fago ¢11 que tienen afectada la formacion de
particulas transductantes.

Algunos de los mutantes que tenian afectada la formacién de las particulas
fagicas codifican para proteinas que habian sido caracterizadas previamente o
presentan dominios cuya funcién ha sido descrita con anterioridad (Tabla 3.9). Entre
estas proteinas encontramos las terminasas pequefia (gp29) y grande (gp30), proteina
portal (gp31), proteina de andamiaje (gp33), proteina mayoritaria de la capside (gp34),
proteina mayoritaria del tallo (gp39), tape measure (gp42), proteina minoritaria del tallo
(gp45), proteina del tallo (gp50) y proteina de la placa base (gp54). Sin embargo, el
resto de mutantes que tenian afectada la produccién de particulas fagicas codifican
para proteinas cuyo papel en el proceso de la produccién de las particulas fagicas no
habia sido establecido hasta la fecha. En un intento por caracterizar mejor la funciéon
que estas proteinas podian llevar a cabo en este proceso decidimos analizar por
microscopia electrénica las particulas fagicas presentes en los lisados de estos
mutantes.

En la figura 3.43 se puede observar una muestra representativa de las
particulas fagicas presentes en los lisados de los diferentes mutantes. En los mutantes
en las proteinas gp32 y gp35 encontramos algunas particulas funcionales, aunque
estas preparaciones también contenian cépsides y tallos no ensamblados, lo que
sugeria que estas proteinas podrian desempefiar una funcién de union entre las
capsides y los tallos. Esta funcion no seria completamente esencial, ya que en estos
mutantes no se elimina completamente la capacidad para producir particulas
infectivas. Por el contrario, los mutantes en gp36, gp37, gp38 y gp67 son incapaces de
ensamblar particulas fagicas funcionales, aunque si producen tallos y capsides. El

fenotipo de estos mutantes sugiere un defecto en el proceso de ensamblaje del tallo a
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la capside repleta de DNA. Por ultimo en las muestras de los mutantes en las
proteinas gp40, gp41, gp43 y gp44 sélo encontramos capsides fagicas, lo que sugiere
gue estas proteinas intervienen en el proceso de formacién de los tallos.

Figura 3.43. Microscopia electrénica de lisados del fago ¢11 y de los mutantes en las proteinas

gp32, gp35, gp36, gp37, gp38, gp40, gp4l, gp43, gp44 y gp67.
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Caracterizacion de la ORF32 del fago ¢11.

Como se habia visto anteriormente, el mutante del gen 32 tiene afectada la
formacion de particulas fagicas funcionales, aunque es capaz de producir particulas
transductantes de isla de forma similar a la cepa salvaje. Con el objetivo de
caracterizar mas ampliamente la funcién de esta proteina en el ciclo del fago,
realizamos un mutante por delecién de la ORF44 del fago 80a, gen homdlogo a la
ORF32 del fago ¢11, generando la cepa JP3463. A continuacion, y como el fago 80a
es capaz de inducir el ciclo de SaPlbovl y SaPIl, estas islas se introdujeron en el
mutante del fago 80a, generando las cepas JP3468 y JP3464, respectivamente. Como
se habia visto para el mutante en la gp32 del fago ¢11, la gp44 del fago 80a es
necesaria para la produccion de particulas funcionales de fago pero no de particulas
transductantes de isla (Tabla 3.11).

A continuacién analizamos la posibilidad de que este gen estuviese implicado
en la produccién de las particulas de fago, pero no en aquellas particulas mas
pequefias que contienen especificamente el genoma de la SaPI. Para comprobar esta
posibilidad introdujimos en el mutante en el gen ORF44 del fago 80a la isla SaPlbov2
que también es inducida por este fago y no produce capsides pequefias (Maiques et
al., 2007). También introdujimos los mutantes de la isla SaPlbovl en los genes ORF8
y ORF9, tanto en el mutante del fago ¢11 y 80a. Estas proteinas son imprescindibles
para la produccion de las particulas pequefias especificas de las SaPls y por lo tanto
en las cepas con la isla mutante en estos genes el genoma de la SaPl se empaqueta
en las particulas fagicas de gran tamafio (Ubeda et al., 2007). Ademas para explorar la
posibilidad de que algin gen de la isla pudiese compensar la mutacién en la ORF32
del fago ¢11 analizamos la formacion de particulas transductantes en aquellos
mutantes en el resto de genes que forman el operén | de SaPlbovl, ya que este
operén de la isla esta implicado en el empaquetamiento especifico de la isla (Ubeda et
al. 2007).

Después de la induccion de estas cepas se analizé su capacidad para formar
particulas de fago y SaPI funcionales. Como se observa en la tabla 3.11, no se obtuvo
titulo de fago en ninguno de los mutantes aunque el titulo de las islas fue similar al de
la cepa salvaje, descartando que las diferencias observadas entre las islas y los fagos
tengan que ver con la formacion de cdpsides de gran tamafio y descartando que algun

gen de la isla compensase la mutacion del fago.
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Tabla 3.11. Efecto en el titulo de fago y en la transferencia de las SaPls en los mutantes en las
ORFs 32y 44 de los fagos ¢11 y 80a2.

Cepa Titulo Titulo

Fago donadora SaPlI fago® SaPI°
80a RN10359 - 3.8 x 101

A4 JP3463 - <10

80a JP3602 SaPI1 7 x 108 7 x 107
A4 JP3464 SaPI1 <10 5 x 107
80a JP3603 SaPIlbovl 3.9 x 1010 1.0 x 107
A4 JP3468 SaPlbovl <10 1.3x108
80a JP10689 SaPlbov1 A ORF8 3.7x10° 4.9 x 107
A44 JP10690 SaPlbov1 A ORF8 <10 2.7 x 107
80a JP10691 SaPlbov1 A ORF9 3.5x10° 5.1 x 107
A44 JP10692 SaPlbov1 A ORF9 <10 1.4 x 108
80a JP4493 SaPlbov2 1.8 x 108 2x 107
A44 JP3470 SaPlbov2 <10 4.4 x 108
@11 RN451 - 8.3x 108

A32 JP4032 - <10

011 JP1794 SaPlbovl 1.7 x 106 7 x 107
A32 JP4132 SaPlbovl <10 1.4 x 108
011 JP1796 SaPlbov1 A ORF5 2.1x 108 4.2 x 107
A32 JP3804 SaPlbov1 A ORF5 <10 2.3x 108
11 JP1797 SaPlbov1 A ORF6 3.7x 108 4.1x 107
A32 JP3826 SaPlbov1 A ORF6 <10 1.3 x 107
@11 JP1798 SaPlbov1 A ORF7 1.2x 108 5.6 x 107
A32 JP3827 SaPlbov1 A ORF7 <10 1.2 x 108
$11 JP1799 SaPlbov1 A ORF8 1.2x 108 3.5x 107
A32 JP3965 SaPlbov1 A ORF8 <10 1.8 x 107
$11 JP1800 SaPlbov1 A ORF9 1.5x 108 5.2 x 107
A32 JP3966 SaPlbov1 A ORF9 <10 3.4x 108
011 JP1801 SaPIbov1 A ORF10 1.1x 108 3.3x 107
A32 JP3828 SaPlbov1 A ORF10 <10 3.0x 107

aLa tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
bNe de calvas de fago x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa receptora.
¢N° de transductantes x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa receptora.

Inicialmente se habia propuesto que la proteina homoéloga a la gp32 presente

en el fago 80a (gp44) podria tener actividad proteasa, siendo la responsable del

procesamiento de la proteina de andamiaje y la proteina mayoritaria de la capside

(Poliakov et al., 2008), por lo que seria imprescindible para la correcta formacién de la

capside. Por el contrario, un estudio reciente parece descartar esa posibilidad, al
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involucrar una proteasa bacteriana en este proceso (Spilman et al., 2012). Del mismo
modo, nuestros resultados contradicen este posible rol como proteasa debido al
fenotipo que presenta el mutante en la gp32 del fago ¢11 en las muestras de
microscopia electronica, con capsides totalmente formadas y rellenas de DNA, y al
hecho de que las distintas islas se transfieren utilizando las particulas fagicas
producidas por el mutante en la proteina gp44 del fago 80a.

Por el contrario, un homologo a la gp32 del fago ¢11 presente en el
bacteriéfago SSP1, gp7, es una proteina minoritaria de la capside involucrada en la
eyeccion del genoma del fago del virién al citoplasma de la bacteria (Vinga et al.,
2006). En este estudio se determind que en la infeccidon con fagos SPP1 mutantes en
el gen 7 se producian particulas viricas cuya morfologia y composicion proteica era
idéntica a la producida por el fago SPP1 salvaje. Sin embargo, solo el 25% de las
particulas virales producidas por el mutante gp7 eran capaces de infectar a las
bacterias receptoras como consecuencia de un alto nimero de procesos abortivos en
los que se eyectaba el DNA viral al medio antes de producirse la infeccion. Para
analizar la hipétesis de que la gp32 del fago ¢11 tuviese un papel similar al llevado a
cabo por la proteina gp7 del fago SPP1, en primer lugar estudiamos si en las
particulas fagicas producidas por el mutante en la gp32 del fago ¢11 se empaquetaba
el DNA del fago. Se indujo la cepa JP4032, mutante en el gen ORF32 y como control
la cepa mutante en la proteina mayoritaria de la capside JP2733 y la cepa RN451,
lisbgena del fago ¢11. Los lisados de estas cepas se precipitaron y posteriormente el
DNA gque se extrajo de las capsides se corrié en un gel de agarosa para realizar un

Southern blot con una sonda especifica del fago ¢11.

RN451 JP4032 JP2733

Figura 3.44. Estudio del DNA de las capsides del mutante en la ORF32 del fago ¢11. Se
indujeron las cepas RN451, JP4032 (AORF32 ¢11) y JP2733 (A ORF34 ¢11) y los lisados
obtenidos se precipitaron con polietilenglicol y NaCl y se extrajo el DNA de las capsides. Este
DNA se corrié en un gel de agarosa y se realizé un Southern blot con una sonda especifica del
fago ¢11. La flecha sefiala la banda correspondiente el genoma del fago empaquetado en las

céapsides.
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En la figura 3.44 se observa una banda correspondiente al DNA del fago
empaquetado en la cepa JP4032, mutante en la gp32 del fago ¢11, confirmando que el
mutante en gp32 es capaz de empaquetar el DNA fagico.

A continuacion realizamos una titulacion donde se utilizaron cepas
complementadas con el gen delecionado como bacterias receptoras (Tabla 3.12). En
el caso de que el mutante en la gp32 del fago ¢11 produjese un determinado niumero
de particulas infectivas estos fagos mutantes podrian seguir su ciclo de infeccion ya
que en la bacteria receptora se estaria expresando la gp32, que seria utilizada por
estos fagos en las siguiente rondas de amplificacién para posibilitar la infeccién en un
alto porcentaje y acabar produciendo calvas visibles en la titulacion. Ademas del
mutante en el gen ORF32 del fago ¢11 utilizamos como control los mutantes en la
proteina mayoritaria de la capside y del tallo, ya que como componentes mayoritarios
de la particula infectiva, la producciéon de particulas infectivas en estos mutantes es
altamente improbable aunque se complemente la cepa receptora, pues en el lisado
original de estos mutantes no es de esperar la presencia de particulas funcionales.

Tabla 3.12. Efecto en el titulo de fago de los mutantes del fago ¢11 sobre las cepas

complementadas?.

Cepa Cepa Titulo
11 donadora receptora fago®
011 JP1361 JP4256 1.7 x 10°
A32 JP4032 JP4256 3x 104
11 JP1361 JP3165 1.3x10°
A34 JP2733 JP3165 <10
11 JP1361 JP3166 1.4 x10°
A39 JP2930 JP3166 <10

3l a tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
bN° de calvas de fago x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa receptora.

Como muestra la tabla 3.12 la titulacion sobre las cepas complementadas
solamente restauro el titulo del mutante en la proteina gp32 del fago ¢11, aunque de
una forma parcial. Este hecho junto con la presencia en el estudio de microscopia de
las particulas generadas por este mutante de cépsides y tallos sueltos sugiere que
esta proteina podria tener una funcion estructural como conector en la formacién de la
particula fagica, mas que como controladora de la salida del DNA de la cépside.
Asimismo los resultados muestran que aunque se producen particulas infectivas, su

namero esta muy afectado, a diferencia de lo que ocurre con la proteina gp7 del fago

94



Resultados

SPP1. Para confirmar que este mutante era capaz de generar un pequefio numero de
particulas infectivas, se introdujo un marcador de eritromicina en el fago salvaje ¢11y
en su mutante en la ORF32, para poder asi analizar tanto el titulo de fago,
contabilizando las calvas formadas, como la formacion de particulas fagicas al

contabilizar los lisogenos generados tras la infeccion (Tabla 3.13).

Tabla 3.13. Efecto del mutante del fago en la ORF32 del fago ¢11 en la estabilidad de la

particula@.
$11 Titulo
(erm+) Temperatura® Dias® fago! Lisogenizacion®
011 0 3.4x 107 5.1 x 108
A32 0 <10 5.8 x 10*
11 -20°C 1 4.9 x 107 9.7 x 10°
¢
A32 -20°C 1 <10 3.7 x10%
11 -20°C 5 7.1x 107 3.9 x 10¢
¢
A32 -20°C 5 <10 3.1x 104
011 4°C 1 4.7 x 107 7.7 x 10°
A32 4°C 1 <10 2.4x 104
911 4°C 5 6.1 x 107 3.8 x 10°
A32 4°C 5 <10 4.2 x 104
11 T2 ambiente 1 2.6 x 107 5.9 x 10°
¢
A32 T2 ambiente 1 <10 3.1x 104
011 T2 ambiente 5 1.7 x 107 8.0x 10°
A32 T2 ambiente 5 <10 5.0 x 10*
011 30°C 1 2.2 x 108 4.0 x 104
A32 30°C 1 <10 1.9x10*
011 30°C 5 1.8 x 105 8.0 x 103
A32 30°C 5 <10 8.0 x 103
011 37°C 1 8.8 x 108 9.2 x 102
A32 37°C 1 <10 7.1x10?
o11 37°C 5 <10 <10
A32 37°C 5 <10 <10
o11 42°C 1 7.0 x 103 7.7 x 102
A32 42°C 1 <10 3.5x 102
¢11 42°C 5 <10 <10
A32 42°C 5 <10 <10

3L a tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.

bLos lisados de los fagos se guardaron las temperaturas indicadas.

°N° de dias en los que los lisados se guardaron a las temperaturas indicadas.

dN° de calvas de fago x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa receptora.
eN° de transductantes x ml de cultivo inducido, usando RN4220 como cepa receptora.
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Como se muestra en la tabla 3.13, y en concordancia con nuestros resultados
anteriores, el mutante en la ORF32 no era capaz de producir calvas pero si de infectar
y generar lisdgenos, aunque en un nimero menor (100 veces) al de la cepa salvaje.
Finalmente y con el fin de comparar los roles de las proteinas gp32 del fago ¢11 y gp7
del fago SPP1, analizamos la estabilidad y la capacidad infectiva de las particulas
generados por estas cepas del fago ¢11 con marcador. Para ello los lisados
generados por las cepas JP6400 (¢11 erm-positiva) y JP10985 (¢11 AORF32 erm-
positiva) se guardaron a diferentes condiciones de temperatura durante uno o cinco
dias y posteriormente se analizd su capacidad de generar liségenos sobre una cepa
receptora.

Como se observa en la tabla 3.13, la capacidad de formar liségenos del
mutante se mantuvo durante el tiempo y las particulas generadas por el mutante en la
ORF32 fueron proporcionalmente mas estables y resistentes que las particulas
generadas por la cepa salvaje, lo que sugiere que a diferencia de la proteina gp7 del
fago SPP1, este mutante es capaz de retener el DNA dentro de la particula virica, no
produciendo inyecciones abortivas de DNA en ausencia de bacteria receptora.
Resumiendo, nuestros resultados sugieren que la proteina gp32 del fago ¢11 de S.
aureus y la proteina gp7 del fago SPP1 de B. subtillis tienen diferentes roles en la
biologia del fago y que la proteina gp32 actuaria como una proteina conectora de la
cabeza y el tallo, aunque su papel no seria absolutamente imprescindible ya que en su
ausencia el fago es capaz de generar algunas particulas viables.

En resumen, estos estudios nos han permitido caracterizar por primera vez de
forma completa el médulo de empaquetamiento de un fago, asignando nuevas
funciones a proteinas cuya funciéon dentro del proceso de formacién de la particula
viable se desconocia. Asimismo hemos podido establecer los requerimientos para la

produccion de particulas fagicas y transductantes viables.
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CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS LTR: UNA SUPERFAMILIA DE
REGULADORES DE LA EXPRESION TARDIA DE BACTERIOFAGOS DE GRAM-
POSITIVOS.

En este trabajo hemos identificado y caracterizado una nueva superfamilia de
proteinas encargadas de regular la transcripcién de los genes de morfogénesis vy lisis
en una gran variedad de fagos que infectan a bacterias Gram-positivas. Ademas,
hemos demostrado que la eliminacién de estos activadores dio como resultado no solo
la eliminacion de la capacidad infectiva de los fagos, sino que también redujo
significativamente la transferencia de otros elementos genéticos moviles cuya
transferencia estd mediada por fagos. Por lo tanto, la actividad de estos reguladores
es critica para la viabilidad del fago y clave para su papel dentro del proceso de

transferencia horizontal de genes y factores de virulencia.

Proteinas Ltr: activadores transcripcionales de la expresion génica.

Para asegurar un control estricto de la expresion de los genes tardios, los
bacteriéfagos han desarrollado diferentes mecanismos de control, que en la mayoria
de los casos incluyen la sintesis de factores codificados por el propio fago en las fases
tempranas de la infeccién/induccion. En este trabajo decidimos estudiar qué factores
podian estar implicados en la regulacién de los genes tardios en los bacteriéfagos de
S. aureus y de otros fagos de Gram-positivos, los cuales, a pesar de su importancia en

la virulencia de la bacteria, han sido poco caracterizados hasta la fecha.

En este trabajo hemos identificado y caracterizado cinco familias de
reguladores de la transcripcion tardia, todas ellas ampliamente distribuidas en
bacteriéfagos de Gram-positivos. Estas proteinas reguladoras, aunque diferentes en
Su secuencia, presentan unas mismas caracteristicas bioquimicas, funcionales y
estructurales, conformando una superfamilia de proteinas reguladoras de la
transcripcion tardia a la que hemos denominado Ltr. Las proteinas Ltr regulan el
empaquetamiento y la lisis del fago mediante la union especifica a las repeticiones
situadas en la region intergénica entre Itr, Gltimo gen del mdédulo transcripcional
temprano y terS, primer gen del médulo de morfogénesis y lisis, siendo los Unicos
factores codificados por el fago necesarios para la expresion del transcrito tardio
desde un Unico promotor. Asimismo, en este trabajo hemos podido demostrar que el

dominio C-terminal de las proteinas Ltr, con una estructura altamente conservada en
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todas ellas, participa en el reconocimiento especifico de las secuencias de DNA que
contiene las repeticiones presentes en la region promotora controlada por estos
reguladores.

El regulador de la expresion tardia Alt del fago TP901-1 de L. lactis posee
algunas semejanzas con los reguladores Ltr, aunque a diferencia de las proteinas Ltr
su distribucion est4 mas restringida, encontrandose solamente en bacteriéfagos de L.
lactis (Brondsted et al., 2001; Pedersen et al., 2006). Al igual que las proteinas Ltr, el
regulador Alt esta codificado aguas arriba de la terS y actla reconociendo unas
repeticiones en la regién intergénica entre alt y terS, activando la transcripcion del
promotor de la terS. Estas similitudes podrian sugerir que este regulador formaria
también parte de la superfamilia de reguladores Ltr, aunque se deberian realizar mas

estudios para conocer si su funcionamiento es igual al de las proteinas Ltr.

Dentro de las proteinas Ltr, la familia LtrA presentaba una cierta homologia con
la regién 4 de la subunidad sigma 70 de la RNA polimerasa, lo que plantea la cuestiéon
de si estos reguladores podrian en realidad actuar como factores sigma alternativos
codificados por el propio fago. A diferencia de las subunidades sigma, cuyas
secuencias de reconocimiento estan situadas en los promotores, cerca del inicio de la
transcripcion, los reguladores Ltr requieren para su union secuencias localizadas hasta
155 nucledtidos aguas arriba del inicio de la transcripcion de la terS, llegando hasta
mas de 500 nucledtidos en el caso del regulador ArpU del fago phiFL2A de E. faecalis.
Este hecho sugiere que estas proteinas actuarian como proteinas activadoras,
uniéndose al DNA y promoviendo posteriormente la union de la RNA polimerasa a la
region intergénica entre Itr y terS. Este hecho viene avalado por la presencia de un
terminador situado aguas abajo del sitio de unién de las proteinas Ltr. En el caso de
gue las proteinas Ltr actuasen como subunidades sigma y que su sitio de
reconocimiento se correspondiese con el promotor de terS, la transcripcion acabaria
en este terminador, con lo que nunca se produciria la transcripcién del moédulo de

morfogénesis del fago.

Asi pués, las proteinas Ltr no actiian como antiterminadoras de la transcripcioén,
que es la funcion que lleva a cabo por la proteina Q del fago A de E. coli, (Nudler and
Gottesman, 2002). Los experimentos realizados con los plasmidos de expresion
indican que el papel de estas proteinas es el de activar la transcripcion de terS, y no el
de impedir la terminacion del transcrito que viene desde el modulo de replicacion.
Asimismo, la especificidad observada entre las proteinas Ltr y las repeticiones

presentes en la region intergénica, pero no entre las proteinas Ltr y las regiones
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antiterminadoras, apoyan la idea de que estas proteinas son activadores
transcripcionales de los médulos de empaquetamiento y lisis fagicos.

En la mayoria de los sistemas de regulacién de la expresion tardia de fagos
descritos hasta la fecha, una caracteristica comun a todos ellos es el reconocimiento
por parte de una proteina activadora de la transcripcion tardia de una secuencia de
nucleotidos situada a menos de 100 nucledétidos aguas arriba del sitio de inicio de la
transcripcién, en algunos casos solapandose con el sitio de union de la RNA
polimerasa (Grambow et al., 1990; Hansen et al., 2003; Rojo et al., 1998; Sun et al.,
1997). Los reguladores Ltr, por el contrario no parecen tener este tipo de restriccién en
cuanto a la distancia entre las secuencias de DNA con las repeticiones y el inicio de la
trancripcion. Esta amplia distancia entre el sitio de inicio de la transcripcion y la
secuencia de unién del regulador Ltr, asi como la presencia de un terminador en esta
region intergénica sugiere un mecanismo para la activacién de la transcripcion mas
complejo que la unién directa entre el regulador y la RNA polimerasa que no habria

sido visto en otros sistemas.

Significado biolégico de los sistemas de regulacién de la transcripcion tardia.

Los bacteriofagos viven bajo una intensa presién de seleccion, debiéndose
adaptar continuamente a las cambiantes condiciones ambientales y en donde una tasa
alta de replicacién, un empaquetamiento eficiente y una elevada tasa de transferencia
pueden representar una posible ventaja competitiva. El control de cada una de las
etapas dentro del ciclo biolégico de los bacteriéfagos es un proceso clave para
optimizar la expresion de cada uno de sus genes, para alcanzar asi la maxima tasa de
crecimiento del bacteri6fago. En este sentido, un estricto control temporal es necesario
para evitar el empaquetamiento prematuro del DNA del fago antes de que haya
finalizado el proceso de replicaciébn. En un gran namero de bacteri6fagos de Gram-
positivos este control es llevado a cabo por las proteinas Ltr que estan codificadas al
final del médulo de expresion intermedio y se expresan junto a los genes de
replicacion del fago. Asi pues, la expresion de los genes Itr y por lo tanto la activacion
del promotor tardio del fago esta ligada a la induccion del fago y la sintesis de las
proteinas de replicacion. De esta manera la expresion de los genes Itr marca la
transicion desde la expresion de los genes tempranos hacia los genes tardios y
asegura que el aumento de la expresion de los genes Itr se producira Unicamente

después de una eficiente replicacion del bacteriéfago.

99



Discusioén

Las proteinas Ltr forman una superfamilia de reguladores de la transcripcion
tardia que presentan unas caracteristicas bioquimicas y estructurales asi como un
mecanismo de activacion comun a todas ellas, mientras que por el contrario no
presentan homologia en cuanto a su secuencia diferenciandose en diversas familias
de proteinas reguladoras distribuidas ampliamente entre diversos bacteriéfagos de
Gram-positivos. Interesantemente, esta diferenciacion también se observa en las
secuencias de las repeticiones que son reconocidas por los reguladores para unirse y
activar la expresion de los genes de morfogénesis vy lisis. De hecho, incluso entre
proteinas con elevada homologia entre si, como son las proteinas RinA codificadas
por los fagos 80a y ¢29 observamos pequefas diferencias entre las proteinas
activadoras, a la vez que en las secuencias de las repeticiones que cada una de ellas
reconoce. Estas pequefas diferencias afectan a la capacidad de cada regulador por
activar la expresion del promotor del otro fago. Todas las cepas secuenciadas de S.
aureus contienen al menos un profago y la mayoria de ellas pueden contener hasta
cuatro (Lindsay, 2010), por lo que podria existir la posibilidad de que una misma cepa
contuviese dos fagos que codificaran para dos reguladores Ltr idénticos. En este
hipotético caso si uno de estos dos fagos tuviese un mayor nivel de expresion de los
genes de replicacion, y por lo tanto una expresion mas temprana del regulador de
empaquetamiento, podria activar la expresion de los genes tardios del segundo fago
antes de que este hubiese replicado completamente, lo que imposibilitaria la correcta
formacién de las particulas y una disminucion del titulo final del segundo fago. Esta
guerra bioldgica entre los diferentes fagos por evitar la activaciéon cruzada de sus
respectivos promotores tardios seria una de las razones que explicaria esta
diferenciacion entre las proteinas reguladoras y en Ultima instancia la responsable de
la gran diversificacion y especializacion observada en la superfamilia de reguladores
Ltr.

ANALISIS DE LOS MODULOS DE MORFOGENESIS Y LISIS DE FAGOS
ESTAFILOCOCICOS.

El empaquetamiento de los bacteriéfagos y la formacién de la particula infectiva
han sido extensamente estudiados en un ndmero reducido de fagos. Aun asi, faltan
por conocerse qué papel juegan en este proceso un gran numero de proteinas
codificadas dentro de los mddulos de morfogénesis y lisis de la mayoria de los fagos

identificados. En este estudio hemos determinado qué genes codificados en el fago
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$11 son necesarios para la formacion de la particula virica, definiendo asi los
requerimientos minimos para la formacion de la particula infectiva. Ademas, hemos
podido establecer la posible funcion de algunas proteinas cuyo papel dentro del
proceso de formaciéon de la particula infectiva se desconocia hasta la fecha. Por
ultimo, hemos demostrado que las SaPls y otros elementos genéticos méviles utilizan

el mismo mecanismo para su transferencia que el de los bacteriéfagos de S. aureus.

Caracterizacion de los médulos de morfogénesis y lisis del fago ¢11.

El bacteriéfago ¢11 es un fago natural de S. aureus perteneciente a la familia
Siphoviridae, del que se dispone su secuencia completa (landolo et al., 2002) y que es
capaz de movilizar la isla de patogenicidad SaPIbovl en alta frecuencia (Ubeda et al.,
2005). Su genoma, al igual que el de otros fagos pertenecientes a la misma familia,
esta dividido en médulos funcionales, entre los que encontramos un médulo de
morfogénesis y lisis que codifica para proteinas altamente conservadas en fagos de S.
aureus y en otros fagos de Gram-positivos. En este estudio hemos podido definir qué
proteinas codificadas por el fago son imprescindibles para la formacion de la particula
fagica viable, confirmando la hipétesis de que estos genes estarian codificados en el

modulo de morfogénesis v lisis del fago.

Después de realizar la mutagénesis de los genes codificados en el médulo de
morfogénesis y lisis del fago ¢11, al analizarlos junto con los 7 mutantes
caracterizados previamente (Tormo et al., 2008), hemos podido determinar que de los
28 genes codificados en el mddulo, 22 de ellos vieron afectada su capacidad para
formar particulas fagicas funcionales. Algunos de estos genes cuya mutacién afect6 a
la funcionalidad del fago codifican para proteinas con elevada homologia con otras
proteinas ampliamente estudiadas en otros fagos tanto de bacterias de Gram-positivas
como de Gram-negativas, por lo que a priori podiamos suponer que su papel dentro
del proceso de empaquetamiento del fago ¢11 seria similar al ya descrito. Estas
corresponden a las subunidades pequefia y grande de la terminasa (gp29 y gp30), la
proteina portal (gp31), la proteina de andamiaje (gp33), la proteina mayoritaria de la
capside y del tallo (gp34 y g39), la proteina tape measure (gp42), proteinas del tallo
(gp43, gp45 y gp50), la proteina de la placa base (gp54) y las proteinas implicadas en
la lisis de la bacteria: holina (gp52) y amidasa (gp53).

Por otra parte, entre aquellos genes cuya mutacioén afectd a la viabilidad del

fago encontramos genes que codifican para proteinas que aunque presentan dominios
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conservados y se encuentran homodlogos en otros fagos de Gram-positivos, se
desconoce su funcion dentro del proceso de formacion de la particula virica. Este es el
caso de las proteinas gp36, gp37, gp38 y gp67, que actuarian como proteinas
conectoras de la cabeza y el tallo, ya que estos mutantes producen cépsides y tallos
pero no estdn ensamblados. Por lo que respecta al mutante en la ORF35, éste
presentaba un menor titulo de fago y el tamafio de las calvas que produce es mas
reducido que el de la cepa salvaje, indicando que el proceso esté alterado. Al observar
las particulas producidas por este mutante encontramos cabezas y tallos sueltos junto
a particulas totalmente formadas, sugiriendo que esta proteina también actuaria como
un conector de la cabeza y el tallo, aunque su actividad no es absolutamente

necesaria pudiéndose formar algunas particulas funcionales.

El andlisis por microscopia electrénica de los mutantes en las proteinas gp40,
gp4l, gp43 y gp44 reveld una ausencia completa de tallos en el lisado de estos
mutantes. Estos resultados sugieren que estas proteinas son absolutamente
necesarias en el proceso de formacién del tallo, bien porque son componentes
estructurales actuando como proteinas minoritarias del tallo o bien porque intervienen

en el proceso de ensamblaje de las distintos componentes del tallo.

Otro de los mutantes que vio afectada la produccién de particulas fagicas fue el
mutante en la ORF32 del fago ¢11. Este gen presenta un dominio conservado
presente en la proteina Gp7 del fago SPP1 de Bacillus subtilis, una proteina
minoritaria de la capside relacionada con la correcta eyeccion del DNA del fago hacia
el citoplasma de la bacteria durante la infeccion (Vinga et al., 2006). EI mutante en la
gp32 es capaz de generar particulas de fago funcionales, aunque en bastante menor
namero a las producidas por la cepa salvaje. No obstante, las particulas generadas
por este mutante son capaces de mantener el DNA en el interior de la particula virica a
lo largo del tiempo y en diferentes condiciones ambientales, y son proporcionalmente
mas estables que las generadas por la cepa salvaje, por lo que al contrario del papel
que desempeifia la proteina Gp7 en el fago SPP1, nuestros resultados sugieren que la
proteina gp32 podria intervenir en el proceso de formaciéon de la particula virica o bien
formar parte de la particula fagica como un una proteina conectora de la cabeza el
tallo. No obstante, la presencia de esta proteina no seria absolutamente indispensable
ya que en su ausencia el fago es capaz de formar particulas viricas funcionales.
Curiosamente, la mutacion en esta proteina parece afectar mas a la viabilidad de las
particulas del fago que a la de las particulas viricas con la isla, que se comportan

como la cepa salvaje.
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Sorprendentemente, los mutantes en las proteinas gp46, gp47, gp48, gp50
gp51 y gp66 no vieron afectada su capacidad para formar particulas fagicas en las
condiciones empleadas en el laboratorio. La proteina gp50 habia sido caracterizada
previamente como una proteina de la fibra larga del tallo (Tormo et al., 2008). Estas
proteinas son las responsables del reconocimiento de los receptores del hospedador
en el caso de algunos fagos como el fago A o el fago T5 (Heller, 1984; Wang et al.,
2000). Sin embargo, dado que el ciclo del fago no se vio afectado en este mutante no
parece que ésta vaya a ser la funcién principal de esta proteina. En el caso de los
genes gp46-49 y gp50-51 su posicion en el genoma, codificados después de las
proteinas del tallo y situados al final del médulo de morfogénesis, sugiere que podrian
ser proteinas del tallo o que podrian intervenir en su formacién. En este punto es
importante sefialar que el hecho de que no hayamos sido capaces de asignar una
funcién para estas proteinas in vitro no significa que no tengan un papel importante en
las condiciones naturales de infeccion in vivo, donde el numero de bacterias
receptoras es significativamente mas reducido. Asi pues seran necesarios mas

estudios para poder caracterizar la funcién de estas proteinas.

En este trabajo, hemos podido definir que proteinas codificadas por el fago
intervienen en el proceso de lisis bacteriana. La hidrolasa de la pared celular (gp49) y
la holina (gp52) no son esenciales para producir particulas fagicas funcionales ya que
posee un titulo similar al de la cepa salvaje. No obstante su mutacién afecta a la
capacidad infectiva del fago al generar calvas mas pequefias y al retrasarse la lisis del
cultivo bacteriano. En el caso de la hidrolasa (gp49), en un estudio reciente se ha
demostrado que esta proteina ayuda a la estabilizacion de la particula ya que en su
ausencia muchas de las particulas pierden su contenido de DNA (Rodriguez-Rubio et
al., 2013) por lo que podria poseer un papel estructural ademas de la posible funcion
litica. Por otra parte, el mutante en la amidasa (gp53) no fue capaz de lisar el cultivo ni
de producir particulas fagicas funcionales. Asi pues, la hidrolasa, la holina y la
amidasa formarian el modulo de lisis del fago ¢11 encargado de degradar la pared

celular de la bacteria para liberar las particulas de fago fuera de la célula bacteriana.

Los bacteriéfagos son el vehiculo para la transferencia horizontal de otros
elementos genéticos méviles como los plasmidos o las islas de patogenicidad de S.
aureus. En este estudio hemos demostrado que aquellas proteinas necesarias para la
formacion de particulas fagicas infectivas también lo eran para la transferencia de
ambos EGM, a excepcion de los mutantes en las proteinas gp29 (terS), gp32, gp53 y

gp54. Las SaPls codifican para su propia subunidad pequefia de la terminasa que
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forma un complejo con la subunidad grande de la terminasa del fago que reconoce
especificamente el DNA de la isla (Tormo et al., 2008), lo que explica que la delecion
del gen fagico terS no afecte su transferencia. Por el contrario el plasmido necesita la
subunidad pequefia de la terminasa del fago para su transferencia, ya que en ausencia
de la misma el DNA no se puede empaquetar. En el caso de las proteinas gp32, gp53
(amidasa) y gp54 (fibra del tallo) el hecho de que se obtengan particulas
transductantes de isla y plasmido pero no de fago puede que sea debido a que para la
formacion de las calvas se requieren diferentes rondas de amplificacion del fago,
mientras que en el caso de la transferencia de la isla y el plasmido solo se necesita
que una particula entre en la célula bacteriana y se inserte en el genoma de la bacteria
(SaPls) o comience su clico (plasmidos) para detectar su transferencia. Estos
resultados sugieren que estos mutantes no serian totalmente defectivos para el
empaguetamiento del fago y que por lo tanto todos los EGMs utilizan las mismas

proteinas y el mismo mecanismo de transferencia que utiliza el propio fago.

Las SaPls compiten con los fagos por las proteinas de empaquetamiento

codificadas por el fago.

Las SaPls no codifican para proteinas estructurales del virion sino que utilizan
las proteinas codificadas por el fago para la formacion de particulas viricas mas
pequefias donde empaquetaran su genoma (Tallent et al., 2007; Tormo et al., 2008).
Al igual que ocurre con el fago satélite P4 que parasita al fago P2 de E. coli, las SaPls
codifican para proteinas que reestructuran la cépside fagica para empaquetar su
genoma de menor tamafio (Ubeda et al., 2007)(Christie and Dokland, 2012). Para
producir estas capsides el fago P4 codifica para la proteina Sid, una proteina de
andamiaje externa que dirige la produccion de capsides pequefias (Dearborn et al.,
2012). Tras empaquetarse el genoma del fago satélite P4, la proteina Sid se libera, por
lo que en las particulas maduras de P4 Sid no se detecta. A su vez, la mayoria de las
SaPls codifican para dos proteinas CpmA y CpmB (Ubeda et al., 2007), que a
diferencia de Sid si se encuentran en las particulas maduras (Poliakov et al., 2008) y
que actian como proteinas de andamiaje internas, sustituyendo a la proteina de
andamiaje del fago y promoviendo la formacion de las cdpsides pequefias donde se
empaguetara el genoma de la isla (Damle et al., 2012; Dearborn and Dokland, 2012).
Esta dependencia de la presencia de un fago inductor para su transferencia también

se ha observado en el caso del fago satélite RS1, que es escindido del cromosoma y
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transferido como un fago filamentoso utilizando las proteinas estructurales del fago

¢CTX de Vibrio cholerae (Faruque et al., 2002).

¢, Cuél podria ser la fuerza evolutiva que hace que las islas dependan
completamente de la maquinaria de empaquetamiento del fago inductor? Las SaPls
han evolucionado de manera que su ciclo vital no depende directamente de la
respuesta SOS bacteriana, sino que utiliza proteinas codificadas por los fagos como
anti-represores (Tormo-Mas et al., 2010; Tormo-Mas et al., 2013). De esta manera, la
induccién de la isla va ligada a la presencia de un fago en replicaciéon cuyas proteinas
de encapsidacion podrdn ser secuestradas por la isla para su propio
empaquetamiento, con lo que la presencia de un modulo de morfogénesis y lisis propio
de la isla podria ser prescindible. Asimismo, y el hecho de que la isla no posea un
modulo de empaquetamiento propio y tenga que competir con el fago por las proteinas
para formar las particulas viricas podria ser beneficioso para la bacteria ya que al
interferir con la biologia del fago, las islas actuarian como elementos protectores para
la poblacion frente a las infecciones fagicas. De hecho las SaPlIs presentan diferentes
estrategias de interferencia con la biologia del fago. Asi, ademas de la producciéon de
particulas viricas de menor tamafo, las SaPls codifican para la proteina Ppi, cuya
funcién es bloquear la funcionalidad de la subunidad pequefia de la terminasa del

fago, impidiendo por tanto su empaquetamiento y diseminacion (Ram et al., 2012).

De hecho, los ensayos de complementacion de los distintos mutantes de
empaguetamiento en los que se observa un empaquetamiento preferencial de la isla
frente al fago podrian mostrar de una forma bastante real la relacién existente entre el
fago y la isla in vivo. Normalmente las células no estan expuestas a concentraciones
tan elevadas de los agentes dafinos del DNA como las utilizadas en el laboratorio y
por lo tanto la respuesta SOS no llega a alcanzar los niveles tan elevados de induccion
observados en el laboratorio (Little et al., 1999). De forma similar, en los experimentos
de complementacion el nivel de expresion del gen clonado es menor al del gen original
en el fago por lo que la produccion de cépsides es limitada. Por lo tanto, frente a una
leve induccion de la respuesta SOS el numero de particulas viricas producidas seria
bajo y se produciria una lucha entre el fago y la isla por encapsidar su DNA y en este
punto la produccion por parte de la isla de proteinas que interfieren con la biologia del
fago como la proteina Ppi o las proteinas remodeladoras de la cépside, inclinaria la
balanza a favor de las SaPls. Como consecuencia de esta guerra biolégica, se
producen menos particulas de fagos y en consecuencia, menos bacterias se infectan

por lo viriones recién formados.
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En resumen, en esta Tesis Doctoral hemos profundizado en la biologia de las
fagos de S. aureus, y en su relacion con otros EGMs. Nuestros resultados sugieren la
existencia de mecanismos no caracterizados en la relacion entre los diferentes EGMs
y que son necesarios nuevos estudios a fin de conocer y entender los ciclos biolégicos

de estas fascinantes criaturas subcelulares.
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METODOLOGIA GENERAL.

Bacterias, plasmidos y medios utilizados en estos estudios.

Las cepas y plasmidos utilizados en estos estudios se muestran en las Tablas
5.1y5.2.

Las cepas de S. aureus se crecieron rutinariamente a 32 °C, 37 °C o0 43 °C en
medio agar TSA o medio liquido TSB (Scharlau) y se guardaron posteriormente como
glicerinados a -80 °C. Cuando fue conveniente se incorporaron los antibioticos
eritromicina (10 pgr mi* o 2,5 pugr mlt), tetraciclina (3 pgr ml?), cloramfenicol (20 pgr

ml?t) o el producto Xgal (20 mg ml?) (Roche).

Las cepas de E. faecalis se crecieron rutinariamente a 32 °C, 37°C 0 43 °C en
medio BHI (Scharlau) o BHI agar suplementado con los antibiéticos apropiados en
cada caso: eritromicina (2,5 pgr ml?), clorafenicol (20 ugr mlt) o el producto Xgal (20

mg ml?) (Roche).

Las cepas de Escherichia coli DH5a se crecieron en caldo de cultivo Luria-
Bertani (LB) o en placas de agar Luria-Bertani (Pronadisa). Para mantener las
construcciones en E. coli se utilizé el antibiotico ampicilina (100 pug mi?).

Manipulaciones del DNA.

Las manipulaciones rutinarias del DNA se realizaron utilizando procedimientos
estandar (Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1990).

El DNA cromosémico de las cepas de S. aureus, E. faecalis, L. lactis, S. suis,
S. pyogenes, S carnosus fue extraido utilizando el kit “Genelute bacterial genomic
DNA” (Sigma), siguiendo las instrucciones del fabricante, a excepcion de la lisis
bacteriana de las cepas de S. aureus, que fue llevada a cabo previamente con

lisostafina (Sigma; 12,5 ugr mit) a 37 °C durante 1 hora.

El DNA plasmidico fue extraido de las cepas de E. coli utilizando el kit
“Genelute plasmid miniprep” (Sigma) siguiendo el protocolo del fabriante. EI DNA
plasmidico de las cepas de S. aureus y de E. faecalis fue extraido utilizando el mismo
protocolo a excepcion de una lisis previa de las células bacterianas con lisostafina
(Sigma; 12,5 pugr ml?) o lisozima (Sigma; 10 pugr mlt) respectivamente a 37 °C durante

1 hora.
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Los plasmidos obtenidos de E. coli fueron transformados en estafilococos y
enterococos mediante electroporacion (Cucarella et al., 2001).

Todas las enzimas necesarias para la manipulacion del DNA fueron
suministradas por MBI Fermentas, Roche o Amersham. Los cebadores se obtuvieron
de Invitrogen y estén listados en la Tabla 5.3.

El DNA fue secuenciado por el Servicio de Secuenciacion del Instituto de
Biologia Molecular y Celular de Plantas de la Universidad Politécnica de Valencia
(IBMCP-UPV), mediante el método de la terminacion de cadena por incorporacion de

dideoxinucledtidos marcados con fluorocromos.

Southern blot.

Para la hibridacién mediante Southern blot, se purific6 DNA cromosdmico, se
digiri6 en su caso si fue necesario y se separ6 mediante gel de electroforesis de
agarosa. Los geles se transfirieron a membranas de nylon (Hbond-N 0.45 mm de
didmetro de poro; Amersham Life Science) utilizando métodos estandar (Ausubel,
1990; Sambrook, 1989). El marcado de la sonda y su hibridacion con el DNA se realizé
de acuerdo al protocolo aportado por el kit de marcado de DNA PCR-DIG y deteccion

de quimioluminiscencia (Roche).

Andlisis computacional.

Para las busquedas de homologia de las secuencias obtenidas se utilizo el
programa BLAST del servidor NCBI www.ncbi.nlm.nih.gov (Altschul et al., 1997). Las

secuencias fueron comparadas con la base de datos del GenBank.

Para el analisis de arboles filogenéticos se utiliz6 el programa MEGA5 (Tamura
et al., 2011). En el alineamiento multiple de secuencias se utilizé el programa praliné
del servidor http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/ (Simossis and Heringa, 2005) y
para detectar homologias remotas entre proteinas se utilizé el método de los modelos

ocultos de Markov (Karplus et al., 1998).

Extraccion de RNA y anédlisis por gRT-PCR.

El protocolo de extraccién de RNA total se realiz6 utilizando el “Fast RNA-blue

kit” (Bio 101) siguiendo las directrices del fabricante.
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Se cuantifico el RNA en un espectrofotometro Genesys 10 uv a una longitud de
onda de 260nm. 4 ug del RNA obtenido fue tratado con la DNasa |, “Amplification
Grade” (Invitrogen). El tratamiento se realiz6 a 37 °C durante 30 minutos.
Posteriormente la enzima fue inactivada a 65 °C en presencia de EDTA. Para verificar
la ausencia de DNA gendmico en cada muestra se realiz6 una transcripcion reversa
(RT) en presencia y en ausencia de “Moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase” (Invitrogen). Todas las preparaciones fueron purificadas con el kit
“QIAquick PCR purification” de Qiagen.

Las reacciones de gRT-PCR se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos de
Bio-Rad. Las diluciones del cDNA se hicieron usando un factor de 2, siendo la
cantidad mayor de 80 ng de RNA en la reaccién de RT. Las reacciones se realizaron
por cuadriplicado. La obtencion y andlisis de los datos se realizé mediante el programa

de ordenador iCycler™iQ (Optical System Software, Bio-Rad).

Las reacciones de qRT-PCR se realizaron en un volumen final de 25 pul, que
contenia dNTPs (Roche) a una concentracion final de 200 uM, cebadores (Tabla 5.3) a
una concentracién final de 200 nM, SYBRGreen | (Molecular Probes) a una dilucién
final 1:400.000, fluoresceina (Bio-Rad) a una concentracién final 5 nM, tampo6n para
PCR de Platinum Tag DNA polimerasa (Invitrogen) sin Mg, MgCl. a una concentracion
final de 1,5 mM (Invitrogen) y Platinum Taqg DNA polimerasa (Invitrogen) a 0,5

unidades por reaccion.

Cuantificacién de la expresion de las ORFs de los fagos ¢11, 55 y phiFL2A.

Para cuantificar la expresion de las diversas ORFs de los fagos ¢11 ¢55 vy
phiFL2A se tomaron muestras para la extraccion del RNA a tiempo 0, 30 y a los 60
min. tras la induccidon de la respuesta SOS con mitomicina C en las cepas salvajes y

sus respectivos derivados mutantes en los reguladores de empaquetamiento.

Los transcritos del gen gyrB, que se expresa constitutivamente, fueron
utilizados como control enddgeno y los niveles de expresion de las diferentes ORFs se
normalizaron con respecto a la expresion de gyrB. Se usaron cebadores internos
especificos para cada ORF de los fagos ¢11, $55 y phiFL2A (Tabla 5.3). Para calcular
las variaciones de la expresion de cada transcrito y relativizarlas respecto a su control
(girasa), se utilizé el protocolo descrito por Livak (Livak and Schmittgen, 2001), y en el

que se utiliza la siguiente féormula:
CTgen - CTgyrasa = ACT
ACTaLer— ACTwi = AACT
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CT indica el valor umbral de amplificacion de cada gen (“cycle thersrhold”). El
valor 2 ~24CT representa el nimero de veces que incrementa o disminuye la expresion
del gen problema en el mutante respecto a la cepa salvaje, relativizadas al gen
constitutivo (girasa).

Identificacion del sitio de inicio de la transcripcion de terS mediante 5° RACE.

Para caracterizar de una forma exacta el inicio de la transcripcion del gen de la
terminasa pequefia (terS) en los fagos ¢11, $55 y phiFL2A se decidié utilizar el kit
RACE (Roche), al tratarse de un método que permite una rapida amplificacion del
extremo 5 del cDNA.

Siguiendo el protocolo suministrado por el kit, y a partir de una extraccién de
RNA total de las distintas cepas lisogénicas para los distintos fagos, se sintetizé la
hebra de cDNA mediante el uso de una transcriptasa reversa y los cebadores

especificos de cada fago (Tabla 5.3).

El cDNA obtenido fue purificado por columna (High Pure PCR Product
Purification Kit, Roche) y se le afiadi6 una tallo poli(A) en el extremo 5 mediante el uso

de la Terminal transferasa.

La existencia de esta tallo poli(A) permiti6 la amplificacion mediante PCR,
utilizando para ello los cebadores especificos de cada fago (Tabla 5.3) y el oligo (dT).
El producto de PCR obtenido se us6 como molde para una segunda PCR en la que se
utilizé un cebador localizado aguas arriba del utilizado en la anterior PCR (Tabla 5.3).
Este ultimo producto de PCR fue analizado mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 1,2 % y se cloné utilizando el sistema TOPO-PCR (Invitrogen).

El producto de PCR insertado en el TOPO fue secuenciado con el fin de

caracterizar el inicio de la transcripcion.

Electroforésis en gel de retardo.

Para determinar si las diferentes proteinas Ltr (RinA, LtrC y ArpU) se unian
especificamente a sus respectivas regiones promotoras de la terS se clonaron cada
una de estas proteinas en el pldsmido pGEX-4T-1, se sobreexpresaron en E. coli y se
purificaron. Se prepararon sondas de DNA mediante la amplificaciéon por PCR de la
region promotora de cada fago, en donde uno de los cebadores de la pareja marcado

en el extremo 5’ con digooxigenina (DIG) y purificando el producto de PCR en un gel
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de agarosa de bajo punto de fusion entre el 2 % y 3 %. Los oligonucledtidos utilizados
para amplificar y marcar con digooxigenina el fragmento del promotor estén listados en
la Tabla 5.3.

La mezcla de DNA vy proteina (20 pl), que contiene unos 10 ng de la sonda de
DNA marcada con digooxigenina y 100 nM de proteina purificada, se incubé en el
buffer de union (5mM Tris-HCI, 5 mM MgCI2, 25 mM NaCl, 5% Glicerol, 1 ug de DNA
de salmén y 50 pg/ml de suero de albumina bovina). Después de 30 min. a 30 °C, la
mezcla de reaccion se cargdb en un gel al 6% de poliacrilamida Tris-glicina no
desnaturalizante (pre-separacion de 30 min. a 10 V/cm en25 mM Tris-HCI [pH 8.5]-250
mM glicina-1 mM EDTA). Los complejos DNA-proteina se separaron a 100 V durante
una hora y seguidamente se transfirieron a una membrana de nylon “Biodine B” (Pall

Gelman Laboratory).

La deteccién se realizé siguiendo las directrices del fabricante (Roche). Para
los experimentos de competicion especifica se usaron 500 veces mas de DNA
especifico no marcado, y para los de competicion inespecifica 500 veces mas de DNA
inespecifico no marcado. La electroforesis en gel de retardo se realizé tres veces para

asegurar la reproducibilidad de los resultados.

Purificacién de proteinas.

La clonacién y purificacion de las proteinas de fusion Hise-Ltr se realiz6 tal y
como esté descrito en el articulo de Chien y colaboradores (Chien et al., 1999). La
pureza de las proteinas purificadas se comprob6 mediante electroforesis y tincion con
Coomassie (Coomassie Brillant Blue R-250, Sigma) de geles de poliacrilamida al 12%
los cuales contenian SDS. La proteina se encontraba pura en un 98%. La
concentracion de la proteina purificada se determind mediante el ensayo de Bradford

(Bio-Rad, Hercules, Calif.), utilizando como estandar albumina de suero bovino.

METODOS BIOQUIMICOS.

Ensayo enzimético para la cuantificacion de la actividad B-lactamasa en los

plasmidos de fusidn transcripcional.

Para la realizacion de esta técnica se utiliz6 un cultivo de las cepas de interés

crecido a 37 °C en agitacion durante toda la noche. En primer lugar diluimos el cultivo
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1:50 en TSB y crecimos hasta DOs0=0.3-0.4, momento en el recogemos una alicuota
de 100 ul de muestra que anotamos como to y que sera congelada para su posterior
andlisis. A continuacion, en caso de ser necesario en funcion del experimento, se
aflade MC y se incuba en agitacion lenta a 32 °C. Transcurridos 90 y 180 minutos de
la induccion, se recogen alicuotas de 50 ul de cada muestra para el analisis y a las
que se les aflade Azida Sodica (5 mM). Se transfiere a placas de poliestireno de fondo
plano de 96 pocillos y se procede a la lectura de la placa en el aparato THERMOmax
(Molecular devices) a una longitud de onda de DOeso ¥y DOasg. A continuacion
afiadimos 50 ul de la solucion de nitrocefin (132 pg/ml en una solucion de fosfato
sbdico 0.1M a pH 5,8) y se introduce de nuevo la placa en el aparato THERMOmax

para su lectura durante 20 minutos a intervalos de 20 segundos.

Para el calculo de las unidades de actividad B-lactamasa, se utilizaron las

siguientes formulas:
Unidad de actividad B-lactamasa = Vmax. factor de dilucién/DOs50nm
Vmax= At x 10®/ min

Un incremento de absorbancia de 0.001 DOag se define como 1 unidad de
actividad B-lactamasa.

METODOLOGIA UTILIZADA EN LOS ESTUDIOS DE INDUCCION DE SaPls Y
FAGOS.

Induccién de profagos.

El ciclo litico de los fagos que se encuentran en estado latente en la bacteria
puede inducirse mediante la aplicacién de sustancias que activen la respuesta SOS.
Para obtener un lisado de una cepa lisogénica de S. aureus, se realizé una dilucién
1/50 en TSB de un cultivo estacionario y se crecié hasta alcanzar una DOss = 0.3-0.4.
Seguidamente se afiadié mitomicina C (Sigma, 2 ug ml?') sustancia que provoca dafio
celular y activa la respuesta SOS. Posteriormente los cultivos se crecieron en agitacion
lenta (80 rpm) a 32 °C. La lisis normalmente solia ocurrir sobre las 4 h. Antes de que
ocurriera la lisis, en determinados experimentos, se tomaron muestras (1 ml) a
distintos tiempos de los cultivos inducidos y se extrajo su DNA (ver apartado de

extraccion de DNA).
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Los lisados obtenidos se filtraron utilizando filtros de 0,2 um para eliminar
aguellas bacterias que no hubieran sido lisadas. Posteriormente estos lisados se
guardaron a 4 °C hasta su uso.

Alternativamente también se obtuvieron lisados por infecciébn de bacterias
sensibles a fagos. Los fagos penetrarian en la bacteria, comenzarian su ciclo litico,
amplificAndose considerablemente la poblacion de fagos que acabarian lisando la
bacteria. Para ello se realizé una dilucion 1/50 en TSB de un cultivo estacionario y se
crecid el cultivo hasta alcanzar una DOeso = 0.15. Posteriormente el cultivo se
centrifugd, se resuspendié en TSB-Phage buffer (1 mM NaCl, 0.05M Tris pH = 7.8, 1
mM MgSO4, 4 mM CaCly) (1:1) y se infectdé con el fago a una multiplicidad de
fagos/bacterias 3:1 o 1:1. La lisis ocurria también sobre las 4 h después de la

infeccion.

Titulacion de fagos.

Para cuantificar el numero de particulas fagicas que contiene un lisado se
diluyé un cultivo estacionario de la cepa RN4220 (sensible a la mayoria de los fagos
de S. aureus) 1/50 en TSB y se creci6 hasta alcanzar una DOss = 0.3-0.4. Se
infectaron 50 ul de este cultivo con 100 ul de diluciones seriadas en Phage buffer del
lisado a temperatura ambiente durante 5 minutos, tras los cuales, la mezcla de fagos y
bacterias se plaqueé en placas de Phage base (25 gr de Nutrient Broth N°2, Oxoid; 7gr
de agar) suplementadas con CaCl, a una concentracién final 10 mM. Las placas se
incubaron a 37 °C durante toda la noche. Al dia siguiente se cuantificaron el nimero

de calvas producidas por el fago y se multiplicé por el factor de dilucion.

Transduccion.

Para estudiar el proceso de transferencia de una SaPl o de otros EGM como
plasmidos, se utilizaron los lisados obtenidos mediante el método de induccién o
infeccién que se han comentado anteriormente. Cabe destacar que SaPlbovl y SaPI1
(SaPlIs que se estudiaron) contienen un marcador genético que confiere resistencia a
tetraciclina a la bacteria, lo cual nos permite estudiar la transferencia de estas islas. El
derivado SaPlbov1l tst::tetM que contiene el gen marcador tetM incluido en el gen tst

de SaPlbovl fue proporcionado por Ross Fitzgerald (Fitzgerald et al., 2001); el
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derivado SaPI1 tst::tetM que posee el marcador de tetraciclina en el gen tst de SaPl1
fue proporcionado por Richard Novick (Lindsay et al., 1998).

Se realizaron diluciones seriadas de estos lisados en Phage buffer. 100
microlitros de estas diluciones se afiadieron a 1 ml de bacterias aceptoras crecidas
hasta DOs4 = 1.4 a las que se afiadié CaCl, a una concentracion final 4.4 mM. La
mezcla del lisado con las bacterias se incubé a 37 °C durante 20 minutos para dar
tiempo suficiente a la isla a penetrar en la bacteria. Posteriormente se plaqueé la
mezcla en placas de TSA con tetraciclina, en el caso de la isla u otro antibiético segln
se requiriera. Estas placas contenian Citrato Sddico (17 mM) para impedir la infeccion
de las bacterias aceptoras por los fagos del lisado. Se utilizé la cepa RN4220 como

bacteria aceptora.

Precipitacion de fagos.

El volumen del lisado obtenido tras la induccion de las distintas cepas se
centrifugd (9.000 g durante 15 min) para eliminar los restos celulares no lisados. El
sobrenadante se traté con DNasa y RNasa a una concentracion de 1 pg / ml, con el
objetivo de eliminar el posible DNA que pudiera estar adherido y no encapsidado, asi
como el RNA ribosomal. Posteriormente se afiadi6 NaCl hasta 1 M. Tras centrifugarlo
de nuevo, se precipitd6 con PEG 8.000 dejandolo toda la noche en hielo.
Posteriormente, se centrifugd y el lisado puro lo sometimos a ultracentrifugacion en un
rotor Beckman 72 Ti (110.000 g durante 4 h a 4 °C) con el fin de precipitar el fago y
poder resuspenderlo en un volumen reducido para concentrarlo lo maximo posible. El
pellet obtenido del lisado inicial de 500 ml se resuspendié en un volumen final de 2 ml
de buffer S.M.

Microscopia electrénica.

Las cepas que contenian el fago ¢11 y los diferentes mutantes se indujeron con
mitomicina C (Sigma, 2 ug ml*) y 15 ml de estos lisados se trataron con 5 pl de RNasa
(10 mg/ml) durante 20 min. a temperatura ambiente y se filtraron utilizando filtros de
0,2 um. Se centrifugaron 10 ml de los lisados filtrados a 81,374 x g durante 2 h a 15 °C
(rotor Beckman 50 Ti), el pellet se reruspendié en 200 ul de Phage buffer a 4 °C
durante toda la noche. Posteriormente, 5 ul de cada muestra se aplicaron en gradillas

cubiertas por una pelicula de cobre y tefildas con acetato de uranilo y se examinaron
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con un microscopio electrénico (Phillis CM12) a 53,000x y 110,000x aumentos y se
fotografiaron.

Extraccion del DNA para el estudio de replicacion de fagos y SaPls.

Con el fin de identificar la induccién de una SaPIl por fagos o analizar la
replicacién de los diferentes fagos, después de la infeccion o induccion de las
diferentes cepas en estudio se tomaron muestras a distintos tiempos, que
posteriormente se centrifugaron para precipitar las bacterias. Los precipitados
obtenidos se resuspendieron en TES-sacarosa (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 100 mM
NaCl, 0.5 M sacarosa a pH 6) y se lisaron mediante lisostafina (5 ug ml?) en presencia
de RNasa pancreética (500 ug mlt) durante 30 min. a 37 °C. El lisado obtenido se
incubé con proteinasa K (500 ug mi?) en presencia de SDS (1%) durante 30 min. a 55
°C. Posteriormente se afiadi6 tampon de carga y se vorte6 durante al menos 20
minutos. Seguidamente se introdujo la muestra en un bafio de hielo seco hasta que el
lisado se congel6 y posteriormente se descongelé en un bafio de agua a 65 °C. Esta
operacion se repitié dos veces més. Por ultimo las muestras se cargaron en un gel de
agarosa al 0.7 % y se dejaron correr durante toda la noche con un voltaje de 20 V para
poder separar mejor el DNA gendmico de la banda de replicacion del fago o de la
posible banda de inducciéon de la SaPl. Finalmente el gel se fotografié y en los casos
en los que fue necesario se transfirié el gel a una membrana de nylon para la

realizacion de un Southern blot.

METODOLOGIA UTILIZADA PARA LA OBTENCION DE MUTANTES.

Obtencién de mutantes por delecién.

Para la mutacién de un determinado gen, se lleva a cabo la clonacion de
fragmentos flanqueantes a la secuencia a delecionar en el plasmido pMAD (Arnaud et
al., 2004), el cual permite realizar deleciones sin introducir ningin marcador
cromosomico. Para ello, se amplifican los fragmentos flanqueantes a la zona a
delecionar utilizando dos parejas de cebadores (Figura 5.1). Una pareja amplificaria la
region 5’ a la delecién (cebadores 1 y 2) y la otra pareja amplificaria la region 3’ a la
delecién (cebadores 3 y 4). La secuencia del cebador 3 (delimita el extremo 3’ de la

delecion) contiene una cola en su extremo 5’ que es complementaria con la secuencia
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del cebador 2 (delimita el extremo 5’ de la delecion). En una segunda PCR utilizamos
como DNA molde 1 ul de los amplificados obtenidos en la primera PCR y los
cebadores 1 y 4 (cebadores externos). En los primeros ciclos de la PCR las
secuencias complementarias de los cebadores 2 y 3 hibridan y permiten la obtencion
de un molde de DNA que contiene los dos amplificados. En los siguientes ciclos de la
PCR los cebadores externos 1y 4 permiten la amplificaciéon del nuevo molde de DNA
formado. De esta forma un solo amplificado contendria los dos fragmentos necesarios

para realizar la delecion (Figura 5.1).

1—» 3—»
B
- -
2 4
12 PCR
.................. 'S
22 PCR €rrrenennnens
1 —>
‘—
4

Figura 5.1. Representaciéon esquematica de la doble PCR realizada para obtener los mutantes
por delecién. La caja rayada indica la zona a delecionar. Las cajas azul y roja representan los
fragmentos 5’ y 3’ flanqueantes a la deleciéon amplificados en la PCR 1. Las flechas indican la

posicion donde hibridan los cebadores.

Los fragmentos amplificados pueden clonarse en los vectores pc-TOPO o
pGEM-T (Promega), los cuales facilitan la ligacién de los productos de PCR ya que no
necesitan ser digeridos previamente. A continuacion estos fragmentos fueron liberados
de las construcciones generadas cortando con un par de enzimas de restriccion, y
fueron ligados en el plasmido pMAD que previamente habia sido digerido con el
mismo par de enzimas de restriccion. El plasmido pMAD contiene un origen de
replicacién para Gram negativos y un origen de replicacién termosensible para Gram
positivos. También contiene un gen que confiere resistencia a eritromicina en S.
aureus y un gen que codifica para la enzima B-galactosidasa que al metabolizar la
sustancia X-gal produce un metabolito de color azul. De esta forma, las bacterias que
presenten el plasmido seran resistentes a eritromicina y en presencia de X-gal, las

colonias que produzcan seran azules.
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Bgal

erm resistente erm 12 recombinacion

azul homologa
oriG+

T~

Elr;r:] s:nsmle 22 recombinacion
. homdloga
mutante salvaje
— I a—

Figura 5.2. Esquema representativo de la mutagénesis por pMAD. En la 12 recombinacion
homoéloga (integracion del plasmido) la bacteria es azul y es capaz de crecer en presencia de
erm. En la 22 recombinacién homéloga (delecion del plasmido) la bacteria es blanca y sensible
a erm. En esta 22 recombinacion se pueden producir dos genotipos: mutante por delecién 6

restauracién del genotipo salvaje.

Las construcciones generadas en pMAD se introducen a una cepa de S.
aureus, en nuestro caso la RN4220 por ser facilmente transformable. Se crecen las
bacterias obtenidas a 30°C en TSB conteniendo eritromicina y se plaguean diluciones
del cultivo en fase estacionaria en TSA conteniendo eritromicina y Xgal a 43 °C
(temperatura restrictiva). El plasmido pMAD no puede replicar a 43 °C, por lo que las
colonias que crezcan en eritromicina seran bacterias con el pladsmido integrado en el
cromosoma bacteriano por recombinacion homologa de alguno de los dos fragmentos
flanqueantes al gen a delecionar. A continuacion, se pican de 1 a 5 colonias en TSB
sin antibidtico, se plaquean diluciones del cultivo estacionario en TSA conteniendo X-
gal a 43 °C y se seleccionan aquellas colonias de color blanco, que seran las que
hayan perdido el plasmido en la segunda recombinacion. Finalmente se comprueba

gue se habia producido el genotipo deseado mediante secuenciacion del amplificado

117



Material y Métodos

obtenido mediante PCR con cebadores flanqueantes a la delecién. La Figura 5.2
muestra un esquema de la técnica de mutagénesis por delecion mediante pMAD.
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Tabla 5.1. Cepas utilizadas en estos estudios.

Material y Métodos

Cepas utilizadas en el estudio de RinA

Cepas Descripcion Referencia

RN4220 Derivado defectivo en restriccion de RN450 (Kreiswirth et al., 1983)
RN450 NTCT8325 curada de los ¢11, $12 and ¢13 (Novick, 1967)
RN451 RN450 lisogénica para ¢11 (Novick, 1967)
RN10359 RN450 lisogénica para 80a (Ubeda, et al., 2007)
JP1794 RN451 SaPlbov1 tst::tetM (Ubeda, et al., 2005)
JP4028 RN451 ArinA

JP4128 JP4028 SaPIbovl tst::tetM

JP4221 JP4028 (pJP740)

JP5961 JP4128 (pJP740)

JP4027 RN451 ArinB

JP4127 JP4027 SaPlbov1 tst::tetM

JP3602 RN10359 SaPI1 tst::tetM (Ubeda, et al., 2008)
JP3603 RN10359 SaPIbov1 tst::tetM (Ubeda, et al., 2008)
JP4717 RN10359 ArinA

JP5293 JP4717 SaPlbovl tst::tetM

JP5294 JP4717 SaPI1 tst:itetM

JP5418 JP4717 (pJP740)

JP5419 JP5293 (pJP740)

JP5420 JP5294 (pJP740)

JP5011 RN4220 lisogénica para phiSLT pvl::tetM

JP6895 JP5011 ArinA

JP6391 JP6895 (pJP838)

JP4223 RN451 (pJP742)

JP4222 JP4028 (pJP742)

JP4216 RN4220 (pJP743)

JP5963 RN4220 (pJP744)

JP5619 RN4220 (pJP746)

JP5620 RN4220 (pJP747)

JP5925 RN4220 (pJP748)

JP5926 RN4220 (pJP749)

JP7188 RN451 quimera $11-$69 (¢11 con el Pters del fago $69)

JP7242 JP7188 SaPlbovl tst::tetM

JP7218 JP7188 (pJP741)
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Cepas Descripcion Referencia
JP7243 JP7242 (pJP741)
JP4001 RN451 Aint
JP3960 Enterococcus faecalis V583 (Paulsen et al., 2003)
JP5093 Streptococcus pyogenes NZ131 (McShan et al., 2008)
JP3345 Lactococcus latis 1L1403 (Bolotin et al., 1999)
JP3762 RN4220 (pJP535)
JP3763 RN4220 (pJP537)
JP3766 RN4220 (pJP543)
JP3767 RN4220 (pJP544)
JP3779 RN4220 (pJP564)
JP3780 RN4220 (pJP565)
Cepas utilizadas en el estudio de los reguladores Ltr

Cepas Descripcion Referencia
RN4220 Derivado defectivo en restriccion de RN450 (Kreiswirth et al., 1983)
JH2-2 Enterococcus faecalis (Yasmin, et al., 2010)
LIV1040 JH2-2 phiFL2A (Yasmin, et al., 2010)
JP1221 Staphylococcus carnosus TM300 (Rosenstein et al., 2009)
JpP3987 Streptococcus suis 89/1591
JP2348 RN4220 lisogénica para ¢$55
JP8205 JP2348 SaPl1 tst::tetM
JP6197 Staphylococcus aureus cepa propagadora lisogénica

para ¢37.
JP7904 RN4220 lisogénica para ¢$29
RN10359 RN450 lisogénica para 80a (Ubeda, et al., 2007)
JP3602 RN10359 SaPI1 tst::itetM (Ubeda, et al., 2008)
JP8071 JP2348 AORF34
JP8172 JP8071 (pJP1054)
JP8636 JP8071 (pJP1114)
JP8635 JP8071 (pJP1050)
JP8703 RN10359 quimera 80a-¢55 (80a con ORF34 del $55)
JP8704 JP8703 SaPI1 tst::tetM
JP8763 JP2348 quimera ¢55 — 80a ($55 con RinA del 80a)
JP8764 JP8763 SaPI1 tst::itetM
JP8039 LIV1040 AarpU
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Cepas Descripcion Referencia
JP8s84l JP8039 (pJP1115)
JP7957 RN4220 (pJP1046)
JP7958 RN4220 (pJP1047)
JP7650 RN4220 (pJP1007)
JP7651 RN4220 (pJP1008)
JP8273 RN4220 (pJP1068)
JP8274 RN4220 (pJP1069)
JP8275 RN4220 (pJP1070)
JP8276 RN4220 (pJP1071)
JP7832 RN4220 (pJP1041)
JP7833 RN4220 (pJP1042)
JP8842 RN4220 (pJP1118)
JP8843 RN4220 (pJP1119)
JP9585 JP7904 (pJP1214)
JP9769 JP7904 (pJP1216)
JP9770 JP7904 (pJP1217)
JP9771 JP7904 (pJP1218)
JP9513 JP2348 (pJP1221)
JP9633 JP2348 (pJP1227)
JP9758 JP2348 (pJP1223)
JP9759 JP2348 (pJP1224)
JP9760 JP2348 (pJP1225)
JP9761 JP2348 (pJP1226)
JP9632 RN4220 (pJP1228)
JP9371 RN10359 (pJP1207)
JP9588 RN10359 (pJP1214)
JP9829 RN10359 (pJP1221)
JP9417 JP7904 (pJP1207)
JP9828 JP7904 (pJP1221)
JP9830 JP2348 (pJP1207)
JP9831 JP2348 (pJP1214)
JP9653 RN10359 (pJP1232)
JP9756 JP2348 (pJP1232)
JP9755 RN10359 (pJP1234)
JP9649 JP2348 (pJP1234)
JP9832 RN10359 (pJP1051)
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Cepas Descripcion Referencia
JP9833 JP2348 (pJP1051)
JP9655 RN10359 (pJP1233)
JP9835 JP2348 (pJP1233)
JP9834 RN10359 (pJP1235)
JP9651 JP2348 (pJP1235)
JP9590 RN10359 (pJP1212)
JP9587 JP7904 (pJP1212)
JP9589 RN10359 (pJP1219)
JP9586 JP7904 (pJP1219)
JP9592 RN4220 (pJP1195)
JP9839 RN4220 (pJP1196)
JP9593 RN4220 (pJP1197)
Cepas utilizadas en el estudio del médulo de empaquetamiento del fago ¢11
Cepas Descripcion Referencia
RN4220 Restriction-defective derivative of RN450 (Kreiswirth et al., 1983)
RN451 RN450 lysogenic for ¢11 (Novick, 1967)
JP8963 RN451 AORF1-28 ¢11
JP10750 RN451 (SaPlbov1 tst::tetM Astl) (pCN51)
JP10751 JP8963 (SaPlbov1 tst::tetM Astl) (0CN51)
JP8977 JP8963 (SaPlbovl tst::tetM Astl) (pJP740)
JP3377 ¢11 A ORF 29 (Tormo et al., 2008)
JP4030 ¢11 A ORF 30
JP2729 ¢11 A ORF 31 (Tormo et al., 2008)
JP4032 ¢11 A ORF 32
JP4033 ¢11 A ORF 33
JP2733 ¢11 A ORF 34 (Tormo et al., 2008)
JP4035 ¢11 A ORF 35
JP4036 ¢11 A ORF 36
JP4037 ¢11 A ORF 37
JP4038 ¢11 A ORF 38
JP2930 ¢11 A ORF 39 (Tormo et al., 2008)
JP4040 ¢11 A ORF 40
JP4041 $11 A ORF 41
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Cepas Descripcion Referencia
JP4042 $11 A ORF 42

JP4043 $11 A ORF 43

JP4044 $11 A ORF 44

JP2906 $11 A ORF 45 (Tormo et al., 2008)
JP4046 $11 A ORF 46

JP4047 $11 A ORF 47

JP4048 $11 A ORF 48

JP4049 $11 A ORF 49

JP2731 $11 A ORF 50 (Tormo et al., 2008)
JP4051 ¢11 A ORF51

JP4052 ¢11 A ORF52

JP4053 ¢11 A ORF53

JP2735 ¢11 A ORF 54 (Tormo et al., 2008)
JP7195 ¢11 A ORF66

JP7196 ¢11 A ORF67

JP1794 RN451 (SaPlbov1 tst::tetM) (Tormo et al., 2008)
JP3378 JP3377 (SaPlbov1 tst::tetM) (Tormo et al., 2008)
JP4130 JP4030 (SaPlbovl tst::tetM)

JP3018 JP2729 (SaPlbov1 tst::tetM) (Tormo et al., 2008)
JP4132 JP4032 (SaPlbovl tst::itetM)

JP4133 JP4033 (SaPlbovl tst::tetM)

JP3020 JP2733 (SaPlbovl tst::tetM) (Tormo et al., 2008)
JP4135 JP4035 (SaPlbovl tst::tetM)

JP4136 JP4036 (SaPlbov1 tst::tetM)

JP4137 JP4037 (SaPlbovl tst::itetM)

JP4138 JP4038 (SaPlbovl tst::tetM)

JP3021 JP2930 (SaPlbovl tst::tetM) (Tormo et al., 2008)
JP4140 JP4040 (SaPlbov1 tst::tetM)

JP4141 JP4041 (SaPlbovl tst:tetM)

JP4142 JP4042 (SaPlbovl tst::tetM)

JP4143 JP4043 (SaPlbovl tst::itetM)

JP4144 JP4044 (SaPlbovl tst::itetM)

JP3017 JP2906 (SaPlbovl tst::tetM) (Tormo et al., 2008)
JP4146 JP4046 (SaPlbovl tst::tetM)

JP4147 JP4047 (SaPlbovl tst::itetM)

123



Material y Métodos

Cepas Descripcion Referencia
JP4148 JP4048 (SaPlbov1 tst::tetM)
JP4149 JP4049 (SaPlbov1 tst::tetM)
JP3019 JP2731 (SaPlbovl tst::tetM) (Tormo et al., 2008)
JP4151 JP4051 (SaPlbov1 tst::tetM)
JP4152 JP4052 (SaPlbov1 tst::tetM)
JP4153 JP4053 (SaPlbov1 tst::tetM)
JP3022 JP2735 (SaPlbovl tst::tetM) (Tormo et al., 2008)
JP7261 JP7195 (SaPlbovl tst::tetM)
JP7262 JP7196 (SaPlbov1 tst::tetM)
JP6630 RN451 (pCN51)

JP9840 JP3377 (pCN51)

JP9841 JP4030 (pCN51)

JP9842 JP2729 (pCN51)

JP9843 JP4032 (pCN51)

JP9845 JP4033 (pCN51)

JP9846 JP2733 (pCN51)

JP9847 JP4035 (pCN51)

JP9848 JP4036 (pCN51)

JP9850 JP4037 (pCN51)

JP9851 JP4038 (pCN51)

JP9852 JP2930 (pCN51)

JP9853 JP4040 (pCN51)

JP9854 JP4041 (pCN51)

JP9855 JP4042 (pCN51)

JP9856 JP4043 (pCN51)

JP9857 JP4044 (pCN51)

JP9858 JP2906 (pCN51)

JP9860 JP4046 (pCN51)

JP9861 JP4047 (pCN51)

JP9862 JP4048 (pCN51)

JP9863 JP4049 (pCN51)

JP9864 JP2731 (pCN51)

JP9865 JP4051 (pCN51)

JP9866 JP4052 (pCN51)

JP9867 JP4053 (pCN51)

JP9859 JP2735 (pCN51)
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Cepas Descripcion Referencia
JP9844 JP7195 (pCN51)

JP9849 JP7196 (pCN51)

RN10359 RN450 lysogenic for phage 80a (Ubeda, et al 2007)
JP3602 RN10359 (SaPI1 tst::tetM) (Tormo et al., 2008)
JP3603 RN10359 (SaPlIbov1 tst::tetM) (Tormo et al., 2008)
JP10689 RN10359 (SaPIbov1 tst::tetM AORF8)

JP10691 RN10359 (SaPIbov1 tst::tetM AORF9)

JP4493 RN10359 (SaPIbov2 bap::tetM)

JP3463 $80a A ORF 44

JP3464 JP3463 (SaPI1 tst::tetM)

JP3468 JP3463 (SaPlbov1 tst::tetM)

JP10690 JP3463 (SaPlbov1 tst::tetM AORF8)

JP10692 JP3463 (SaPlbovl tst::tetM AORF9)

JP3470 JP3463 (SaPlbov2 bap::tetM)

JP1796 RN451 (SaPlbov1l tst::tetM AORF5) (Ubeda, et al 2007)
JP1797 RN451 (SaPlbovl tst::tetM AORF6) (Ubeda, et al 2007)
JP1798 RN451 (SaPlbov1l tst::tetM AORF7) (Ubeda, et al 2007)
JP1799 RN451 (SaPlbovl tst::tetM AORF8) (Ubeda, et al 2007)
JP1800 RN451 (SaPlbov1l tst::tetM AORF9) (Ubeda, et al 2007)
JP1801 RN451 (SaPlbovl tst::tetM AORF10) (Ubeda, et al 2007)
JP3804 JP4032 (SaPlbov1 tst::tetM AORF5)

JP3826 JP4032 (SaPlbov1 tst::tetM AORF6)

JP3827 JP4032 (SaPlbov1 tst::tetM AORF7)

JP3965 JP4032 (SaPlbov1 tst::tetM AORF8)

JP3966 JP4032 (SaPlbov1 tst::tetM AORF9)

JP3828 JP4032 (SaPlbov1 tst::tetM AORF10)

JP6400 RN451 erm positive

JP10985 JP6400 A ORF 32 ¢11

JP2796 RN4220 (pCN51)

JP5982 RN4220 (pJP546)

JP4256 RN4220 (pJP547)

JP5984 RN4220 (pJP548)

JP3165 RN4220 (pJP403) (Tormo et al., 2008)
JP8559 RN4220 (pJP1121)

JP5993 RN4220 (pJP575)

JP5985 RN4220 (pJP549)
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Cepas Descripcion Referencia
JP5986 RN4220 (pJP550)

JP3166 RN4220 (pJP417) (Tormo et al., 2008)
JP5994 RN4220 (pJP576)

JP5995 RN4220 (pJP577)

JP5987 RN4220 (pJP569)

JP5988 RN4220 (pJP551)

JP5989 RN4220 (pJP552)

JP8629 RN4220 (pJP1122)

JP7296 RN4220 (pJP990)

JP8652 RN4220 (pJP989)

JP7654 RN4220 (pJP1006)

JP6609 JP4030 (pJP546)

JP4506 JP4032 (pJP547)

JP6610 JP4033 (pJP548)

JP8563 JP4035 (pJP1121)

JP6611 JP4036 (pJP575)

JP6612 JP4037 (pJP549)

JP6613 JP4038 (pJP550)

JP6614 JP4040 (pJP576)

JP6615 JP4041 (pJP577)

JP6616 RN4042 (pJP569)

JP6617 JP4043 (pJP551)

JP6618 JP4044 (pIP552)

JP8671 JP4049 (pJP1122)
JP10693 JP4052 (pJP990)

JP10694 JP4053 (pJP989)

JP7669 JP7196 (pJP1006)
JP11034 RN10359 (pCN51)
JP11036 JP3463 (pJP547)

JP6631 JP6630 (SaPlbovl tst::tetM)
JP6619 JP6609 (SaPlbovl tst::tetM)
JP6620 JP4506 (SaPlbovl tst::tetM)
JP6621 JP6610 (SaPlbovl tst::tetM)
JP8564 JP8563 (SaPlbovl tst::tetM)
JP6622 JP6611 (SaPlbovl tst::itetM)
JP6623 JP6612 (SaPlbovl tst::tetM)
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Cepas Descripcion Referencia
JP6624 JP6613 (SaPlbovl tst::tetM)
JP6625 JP6614 (SaPlbovl tst::tetM)
JP6626 JP6615 (SaPlbovl tst::tetM)
JP6627 JP6616 (SaPlbovl tst::tetM)
JP6628 JP6617 (SaPlbovl tst::tetM)
JP6629 JP6618 (SaPlbovl tst::tetM)
JP8672 JP8671 (SaPlbovl tst::tetM)
JP8653 JP10693 (SaPlbovl tst::tetM)
JP8654 JP10694 (SaPlbovl tst::tetM)
JP7670 JP7669 (SaPlbovl tst::tetM)
JP11035 JP11034 (SaPIbovl tst::tetM)
JP11037 JP11036 (SaPlbovl tst::tetM)
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Tabla 5.2. Plasmidos utilizados en estos estudios.

Material y Métodos

Plasmidos utilizados en el estudio de RinA

Plasmidos  Descripcion Referencia
pMAD Vector. Ianzqdera con origen termosensible para S. aureus, gen (Amaud et al., 2004)
de resistencia a ermy el gen lacZ
pJP508 Derivado del pMAD para delecionar rinA del ¢11 y 80a
pJP835 Derivado del pMAD para delecionar rinA del phiSLT
pJP956 Derivado del pMAD para generar la quimera $11-¢69 (¢11 con
el Pters del $69)
pCN51 Vect_or de expresién con origen de replicacion para S. aureus, (Charpentier et al., 2004)
contiene el gen de resistencia a erm
pCN41 Utilizado en la fusion transcrlpc!onal dg Sta}phylococcus, (Charpentier et al., 2004)
portador de B —lactamasa blaz, contiene resistencia a erm
pCN42 Utilizado en la fusion transcripcional de Staphylococcus,
portador de un promotor inducible por Cd y B —lactamasa blaz, (Charpentier et al., 2004)
contiene resistencia a erm
pJP740 Derivado del pCN51 para expresar RinA del $11
pJP741 Derivado del pCN51 para expresar RinA del $69
pJP838 Derivado del pCN51 para expresar RinA del phiSLT
pJP742 Analisis transcripcional de terS del $11, derivado de pCN41
pJP743 Analisis transcripcional de rinA y terS del ¢11, derivado del
pCN42
pJP744 Andlisis transcripcional de ArinA y terS del ¢11, derivado del
pCN42
pJP746 Analisis transcripcional de rinA y terS del ¢69, derivado del
pCN42
pJP747 Analisis transcripcional de ArinA y terS del ¢$69, derivado del
pCN42
pJP748 Andlisis transcripcional de rinA11 y terSeo, derivado del pCN42
pJP749 Andlisis transcripcional de rinAes Y terSia, derivado del pCN42
pJP750 Derivado del pGXT4 para sobrexpresar RinA del ¢11
pJP535 Andlisis transcripcional terS del fago de Enterococcus faecalis
en presencia de rinA, derivado del pCN42
pJP537 Andlisis transcripcional terS del fago de Enterococcus faecalis
en presencia de ArinA, derivado del pCN42
pJP543 Andlisis transcripcional terS del fago de Streptococcus
pyogenes en presencia de rinA, derivado del pCN42
pJP544 Andlisis transcripcional terS del fago de Streptococcus
pyogenes en presencia de ArinA, derivado del pCN42
pJP564 Andlisis transcripcional terS del fago de L. lactis en presencia

de rinA, derivado del pCN42
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Plasmidos  Descripcion Referencia
pJP565 Andlisis transcripcional terS del fago de L. lactis en presencia
de ArinA, derivado del pCN42
Plasmidos utilizados en el estudio de los reguladores Ltr
Plasmidos  Descripcion Referencia
pMAD Vector lanzadera con origen termosensible para S. aureus, gen (Arnaud et al., 2004)
de resistencia a ermy el gen lacZ "
pJP1045 Derivado del pMAD para delecionar la ORF34 del ¢$55
pJP1116 Derivado del pMAD para generar la quimera 80a-¢55 (80a con
la ORF34 del $55)
pJP1117 Derivado del pMAD para generar la quimera ¢$55-80a (¢55 con
RinA del 80a)
pBT2 Vector lanzadera con origen termosensible para S. aureus, gen
de resistencia a cat y el gen lacZ (Bruckner, 1997)
pJP1037 Derivado del pBT2 para delecionar arpU del phiFL2A
PCN51 Vector de expresién con origen de replicacién para S. aureus, .
contiene el gen de resistencia a erm (Charpentier et al., 2004)
CN41 ili i inci
p Utilizado en la fusion transcrlpc_lonal dg Sta_lphylococcus, (Charpentier et al., 2004)
portador de g —lactamasa blaz, contiene resistencia a erm
PCN42 Utilizado en la fusién transcripcional de Staphylococcus,
portador de un promotor inducible por Cd y B —lactamasa blazZ, (Charpentier et al., 2004)
contiene resistencia a erm
pJP1054 Derivado del pCN51 para expresar ORF34 del $55
pJP1114 Derivado del pCN51 para expresar RinA del $29
pJP1050 Derivado del pCN51 para expresar ArpU del phiFL2A
pJP1115 Derivado del pBT2 para expresar ArpU del phiFL2A
pJP1049 Derivado del pGXT4 para sobrexpresar la ORF34 de ¢55
pJP1039 Derivado del pGXT4 para sobrexpresar ArpU del phiFL2A
pJP1046 Analisis transcripcional terS del fago ¢55 en presencia de
ORF34, derivado del pCN42
pJP1047 Analisis transcripcional terS del fago ¢55 en presencia de

AORF34, derivado del pCN42
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Plasmidos  Descripcién Referencia

pJP1007 Analisis transcripcional terS del fago phiFL2A en presencia de
rinA, derivado del pCN42

pJP1008 Analisis transcripcional terS del fago phiFL2A en presencia de
ArinA, derivado del pCN42

pJP1068 Andlisis transcripcional terS del fago de S. suis en presencia de
arpU, derivado del pCN42

pJP1069 Andlisis transcripcional terS del fago de S. suis en presencia de
AarpU, derivado del pCN42

pJP1070 Analisis transcripcional terS del fago de S. carnosus en
presencia de ORF34, derivado del pCN42

pJP1071 Andlisis transcripcional terS del fago de S. carnosus en
presencia de AORF34, derivado del pCN42

pJP1041 Andlisis transcripcional terS del fago ¢37 en presencia de
Sigma 70, derivado del pCN42

pJP1042 Andlisis transcripcional terS del fago ¢37 en presencia de
ASigma 70, derivado del pCN42

pJP1118 Andlisis transcripcional terS del fago de S. suis en presencia de
DUF1492, derivado del pCN42

pJP1119 Andlisis transcripcional terS del fago de S. suis en presencia de
ADUF1492, derivado del pCN42

pJP1214 Andlisis transcripcional de terS del ¢$29, derivado de pCN41

pJP1216 Analisis transcripcional de terS del $29 mutante en la primera

repeticion, derivado de pCN41

pJP1217 Analisis transcripcional de terS del $29 mutante en la segunda

repeticion, derivado de pCN41

pJP1218 Andlisis transcripcional de terS del $29 mutante en la primera y

segunda repeticidn, derivado de pCN41

pJP1219 Andlisis transcripcional de terS del ¢29 en presencia de las

repeticiones del fago 80a, derivado de pCN41
pJP1207 Analisis transcripcional de terS del 80a, derivado de pCN41

pJP1212 Andlisis transcripcional de terS del 80a en presencia de las

repeticiones del $29, derivado de pCN41
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Plasmidos  Descripcién Referencia

pJP1221 Analisis transcripcional de terS del ¢55, derivado de pCN41

pJP1227 Andlisis transcripcional de terS del ¢55 con las cuatro

repeticiones mutadas, derivado de pCN41

pJP1223 Analisis transcripcional de terS del $55 mutante en la primera

repeticion, derivado de pCN41

pJP1224 Analisis transcripcional de terS del $55 mutante en la segunda

repeticion, derivado de pCN41

pJP1225 Analisis transcripcional de terS del 55 mutante en la tercera

repeticion, derivado de pCN41

pJP1226 Analisis transcripcional de terS del $55 mutante en la cuarta

repeticion, derivado de pCN41

pJP1228 Andlisis transcripcional de terS del phiFL2A con las tres

repeticiones mutadas, derivado de pCN42

pJP1232 Andlisis transcripcional de terS del ¢55 en presencia de los

sitios de union del 80a, derivado de pCN41

pJP1233 Analisis transcripcional de terS del phiFL2A en presencia de

los sitios de unién del 80a, derivado de pCN41

pJP1051 Andlisis transcripcional de terS del phiFL2A, derivado de
pCN41

pJP1234 Andlisis transcripcional de terS del 80a en presencia de los

sitios de unién del $55, derivado de pCN41

pJP1235 Andlisis transcripcional de terS del phiFL2A en presencia de
los sitios de union del ¢55, derivado de pCN41

pJP1195 Andlisis transcripcional de rinA del 80a en presencia de la

regién comprendida entre cl y rinA, derivado del pBT2

pJP1196 Andlisis transcripcional de rinA del 80a en presencia de la
region comprendida entre la regiéon divergente entre cl-cro y
rinA, derivado del pBT2

pJP1197 Andlisis transcripcional de rinA del 80a en presencia de la

region comprendida entre cro y rinA, derivado del pBT2
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Plasmidos utilizados en el estudio del médulo de empaquetamiento del fago ¢11

Plasmidos

Descripcion

Referencia

pBT2

pJP695

PMAD
pJP451
pJP458
pJP452
pJP642
pJP643
pJP453
pJP461
pJP566
pJP803
pJP454
pJP455
pJP459
pJP644
pJP625
pJP570
pJP626
pJP572
pJP519
pJP619
pJP9Y58
pJP9Y59

pJP652

Vector for efficient allelic replacement

Derivado del pBT2 para inserter el cassette de eritromicina en

el fago ¢11

Vector lanzadera con origen termosensible para S. aureus, gen

de resistencia a ermy el gen lacZ

Derivado del pMAD para delecionar la ORF 30 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 32 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 33 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 35 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 36 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 37 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 38 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 40 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 41 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 42 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 43 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 44 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 46 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 47 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 48 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 49 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 51 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 52 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 53 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 66 de ¢11
Derivado del pMAD para delecionar la ORF 67 de ¢11

Derivado del pMAD para delecionar la ORF 44 de 80 a

(Bruckner, 1997)

(Arnaud et al., 2004)
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Plasmidos  Descripcién Referencia

pCN51 Vector de expresion con origen de replicacion para S. aureus, (Charpentier et al., 2004)
contiene el gen de resistencia a erm

pJP740 Derivado del pCN51 para expresar RinA del $11

pJP546 Derivado del pCN51 para expresar ORF30 del $11

pJP547 Derivado del pCN51 para expresar ORF32 del ¢11

pJP548 Derivado del pCN51 para expresar ORF33 del ¢11

pJP403 Derivado del pCN51 para expresar ORF34 del ¢11 (Tormo et al., 2008)

pJP1121 Derivado del pCN51 para expresar ORF35 del $11

pJP575 Derivado del pCN51 para expresar ORF36 del ¢11

pJP549 Derivado del pCN51 para expresar ORF37 del ¢11

pJP550 Derivado del pCN51 para expresar ORF38 del $11

pJP417 Derivado del pCN51 para expresar ORF39 del ¢11 (Tormo et al., 2008)

pJP576 Derivado del pCN51 para expresar ORF40 del ¢11

pJP577 Derivado del pCN51 para expresar ORF41 del ¢11

pJP569 Derivado del pCN51 para expresar ORF42 del $11

pJP551 Derivado del pCN51 para expresar ORF43 del $11

pJP552 Derivado del pCN51 para expresar ORF44 del $11

pJP1122 Derivado del pCN51 para expresar ORF49 del $11

pJP990 Derivado del pCN51 para expresar ORF52 del $11

pJP989 Derivado del pCN51 para expresar ORF53 del $11

pJP1006 Derivado del pCN51 para expresar ORF67 del $11
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Tabla 5.3. Cebadores utilizados en estos estudios.

Cebadores utilizados en el estudio de RinA

Cebadores utilizados para los mutantes de RinA y clonajes en plasmidos

Plasmidos | Cebadores Secuencia (5°-3%)
orf28phill-1mB CGCGGATCCGTGATAAGAAGTGACGC
IP508 orf28phill-2c TTTAGTCATGAATACCCTCCG
P orf28phill-3m CGGAGGGTATTCATGACTAAAAGATTGGCGGAAGAGTTAGGG
orf28phill-4cE CCGGAATTCTGTACTTCAGTGAAGTTATCG
phiSLTp36-1mB CGCGGATCCATCAGAGCTGAAGTTTCATGG
IP835 phiSLTp36-2c GATATCATATATTGTGTTCCC
P phiSLTp36-3m GGAACACAATATATGATATCAACTTTGTTAAAGCGGTAGCG
phiSLTp36-4CcE CCGGAATTCAAACATTTTAAGCCGATGGGC
orf29phill-11mB CGCGGATCCATCAGTCTGATTTGATGAGGGC
JP956 orf28phill-15c GTCTTCCCCTAACTCTTCCG
orf30phi69-18m CGGAAGAGTTAGGGGAAGACTAAGTTTGGAAAAAGTCTGG
orf25phi69-17c¢S ACGCGTCGACTAATGTACTTCAGTGAAGTTATCG
IP740 orf28phill-6mB CGCGGATCCGGTGATGTAAAAGTTAAAGAGCG
P orf28phill-5¢cK CGGGGTACCACTGCCAATTTCAGTCTTCCC
IP741 orf30phi69-1mB CGCGGATCCGTTTGGTGTGATGTTGCAAGC
P orf30phi69-6¢K CGGGGTACCATGTATTATACCTAATTCATCTGC
1P838 phiSLTp36-5mB CGCGGATCCTTGCAGAATAAAGAACTAACG
P phiSLTp36-6¢CE CCGGAATTCGCCTTTTGCACAATCTTTGC
1P742 orf28phill-5mB CGCGGATCCATCAAGCAGGAAAGAACGC
P orf29phil11-3cK CGGGGTACCTAACCTGCTGTAATTGCTGC
1P743 orf28phill-6mB CGCGGATCCGGTGATGTAAAAGTTAAAGAGCG
P orf29phill-3cK CGGGGTACCTAACCTGCTGTAATTGCTGC
IP744 orf28phill-6mB CGCGGATCCGGTGATGTAAAAGTTAAAGAGCG
P orf29phil1-3cK CGGGGTACCTAACCTGCTGTAATTGCTGC
IP746 orf30phi69-1mB CGCGGATCCGTTTGGTGTGATGTTGCAAGC
P orf25phi69-2cK CGGGGTACCTCATTTACCACCAACTCTCGC
orf30phi69-1mB CGCGGATCCGTTTGGTGTGATGTTGCAAGC
IP747 orf30phi69-3c ATTGCTTTGCACCCTATCTCC
P orf30phi69-4m GGAACACAATATATGATATCAACTTTGTTAAAGCGGTAGCG
orf35phi69-2cK CGGGGTACCTCATTTACCACCAACTCTCGC
orf28phill-6mB CGCGGATCCGGTGATGTAAAAGTTAAAGAGCG
1P748 orf28phill-7cK CGGGGTACCGTCTTCCCCTAACTCTTCCG
P orf30phi69-5mK CGGGGTACCATTAAGTTTGGAAAAAGTCTGG
orf25phi69-2cE CCGGAATTCCAAATTAATTAATATGCCATCAG
orf30phi69-1mB CGCGGATCCGTTTGGTGTGATGTTGCAAGC
1P749 orf30phi69-6¢K CGGGGTACCATGTATTATACCTAATTCATCTGC
P orf28phill-8mK CGGGGTACCCTGAAATTGGCAGTAAAGTGGC
orf29phill-3cE CCGGAATTCTAACCTGCTGTAATTGCTGC
IP750 orf28phill-5¢cX CCGCTCGAGACTGCCAATTTCAGTCTTCCC
P orf28phill-7mB/b CGCGGATCCATGACTAAAAAGAAATACGG
pIP535 EF_V583-Pla-1mS ACGCGTCGACAATCCATCAAGGCCGCATCG

EF_V583-Pla-4cB

CGCGGATCCTGTCGGCAGTTCCTCTAGC
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Plasmidos | Cebadores Secuencia (5’-3’)
EF_V583-Pla-1mS ACGCGTCGACAATCCATCAAGGCCGCATCG
IP537 EF_V583-Pla-2c TAATTCTTCTTCCCGTTGACG
P EF_V583-Pla-3m TCAACGGGAAGAAGAATTACATTAATTGGACTTGCCCAGC
EF_V583-Pla-4cB CGCGGATCCTGTCGGCAGTTCCTCTAGC
IP543 Spy_NZ131-Pla-1mB | CGCGGATCCCGTGCTAGTGATGATAGAGC
P Spy_NZzZ131-Pla-4cE CCGGAATTCTTTAATAGCCGCTGCTGTCGC
Spy_NzZ131-Pla-1ImB | CGCGGATCCCGTGCTAGTGATGATAGAGC
1P544 Spy_NZ131-Pla-2c AAATTTGCTCTTCCTCCACCG
P Spy_NZ131-Pla-3m GTGGAGGAAGAGCAAATTTGCCTATACAAGACATCTGTCG
Spy_NZ131-Pla-4cE CCGGAATTCTTTAATAGCCGCTGCTGTCGC
IP564 bIL309-Alt-1mB CGCGGATCCACACTTGGTCAGTAGTATGG
P bIL309-Alt-5¢cE CCGGAATTCTATAAATTTCTTGAACCTCACC
bIL309-Alt-1mB CGCGGATCCACACTTGGTCAGTAGTATGG
IP565 bIL309-Alt-2¢ AGAATATGCTGTACGAATGCC
P bIL309-Alt-3m CATTCGTACAGCATATTCTGGTTACGGTGGTTTTACATGG
bIL309-Alt-5cE CCGGAATTCTATAAATTTCTTGAACCTCACC
Cebadores utilizados para realizar gPCRs y RACE
Cebadores Secuencia (5’-3’) Descripcion
gyr-L CACCATGTAAACCACCAGATA ]
gPCR. Expression of gyrB gene
gyr-U TTATGGTGCTGGGCAAATACA

orf29-phill-4m
orf30-phill-2c

CAGCAGAGTCTTTAGCAAGTCG

CTTACCGCTCGAACCTCCACC gene

orf32-phill-7m
orf32-phill-8c

GATGAGTTCGATGTAAAAGCG
TGAACACGTGCCGATTCCG

orf39-phill-1m
orf39-phill-2c

TACAGAGGATACAATGGACGG
GTGGAATCTGTATCCAGTCGC

orf49-phill-6m
orf48-phill-4cE

TTTTGTACCACAACCAGGCG
CCGGAATTCGTTTTTCGAGTCGTCGATTACC

orf53-phill-7m
orf53-phil1-8c

AGTGGTTGAAAACTTCTGAGGG
TACCTTTAGGGTTACTACCACG

orfl-phill-1m
orfl-phill-2c

AGCGTACGAGTGTCTTAAATGG
CTGTGTGGGCAGGTTTTAAAGC

orf29-phill-spic
orf29-phill-sp2c
orf29-phill-sp3c

TGGTCAATAGATCTCTGACGC
AACCTCTTTTTCCACTTCATCG
TAGAAGCAGATAACGCTAAAGC

RACE &
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Cebadores utilizados en el estudio de los reguladores Ltr

Cebadores utilizados para los mutantes de Ltr y clonajes en plasmidos

Plasmidos | Cebadores Secuencia (5’-3)
orf34phi55-1mB CGCGGATCCTCTATCGACCAACTCATTGAC

pJP1045 orf36phi96-2c CACTTCATTTTATGTGTGCC
orf36phi96-3m GGCACACATAAAATGAAGTGATTATCAAGAAGATGCCTAACTC
orf36phi96-4cE CCGGAATTCGAGGAATGCATCAGCTGTCG
phi80a-11mB CGCGGATCCAGTGAATTTTACAGTCCTACG
orf38phi80a-4c GAATACCCTCCATACAAATATT

pIP1116 orf34phi55-7m ATATTTGTATGGAGGGTATTCATGTATAGCAAAGAGTCAAT
orf34phi55-18c TCTTTTGTTTTTCGTTCATTTGTTTTCACTGTATCACACG
orf38phi80a-5m ATGAACGAAAAACAAAAGAGA
orf30phill-8cS ACGCGTCGACCATGACTATGTCTGATATGCC
orf34phi55-1mB CGCGGATCCTCTATCGACCAACTCATTGAC
orf34phi55-9c ATCCATATTTCTTTTTAGTCATCTACTCTGACACCTCCGCCCT

0IP1117 orf38phi80a-6m ATGACTAAAAAGAAATATGGATT
orf38phi80a-7c TTCATTTACCACCAACTCTCG
orf34phi55-17m GAGAGTTGGTGGTAAATGAATTGATTAAATTAACACCGAAGC
orf34phi55-11cS ACGCGTCGACGTAACTACAACGTGAGAATACC
ArpUphiFL2A-1mB CGCGGATCCGATAACGGCGAAGTGTTTTGG

pJP1037 ArpUphiFL2A-2c CAATTGAATCAAGTGGAATCG
ArpUphiFL2A-3m CGATTCCACTTGATTCAATTGAAGATTGCTAGAGAAGTTGGC
ArpUphiFL2A-4cS ACGCGTCGACAGAAGGAGCGACCTTCTAGC

0IP1054 orf34phi55-5mB CGCGGATCCGCTAATGATGATGCAGAGGCG
orf36phi96-8cE CCGGAATTCGTCATTTTCGTCATTTCTGTC

0IP1114 orf30phi29-1mS ACGCGTCGACTTAAGAAGTAGATTGAGACAC
orf30phi29-2cB CGCGGATCCTAATATCTCGTTTTAGGTGTC

0IP1050 ArpUphiFL2A-13mS ACGCGTCGACGAAAATACTATCTCATAGTACG
ArpUphiFL2A-8cK CGGGGTACCAACTTTCCGCCAAAAAACCG

0IP1115 ArpUphiFL2A-13mS ACGCGTCGACGAAAATACTATCTCATAGTACG
ArpUphiFL2A-8cK CGGGGTACCAACTTTCCGCCAAAAAACCG

0IP1049 orf36phi96-9mB CGCGGATCCATGTATAGCAAAGAGTCAAT
orf36phi96-8cE CCGGAATTCGTCATTTTCGTCATTTCTGTC

0IP1039 ArpUphiFL2A-9mB CGCGGATCCGTGAGAAATATTTTCGACATAG
ArpUphiFL2A10cS ACGCGTCGACAACTTTCCGCCAAAAAACCG

0IP1046 orf34phi55-2mB CGCGGATCCTTGATTGCTACTATCTTTGTG

orf34phi55-4cE

CCGGAATTCCCACTCATACTCTTCAAAAGC
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Plasmidos | Cebadores Secuencia (5’-3’)
orf34phis5-2mB CGCGGATCCTTGATTGCTACTATCTTTGTG
pJP1047 orf36phi96-2c CACTTCATTTTATGTGTGCC
orf36phi96-3m GGCACACATAAAATGAAGTGATTATCAAGAAGATGCCTAACTC
orf34phi55-4cE CCGGAATTCCCACTCATACTCTTCAAAAGC
ArpUphiFL2A-5mS ACGCGTCGACAAGTAAAGTGCTAATAGTGCC
pJP1007
ArpUphiFL2A-6¢cB CGCGGATCCAAATGTCCGTTCGGATACTCC
ArpUphiFL2A-5mS ACGCGTCGACAAGTAAAGTGCTAATAGTGCC
pJP1008 ArpUphiFL2A-2c CAATTGAATCAAGTGGAATCG
ArpUphFL2A-3m CGATTCCACTTGATTCAATTGAAGATTGCTAGAGAAGTTGGC
ArpUphiFL2A-6cB CGCGGATCCAAATGTCCGTTCGGATACTCC
IP1068 Ssui_4012-1mB CGCGGATCCTGTGCGCAGATGAAATAGGC
p
Ssui_4012-4cE CCGGAATTCAGCTTCTTCATCGCTCAATCC
Ssui_4012-1mB CGCGGATCCTGTGCGCAGATGAAATAGGC
pJP1069 Ssui_4012-2c GATAGCAAGGCATCGTTGAGCAGTTTTCGTTTTGCATTAGC
Ssui_4012-3m CTCAACGATGCCTTGCTATCG
Ssui_4012-4cE CCGGAATTCAGCTTCTTCATCGCTCAATCC
3IP1070 Sca_0491-1mB CGCGGATCCTACGACATCAACAGTCAGGCG
p
Sca_0491-4cE CCGGAATTCTGGTCGCGCTCTTGGATTGC
Sca_0491-1mB CGCGGATCCTACGACATCAACAGTCAGGCG
pJP1071 Sca_0491-2c ATCTGCTTCTACCATATTCTG
Sca_0491-3m AGAATATGGTAGAAGCAGATGACATTGCATGTATCAATAGC
Sca_0491-4AcE CCGGAATTCTGGTCGCGCTCTTGGATTGC
IP1041 orf44phi37-5mB CGCGGATCCGCTAAATACATCACTGAACAG
p
orf44phi37-6¢E CCGGAATTCCAAGTTTTCGCTACCTACTGC
orf44phi37-5mB CGCGGATCCGCTAAATACATCACTGAACAG
pJP1042 orf44phi37-2c TTTACAGATGTCCTTCTGC
orf44phi37-3m GCAGAAGGACATCTGTAAAGAAACAGGATATAGTGAACAG
orf44phi37-6¢E CCGGAATTCCAAGTTTTCGCTACCTACTGC
IP1118 Ssui_2757-1mB CGCGGATCCGACTTTATCAATTCTGGGTGC
p
Ssui_2757-4cE CCGGAATTCAACTAACTGACCACATATTCC
Ssui_2757-1mB CGCGGATCCGACTTTATCAATTCTGGGTGC
pJP1119 Ssui_2757-2c TATAGCCTTAGCCTTGTTCAC
Ssui_2757-3m TGAACAAGGCTAAGGCTATATATTACCGTATCCTACGTGTG
Ssui_2757-4cE CCGGAATTCAACTAACTGACCACATATTCC
. CGCGGATCCTAAAATTGACAGTAAAATGACAGTTTTTGACACCTA
0f030phi29-3mB
pJP1214 AAAC

orf030phi29-4cE

CCGGAATTCCTTACTCAACTCAAAAGCTCG
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Plasmidos Cebadores Secuencia (5’-3’)
. CGCGGATCCTAAAATAAAAAAAAAAATGACAGTTTTTGACACCT
0f030phi29-8mB
pJP1216 AAAAC
orf030phi29-4cE CCGGAATTCCTTACTCAACTCAAAAGCTCG
) CGCGGATCCTAAAATTGACAGTAAAAAAAAAAATTTTGACACCT
orf030phi29-9mB
pJP1217 AAAAC
orf030phi29-4cE CCGGAATTCCTTACTCAACTCAAAAGCTCG
) CGCGGATCCTAAAATAAAAAAAAAAAAAAAAAATTTTGACACCTA
orf030phi29-10mB
pJP1218 AAAC
orf030phi29-4cE CCGGAATTCCTTACTCAACTCAAAAGCTCG
orf34phi55-25mB CGCGGATCCGATGAGTTGGCAGAAAAGATT
pJP1221
orf34phi55-4cE CCGGAATTCCCACTCATACTCTTCAAAAGC
CGCGGATCCGATGAGTTGGCAGAAAAGATTTATCTACTACAGT
orf34phi55-27mB GACGATTTTTTTAATTTTTTTAGTTTTTTTGATTTTTTTACTATTTT
pJP1227
TAAACTGTG
orf34phi55-4cE CCGGAATTCCCACTCATACTCTTCAAAAGC
CGCGGATCCGATGAGTTGGCAGAAAAGATTTATCTACTACAGT
1P1223 orf34phi55-38mB GACGATTTTTTTAAAAATGACAGAAATGACGAAAATGACACTATT
P TTTAAACTGTG
orf34phi55-4cE CCGGAATTCCCACTCATACTCTTCAAAAGC
CGCGGATCCGATGAGTTGGCAGAAAAGATTTATCTACTACAGT
1P1224 orf34phi55-39mB GACGAAAATGACAATTTTTTTAGAAATGACGAAAATGACACTATT
P TTTAAACTGTG
orf34phi55-4cE CCGGAATTCCCACTCATACTCTTCAAAAGC
CGCGGATCCGATGAGTTGGCAGAAAAGATTTATCTACTACAGT
IP1225 orf34phi55-40mB GACGAAAATGACAAAAATGACAGTTTTTTTGAAAATGACACTATT
P TTTAAACTGTG
orf34phi55-4cE CCGGAATTCCCACTCATACTCTTCAAAAGC
CGCGGATCCGATGAGTTGGCAGAAAAGATTTATCTACTACAGT
IP1296 orf34phi55-41mB GACGAAAATGACAAAAATGACAGAAATGACGATTTTTTTACTATT
P TTTAAACTGTG
orf34phi55-4cE CCGGAATTCCCACTCATACTCTTCAAAAGC
ArpUphiFL2A-5mS ACGCGTCGACAAGTAAAGTGCTAATAGTGCC
. GCACTCAAATTCGTATAAAAATTTTTTTCTTTTTTTTTTAAAATTTI
pIP1228 ATPUPhIFL2A-20C | 11 AATTATTTATATGC
ArpUphFL2A-21m TTTTATACGAATTTGAGTGCTAATATAGTAATATCGAAAG
ArpUphiFL2A-6¢cB CGCGGATCCAAATGTCCGTTCGGATACTCC
1P1207 orf38phi80a-12mB CGCGGATCCAAGGAATTAGTGAAAGTTTGTG
p

orf40phi80a-5¢cE

CCGGAATTCCACTTCATCGTTTAAATGGTC
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Plasmidos Cebadores Secuencia (5°-3’)
CGCGGATCCTGAAATTGGCAGTAAAGTGGCAGTTTTTGATACCTA
IP1232 orf38phi80a-25mB | AAATGAGATATTATGATAGTGTAGGATATTTGTAAGAATTATCTTA
p
AGACG
orf34phi55-4cE CCGGAATTCCCACTCATACTCTTCAAAAGC
CGCGGATCCGATGAGTTGGCAGAAAAGATTTATCTACTACAGTGA
orf34phi55-29mB | CGAAAATGACAAAAATGACAGAAATGACGAAAATGACACTATTTT
pJP1234 TAAA
orf34phis5-28m AGAAATGACGAAAATGACACTATTTTTAAACTGTGAATTAATTTTA
P TATAATTGACTGACTATCTTACTGCGTTTCCC
orf40phi80a5cE CCGGAATTCCACTTCATCGTTTAAATGGTC
ArpUphiFL2A-
ACGCGTCGACAAGATTGCTAGAGAAGTTGGC
pJP1051 14mS
ArpUphiFL2A-6cB | CGCGGATCCAAATGTCCGTTCGGATACTCC
ACGCGTCGACTGAAATTGGCAGTAAAGTGGCAGTTTTTGATACCT
IP1233 orf38phi80a-26mS | AAAATGAGATATTATGATAGTGTAGGATATTCAAAGAAATGGACA
P CATTAC
ArpUphiFL2A-6cB | CGCGGATCCAAATGTCCGTTCGGATACTCC
ACGCGTCGACGATGAGTTGGCAGAAAAGATTTATCTACTA
orf34phi55-31mS | CAGTGACGAAAATGACAAAAATGACAGAAATGACGAAAATG
pJP1235 ACACTATTTTTAAA
orf340hi55-30m AGAAATGACGAAAATGACACTATTTTTAAACTGTGAATTAAT
P TTTATATAATTGACTCAAAGAAATGGACACATTACAC
ArpUphiFL2A-6cB | CGCGGATCCAAATGTCCGTTCGGATACTCC
CGCGGATCCTGAAATTGACAGTAAAGTGACAGTTTTTGATA
orf38phi80a-21mB
pJP1212 CCTAAAATGAG
orf40phi80a-5cE CCGGAATTCCACTTCATCGTTTAAATGGTC
. CGCGGATCCTAAAATTGGCAGTAAAATGGCAGTTTTTGACACCTA
orf030phi29-5mB
pJP1219 AAAC
orf030phi29-4cE CCGGAATTCCTTACTCAACTCAAAAGCTCG
IP1195 orf5phi80a-5mNh | CTAGCTAGCTTAAACACTGATGAAATAGACG
p
orf38phi80a-15cP | AACTGCAGCGAGTTGCTTATGATAATTAGG
orféphi80a-9mNh | CTAGCTAGCTTCTTGATAGCTCTGATTGAG
pJP1196
orf38phi80a-15cP | AACTGCAGCGAGTTGCTTATGATAATTAGG
IP1197 orf7phi80a-9mNh | CTAGCTAGCAGCCAAAGTTCTTTAGCGAAC
p

orf38phi80a-15cP

AACTGCAGCGAGTTGCTTATGATAATTAGG
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Cebadores utilizados para realizar g°PCRs

gyr-L CACCATGTAAACCACCAGATA )
gPCR. Expression of gyrB gene
gyr-u TTATGGTGCTGGGCAAATACA

orf103phi55-3m

orf16phi55-2¢

AAGCTAAAGGCTACACAGTGC

AGTCCTGTAATCTTGACCGTC

gPCR. Expression of §550RF016

orf24phi55-1m

orf24phi55-2¢

GGCTCAACAGGGTTTCAAGCT

ATCCAAATTGGCCACTGCTTTC

gPCR. Expression of §550RF024

orf006-phi55-1m

orf006-phi55-2¢

GAGCAGTTGACCCATTGAAACC

TGGAATCTTACCCCATGACCC

gPCR. Expression of 55 ORF006

orf013-phi55-1m

orf013-phi55-2c

CTATGATGCAAGCGCAACTCG

AGAGCTTCGCCAAACGCACC

gPCR. Expression of 55 ORF013

orf022-phi55-1m

orf022-phi55-2c

ATATTGTCGCTCTCCAAATCGC

TTCGAATTCAACAACTGGAGCC

gPCR. Expression of 55 ORF022

orf031-phi55-1m

orf031-phi55-2c

GCAGTACTAACTGGTTTAGTTGG

CTTGCATTGTCGCCACCTCC

gPCR. Expression of §550RF031

Ef_GyrBm
Ef_GyrBc

AAGACGTTATTTTCCCAGAGC
GCCAACATGCCTTTTTCGAC

gPCR. Expression of gyrB gene in E.

faecalis

gpl6phiFL2A-1m
gpl6phiFL2A-2c

AGGATAGGCGTAAAGGAATTGG
TAATTGCTCGGTCAGTACATCG

gPCR. Expression of oFL2A ORF16

gp20phiFL2A-1m
gp20phiFL2A-2¢

TCCAAGCGACATTTTTCGAAGC
GTTTTTACACCATTTGCTCGCC

gPCR. Expression of @FL2A ORF20

gp36-phiFL2A-1m
gp36-phiFL2A-2c

TATGTTGGGACAGCCGGTGC
TTGAGCAGTCCCTGTGTATGG

gPCR. Expression of gFL2A ORF36

gp42-phiFL2A-1m
gp42-phiFL2A-2c

TATTTGCGGCAGAACCAGACC
CCCTAAGTAGGTTGCTACATCC

gPCR. Expression of gFL2A ORF42

gp48-phiFL2A-1m
gp48-phiFL2A-2c

GGATCTCCAGCTCTCTTGCC
TTGTTGTTGTCGTCGTGGTGG

gPCR. Expression of @FL2A ORF48

gp61-phiFL2A-1m
gp61-phiFL2A-2c

TGCTGCGTATCCTATCGATGG
CCAACGCTTGATAGTCTGTTCC

gPCR. Expression of FL2A ORF61
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Cebadores utilizados para realizar el RACE y EMSA

Cebadores Secuencia (5°-3’) Descripcion
gp34-phiFL2A-splc | GACGATCTACAACTTCTTTTCC

gp34-phiFL2A-sp2c | AAATGTCCGTTCGGATACTCC RACE 5’
gp34-phiFL2A-sp3c | ATCTCGTGCCCACCCTTCG

orf38phi55-splc AAGTGCTTTAGCAACTTCTGC

orf38phi55-sp2c GAGGAATGCATCAGCTGTCG RACE &’

orf38phi55-sp3c

TTGCTCAGCTACTTCTTGACG

ARPUwWtF

TAATTTTGGCGGTTTTTGGCGGAAAGTTGGCG
GTTTTATACGAATTTGAGTGCTAATATAGTAAT
ATCGAAAG

ARPUWLR

CTTTCGATATTACTATATTAGCACTCAAATTCG
TATAAAAACCGCCAACTTTCCGCCAAAAAACC
GCAAAATTA

Ensayos de movilidad
electroforética

ORF34wtF

TTGGCAGAAAAGATTTATCTACTACAGTGACG
AAAATGACAAAATGACAGAAATGACGAAAATG
ACACTATTTTTAAACTGTGAATTAATTTTATATA

ORF34wtR

TATATAAAATTAATTCACAGTTTAAAAATAGTGT
CATTTTCGTCATTTCTGTCATTTTTGTCATTTTC
GTCACTGTAGTAGATAAATCTTTTCTGCCAA

Ensayos de movilidad
electroforética

Cebadores utilizados para obtener los mutantes del mdédulo de empaquetamiento del fago $11

Plasmidos | Cebadores Secuencia (5°-3°)
phi11-20mB CGCGGATCCGAGAATGGCATCTCGGCTAC

0IP6O5 phil1-19cX GCICTAGAGTGTGGGGATAAAAATAACCG
phill-18mP AACTGCAGAACCAACAAAACCACACCACC
phill-21cBg-H CCCAAGCTTGAAGATCTGCGACTGTCGCGATATCTAAC
orf30phill-1mB CGCGGATCCGACTATCGTACTGCGTTTCCC

0IP451 orf30phill-2c CTTACCGCTCGAACCTCCACC
orf30phi11-3m TGGAGGTTCGAGCGGTAAGAAGGGCTCGGTTGTACAAGGG
orf30phill-4cE CCGGAATTCGCATCACTCTTGTATAAACGCG
orf32phill-1mB CGCGGATCCGAAGGTAGAGAAACAGAAGGC

0IP458 orf32phill-2c TCCGTACTTGACAATAAACGCA
orf32phill-3m GCGTTTATTGTCAAGTACGGAAATTGTCGTTCAGATTGCGCTT
orf32phill-4cE CCGGAATTCCTTTTCGTGGGCTACACGACG
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Plasmidos | Cebadores Secuencia (5’-3’)
orf33phill-1mB CGCGGATCCCGTGTTCACGCACAATCAAGC
orf33phill-2c CGGATCATCTGATTGGTCTGC

pIP4S2 orf33phill-3m CAGACCAATCAGATGATCCGCGAAAAATGTTGAGTGAAGCGG
orf33phill-4cE CCGGAATTCTGTAGCATTAACCCAAGTAGCC
orf35phill-1mB CGCGGATCCCAATGAGAGCGTTTAAATTAGGG
orf35phill-2c GGGCATGTTACCACTCCTAATT

pIP642 orf35phill-3m ATTAGGAGTGGTAACATGCCCGAAATAGCAAGTGTTGCTGGC
orf35phill-4cS ACGCGTCGACCAACTATCTTGTAGCGAATGCC
orf36phill-1mB CGCGGATCCCGTAAAATTGTAGATCCTGAAACG
orf36phill-2c TAGCGTAGTCATATAACCACC

pIP643 orf36phill-3m GTGGTTATATGACTACGCTAACTAAAAAAGGAAGGGCTGTG
orf36phill-4cE CCGGAATTCAGGGAATCCATATCCTTGTAGCG
orf37phill-1mB CGCGGATCCAGTTGAACAAATACCGGAAAGG
orf37phill-2c TATATTCATCAATTGACCTCTTCG

pIPA4S3 orf37phill-3m GAAGAGGTCAATTGATGAATATAGCTGAACCTTTTATGTGGCCG
orf37phill-4cE CCGGAATTCTATCAGCTTCATGTGATAAGCC
orf38phill-1mB CGCGGATCCCACTTATGATGCGATACCATGC
orf38phill-2c CGGTGTCATGCTTTTATCTCC

pIPael orf38phill-3m GAGATAAAAGCATGACACCGTTGCTACACACATCAGTAACG
orf38phill-4cE CCGGAATTCGTGGAATCTGTATCCAGTCGC
Prot5/6-7mB CGCGGATCCTGCTACACACATCAGTAACG
orf40phill-ic ACTTAATTCTAATGACTTTCCG

PIPS6 orf40phill-2m GGAAAGTCATTAGAATTAAGTGAAACGGAAGAAAAACCAGCG
orf40phill-3cS ACGCGTCGACTGTTTTTGCAACTTAACTTCTGG
orf41phill-1mB CGCGGATCCGATTTGCAACACTACCTGAGGC
orf41phill-2c TTGCTCAATAACGTTCAAATCTG

pIPE03 orf41phill-3m AGATTTGAACGTTATTGAGCAAAGTAGCGAACGTGATGAATACG
orf41phill-4cS ACGCGTCGACGCCCTGTATCTACATCAAGTCG
orf42phill-1mB CGCGGATCCGGAAATCCGGTTGTGATTGGC
orf42phill-2c TCTTTGCACAGACTTAACCGC

pipasd orf42phill-3m CGGTTAAGTCTGTGCAAAGAGGTGGAAATATAAATGCGCAAG
orf42phill-4cS ACGCGTCGACCTTTCTTTTGTCTCCGCCTGC
orf43phill-1mB CGCGGATCCGGTGCTGATATGATCCGTGGT

0IP455 orf43phill-2c GCTCCCCATTAATATACGACC
orf43phill-3m GTCGTATATTAATGGGGAGCGAAGGGATCAAACTAAAAGCTGG
orf43phill-4cS ACGCGTCGACCCTTGTATCGCCTTCACCACC
orf44phill-1mB CGCGGATCCCGTTAACGACAGACATAGAACC

0IP459 orf44phill-2c TTCTACTGGTACAGGTGCGCC

orf44phill-3m
orf44phill-4cE

CGCACCTGTACCAGTAGAAAGTGGTACAACGATACGCCGT
CCGGAATTCGAATCGGTATTCTGTCGCTCG
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Plasmidos | Cebadores Secuencia (5’-3’)
orf46phill-1mB CGCGGATCCTGCCGGATTTACCAGGTAGCG
orf46phill-2c ACCGCCAGTATTAACGAATCCG

pIPGa4 orf46phill-3m GGATTCGTTAATACTGGCGGTAACAAAACAAGTACTGAGGGGG
orf46phill-4cE CCGGAATTCACCACTTCACTAGCTGTGGGC
orf46phill-1mB CGCGGATCCTGCCGGATTTACCAGGTAGCG
orf47phill-ic CTTCATTATTTAAACGTCCCCC

pIP625 orf47phill-2m GGGGACGTTTAAATAATGAAGCAGGTGTAATGCTTGTGGCTTT
orf46phill-4cE CCGGAATTCACCACTTCACTAGCTGTGGGC
orf48phill-1mB CGCGGATCCTCAGACGGCAACGGTGGCGG
orf48phill-2c AAATCCAAACATTATGCCACCC

PIPSTO orf48phill-3m GGTGGCATAATGTTTGGATTTGGTATTTAAAGGAGGTGATTACC
orf48phill-4cE CCGGAATTCGTTTTTCGAGTCGTCGATTACC
orf49phill-1mB CGCGGATCCTTAAGTGGTACGTAGACAAGGG
orf49phill-2c TGCTCCCATTCCAGAACCAGG

pIP626 orf49phil1-3m CTGGTTCTGGAATGGGAGCAGCTACTGCTATAGAGTGGTGC
orf49phill-4cE CCGGAATTCTTTTGCTCCAGGTTGTCCCGG
orf51phill-1mB CGCGGATCCGGTGATAAAGGTGAACCGGG
orf51phill-2c CCATACTTGGATATTTCCAGC

pIPST2 orf51phill-3m CTGGAAATATCCAAGTATGGTCAGGATCTCCGACATTGACC
orf51phill-4cS ACGCGTCGACAGGTTGTGCTAAGAAGTCCGG
orf46phill-1mB CGCGGATCCTGCCGGATTTACCAGGTAGCG

0IP519 orf47phill-1c CTTCATTATTTAAACGTCCCCC
orf47phill-2m GGGGACGTTTAAATAATGAAGCAGGTGTAATGCTTGTGGCTTT
orf46phill-4cE CCGGAATTCACCACTTCACTAGCTGTGGGC
orf53phill-3mB CGCGGATCCGGTGACAATAGAAAATGTACG
orf53phill-4c CTCAGAAGTTTTCAACCACTC

PIP619 orf53phill-5m AGTGGTTGAAAACTTCTGAGCAGATATTAGGTGACTTATGG
orf53phill-6¢E CCGGAATTCCCAGTTTGTTTGTGAATTTGG
orf66phill-1mB CGCGGATCCACAGCTCAAACAGAATTATCG
orf66phill-2c GTCTCTAAGGTATTTGTCAGT

PIPS58 orf66phill-3m TGACAAATACCTTAGAGACTCGAAATATAATGAACCTCTC
orf33phill-6¢E CCGGAATTCGTTCCATTTAAATGCCTCCG
orf67phill-1mB CGCGGATCCAGACATGTCTATATGAAAGGG
orf67phill-2c AATAACTCTATCTTCATATCTC

pIP953 orf67phill-3m AGATATGAAGATAGAGTTATTACGTCATATTATATCG
orf38phill-6¢E CCGGAATTCGCCATTCAATATTCCTCCG
orf32phill-1mB CGCGGATCCGAAGGTAGAGAAACAGAAGGC

0IP652 orf44phi80a-1c TCCGTACTTAACAATAAACGC

orf44phi80a-2m
orf44phi80a-3cE

GCGTTTATTGTTAAGTACGGAATCAATTGTCGTTCAGATTGC
CCGGAATTCCTCTTTTTCCATTTGTTCGCG

143



Material y Métodos

Cebadores utilizados para complementar los mutantes del médulo de empaquetamiento del fago

¢11
Plasmidos | Cebadores Secuencia (5’-3)
orf28phill-6mB | CGCGGATCCGGTGATGTAAAAGTTAAAGAGCG
pJP740 orf28phil1-5cK | CGGGGTACCACTGCCAATTTCAGTCTTCCC
orf30phil1-5mB | CGCGGATCCCTATTGACCACATACTAAAAG
pIPo4s orf30phill-6¢cK | CGGGGTACCCTTTTAACATTTGTTCCCTCC
orf32phil1-5mB | CGCGGATCCGCTGAAGAAATAGAACGTATATTG
PIPSAT | orfa2phili-6cK | CGGGGTACCCTGTCATACAAAACTAACTTGCC
orf33phill-5mB | CGCGGATCCGGAAAAACAGTCGACAGAC
PIPSA8 | f33phill-6cE | CCGGAATTCGTTCCATTTAAATGCCTCCG
orf35phil1-5mB | CGCGGATCCAGAACAGATTCAGTTCCAGGAG
PIPLIZL | fasphill-6cE | CCGGAATTCTAGCGTAGTCATATAACCACC
orf36phil1-5mS | ACGCGTCGACGCTTTTGAGTCACTAGAGTAGG
PIPSTS | a6phill-6cB | COCGGATCCGAAAMATAACTCTATCTTCATATC
orf37phil1-6mB | CGCGGATCCCACGAAACGTCATATTATATCG
PIPSA9 | oHa7phill6cE | CCGGAATTCGTTCGGTGTCATGCTTTTATC
orf38phil1-5mB | CGCGGATCCGAAAGCGTTGTTTGAATAGG
PIPSSO | aBphill6cE | CCGGAATTCGCCATTCAATATTCCTCCG
orf40phi11-5mS | ACGCGTCGACTAAAAATAGGGCGTTAAGCCC
PIPSTO | f40phill-6cB | CGCGGATCCCAAGTTATAACGATTCTGTCG
orf41phil1-6mS | ACGCGTCGACCTAATAACTTACGACAGAATCG
PIPSTT 1 ofalphi11-7cB | COCGGATCCATATTCCGTCACATTAACACS
orf42phil1-5mB | CGCGGATCCAATAAGCAATAGAAAGAGAGG
PIPSOS 1 tazphili-6cK | CGGGGTACCCTATGTCCATTTGTAACCTC
orf43phil15mB | CGCGGATCCGAGTATTACTTATAAAGGAGG
PIPSSL | f43phil1-6cE | CCOGAATTCTAGTTATTGTCATTCTGACAC
orf44phil1-5mB | CGCGGATCCGATTTGAAATTTTATTATAAGTAGG
PIPSS2 | fa4phill-6cE | CCGGAATTCTTTATTACTCATGTTTTCCTCC
orf49phil1-9mB | CGCGGATCCCAGTTAAGAGTCAGTGCTTCG
PIPLIZZ 1 f49phil1-10cE | CCGGAATTCATTTTGTACATTTACACACCTC
pogo | CTOZPNILGMB | CGCGGATCCTCAGGATCTCCGACATIGACE
orf52phill-7cE | CCGGAATTCGTCCACATTGAATTGTTTTCC
pogy | CTOSPLLIIMB | CGCGGATCCCCGGAATTAAGCECGARAGE
orf53phill-12cE | CCGGAATTCCACCTGCTTAAATAGACATGAC
006 | CTO7PNIL-4MB | CGCGGATCCACGAGAACTAARRRAGGAAGS

orf67phill-5¢cE

CCGGAATTCGTTTAACAGTGCGTCTAATCC
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Cebadores utilizados para realizar Sondas de hibridacion

Cebadores utilizadosen el estudio de RinA

Cebadores Secuencia (5,'3’) Descripcién
phill-cl-7c CCTTTAAGATGTTTGTTTGCG

- Sonda Southern ¢11
phill-cl-8m TGTTTAGGAGTTCTGTACCC
phi80a-cl-7m AAGACTTTGTCTTGTTTCGC

- Sonda northern Cl 80a
phi80a-cl-8c CACAGATTCGTTTTATTTCCC
Cebadores Secuencia (5°-3’)

Descripcion

orf34phill-1m

TTAAACCACAAGTATTTAACCC

orf34phill-2c

GTTATCTTGTGTGAAGTCACC

Sonda northern proteina de la
cépside 80a

Cebadores utilizadosen el estudio de Ltr

Cebadores

Secuencia (5’-3)

Descripcion

orf54phi55-5mS

ACGCGTCGACAAAGTTAGATATCAGAGTTTG

orf29phi55-2cN

CATGCCATGGATTTCTTCTTCGTCTATCTTC

Sonda Southern ¢55

gp06phiFL2A-1mS

ACGCGTCGACTGTCACAAGACTTAGAACTTG

gp08phiFL2A-1cN

CATGCCATGGTTTGCCAAAAACTTCAGCAAC

Sonda southern phiFL2A

orf54phi55-5mS

ACGCGTCGACAAAGTTAGATATCAGAGTTTG

orf29phi55-2¢cN

CATGCCATGGATTTCTTCTTCGTCTATCTTC

Sonda northern cro ¢55

orf34phi55-19mS

ACGCGTCGACGAGTCAATAGTTAATATGATAG
G

orf34phi55-20cN

CATGCCATGGATAAATCTTTTCTGCCAACTC

Sonda northern LtrC ¢55

gp06phiFL2A-1mS

ACGCGTCGACTGTCACAAGACTTAGAACTTG

gpO8phiFL2A-1cN

CATGCCATGGTTTGCCAAAAACTTCAGCAAC

Sonda northern cro phiFL2A

gp33phiFL2A-1mS

ACGCGTCGACCCACAAAAGGAGCGATTCCAC

gp33phiFL2A-2¢cN

CATGCCATGGTTCCGCGAATTCAATCAAAGC

Sonda northern ArpU phiFL2A

orf7phi80a-8msS

ACGCGTCGACTTCGATTATAGTTTGCTGTAC

orf8phi80a-4cN

CATGCCATGGGATCATATTTCTGTTTTGACC

Sonda northern cro 80a

orf38phi80a-10mS

ACGCGTCGACTCAACAGTTCGAAAGTTAGAA

orf38phi80a-11cP

AACTGCAGGCCAATCTAGATATGATTTTC

Sonda northern RinA 80a
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Cebadores utilizadosen el estudio de Ltr

Cebadores Secuencia (5’-3’) Descripcion
phill-cl-7c CCTTTAAGATGTTTGTTTGCG

- Sonda Southern ¢11
phill-cl-8m TGTTTAGGAGTTCTGTACCC

SaPlbovl-112mE

CCGGAATTCAATTGCTGAGGCAAAACTTC

SaPlbov1-113cB

CGCGGATCCTAATTCTCCACGTCTAAAGC

Sonda Southern SaPlbovl
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Conclusiones

En respuesta a los objetivos planteados en el inicio de este trabajo hemos

obtenido las siguientes conclusiones:

1. RInA controla la expresion del médulo de morfogénesis y de lisis de los
11, 80a, $69 y phiSLT de S. aureus. Contrariamente a lo que se habia descrito, la

expresion de la integrasa del ¢11 no esté regulada por RinA ni por RinB.

2. La familia de proteinas RinA es el prototipo de una nueva superfamilia de
reguladores transcripcionales de los genes tardios fagicos (Ltr), a la que también
pertenecen otras cuatro familias de reguladores: ArpU, LtrA (Sigma 70), LtrB
(DUF1492) y LtrC.

3. Las proteinas Ltr actan como reguladores transcripcionales uniéndose
directamente a la region intergénica presente entre el regulador y el gen que codifica
para la terminasa pequefia (terS), activando la expresion de terS y promoviendo la

transcripcion del resto de genes del médulo de morfogénesis vy lisis del fago.

4, En la unién de las proteinas Ltr a la regién promotora de terS intervienen
unas repeticiones de nucleétidos que varian en su nidmero y secuencia y que son
especificamente reconocidas por cada regulador. El extremo carboxi-terminal de las
proteinas Ltr interviene en el reconocimiento de las repeticiones presentes en la region

promotora de terS.

5.  El mecanismo de regulacién de la transcripcion de los genes tardios
descrito para la superfamilia de proteinas Ltr se encuentra ampliamente distribuido en

fagos de bacterias Gram positivas.

6. En la formacién de las particulas fagicas y en la lisis de la bacteria
intervienen solamente los genes codificados en el médulo de morfogénesis vy lisis del

fago.

7. Se han identificado las proteinas del fago ¢11 imprescindibles para la
formacion de particulas infecciosas. Entre ellas estan la subunidad pequefia (gp29) y
grande de la terminasa (gp30), la proteina portal (gp31), la proteina de andamiaje
(gp33), la proteina mayoritaria de la cabeza (gp34) y del tallo (gp39), la proteina “tape
measure” (gp42), proteinas del tallo y de las fibras del tallo (gp45, gp50) y las
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proteinas encargadas de la lisis bacteriana: hidrolasa (gp49), holina (gp52) y amidasa
(9p53).

8. Se han caracterizado el papel ejercido por algunas proteinas cuya
funcion era desconocida en el proceso de encapsidacion del fago ¢11: las proteinas
gpp35, gp36, gp37, gp38 y gp67 actlan como proteinas conectoras interviniendo en el
proceso de ensamblaje de las capsides y los tallos, mientras que las proteinas gp40,

gp4l, gp43y gp44 intervienen en el proceso de formacion de los tallos.

9. La proteina gp32 del fago ¢11 actia como una proteina conectora de la
cabeza y el tallo, y aunque su presencia no es imprescindible para la formacion de

particulas viables de fago, si que lo es para un correcto desarrollo del ciclo fagico.

10. Las SaPlIs y los plasmidos de S. aureus utilizan el mismo mecanismo

utilizado por el fago para su empaquetamiento y transferencia.
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